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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 DIE ORGANISATION DER DNA IM ZELLKERN

Die Linge der genomischen DNA ist in jedem hoheren Organismus um ein Vielfaches grofB3er
als der Zelldurchmesser. So ist z.B. die menschliche DNA eines haploiden
Chromosomensatzes fast 94 cm lang (2,75*10° Basenpaare), das ist fast zehn Millionen Mal
der Durchmesser einer durchschnittlichen menschlichen Zelle. Deshalb muss die DNA gut
verpackt werden. In eukaryoten Zellen geschieht dies mittels einer Struktur, die als Chromatin
bezeichnet wird (Vaquero et al., 2003).

Chromatin setzt sich aus Nucleosomen zusammen. Ein Nukleosom besteht aus etwa 145 bis
147 Basenpaaren DNA, die 1,75 Mal um ein Histonoktamer gewickelt sind. Es hat einen
Durchmesser von etwa 12,4 bis 13 nm (Khorasanizadeh, 2004) und ist zusammengebaut aus
jeweils zwei Molekiilen der Histone H2A, H2B, H3 und H4, wobei ein H3/H4-Tetramer im
Kern liegt und mit zwei H2A-H2B-Dimeren interagiert (Abbildung 1-1).

Histon H1, ein sogenanntes ,,Linker-Histon®, befindet sich zwischen zwei Nucleosomen und
dient v.a. der Stabilisierung hoher geordneter Chromatinstrukturen (Marmorstein, 2001).
Jedes der Kernhistone H2A, H2B, H3 und H4 hat zwei Doménen: Einen globuldren, helikal
gewundenen Carboxyterminus, der etwa 75% der Aminosdurensequenz ausmacht, und einen
N-Terminus, der aus dem Nucleosomenkernpartikel herausragt. Am C-Terminus spielen sich
v.a. die Histon-Histon-Interaktionen ab. Die N-terminalen Enden (etwa 15 bis 30 v.a. basische
Aminoséduren) konnen durch verschiedene Enzyme modifiziert werden.

Die Zusammenlagerung der Histone und die Umwicklung mit DNA erfolgt in der Mehrzahl
der Fille wihrend der S-Phase des Zellzyklus. Dabei sorgen Chaperone dafiir, dass die
Histon-H3/H4-Tetramere als erstes auf die DNA gesetzt werden. Es folgt die schnelle
Assoziation von zwei Histon-H2A/H2B-Dimeren mit den Tetrameren, wiederum
Chaperonvermittelt. Im letzten Schritt wird dann die DNA um die Histone gewickelt (Ladoux
et al., 2000; Nakagawa et al., 2001). Daneben gibt es auch noch eine weniger haufige, von
der Replikation unabhidngige Nucleosomenzusammenlagerung, die wohl v.a. wihrend der
Transkription und im Rahmen der DNA-Reparatur auftritt (Martini et al., 1998; Verreault,
2000).
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OH2A EH2B EH3 EH4

Abbildung 1-1: Die Struktur des Nukleosomenkernpartikels (Vaquero et al., 2003).

(A) Histonoktamer.

Histonoktamerstruktur, wie sie aus kristallographischen Studien des Nucleosomenkernpartikels ermittelt wurde.
Im Zentrum aller vier Histone befindet sich ein Strukturmotiv, das als Histon-fold-Doméne bezeichnet wird und
aus 3 Alphahelices besteht, die durch 2 Loops verbunden werden. Die Histon-fold-Doménen sind in
verschiedenen Farben hervorgehoben (H2A: gelb, H2B: rot, H3: blau, H4: griin). Der Rest des Proteins ist
hellblau koloriert.

(B) Nucleosomenkernpartikel.

Abgebildet sind DNA (73 Basenpaare) und jeweils eine Kopie jedes Kernhistons, was zusammen der Hilfte
eines Nucleosomenkernpartikels entspricht. Die DNA ist hellblau koloriert. DNA und Histone interagieren v.a.
iiber das DNA-Phosphodiester-Riickgrat und die paarigen Histon-folds. Der N-Terminus der Histone ragt aus

dem Nucleosomenkernpartikel hervor.

Mehrere Nucleosomen bilden miteinander eine Struktur, die als ,,11-nm-Fiber® oder im
Englischen als ,,beads on a string* bezeichnet wird. Dadurch wird eine Kompaktierung der
DNA um den Faktor 7 erreicht. Die nichsthdhere Organisationsstufe ist die ,,30-nm-Fiber®,
sie fuhrt zu einer weiteren Verdichtung um den Faktor 6. Abbildung 1-2 zeigt zwei
verschiedene Konzepte, die in verschiedensten Experimenten entwickelt wurden: das Zick-
Zack- (Schalch et al., 2005; Woodcock and Dimitrov, 2001) und das in fritheren Studien
entwickelte Solenoid-Modell (Thoma et al., 1979; Widom and Klug, 1985). Biochemische

und elektronenmikroskopische Studien favorisieren das Zick-Zack-Modell (Bednar et al.,
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1998). Fiir die ,,30-nm-Fiber* sind zum einen die N-terminalen Enden der Histone notwendig,
da ihre basischen Aminosduren die negative DNA-Ladung neutralisieren und deshalb eine
bessere Zusammenlagerung ermdglichen (Hansen, 2002). Auflerdem befindet sich das Linker-
Histon H1 an der Stelle eines jeden Nucleosoms, an der Beginn und Ende der DNA-Wicklung
einander kreuzen (Hansen, 2002). Es scheint eine Bedeutung in der Modulation der

Chromatinstruktur zu haben und wichtig fiir hher geordnete Chromatinstrukturen zu sein.

AL /’ ., . .

i

N
|

\

= . d [
. . }.

T
30 nm fiber 30 nm fiber

Abbildung 1-2: Schema der ,,30-nm-Fiber*“ im Zick-Zack- und im Solenoid-Modell.
Histonoktamere sind blau, die DNA lila dargestellt. Linker-Histon H1 ist gelb koloriert.
(A) Zick-Zack-Modell

(B) Solenoid-Modell

Wenn sich die Chromosomen in der Mitose 200 bis 500fach kompaktieren, sind noch hohere
Organisationsstufen als die ,,30-nm-Fiber vonnodten. Es wird angenommen, dass ein

,Chromosomen-Geriist* aus DNA und/oder Protein die grobe Chromosomenform bestimmt.
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Abschnitt der
DNA-Doppelhelix

"Perlenketten"-Struktur

30-nm-Chromatinfaser

Schleifen

Komplettes mitotisches m« i

Chromosom AR 301 AR AL

Abbildung 1-3: Verpackungsstufen der DNA (Felsenfeld and Groudine, 2003).

DNA-Regionen, die etwa 100 kb voneinander entfernt sind, binden nebeneinander an das
zentrale, longitudinal im Chromosom gelegene Geriist und die dazwischenliegende DNA
bildet Schleifen. Die DNA-Sequenzen, die an das Geriist binden, heilen SAR (scaffold
attachment regions) (Swedlow and Hirano, 2003). Da die Chromatinschleifen an ihrer Basis
im Geriist verankert sind, sind sie dementsprechend nach aulen gewunden, so dass sich ein
sternartiges Aussehen ergibt (Maeshima et al., 2005). An der Aufrechterhaltung des Geriists
und der Schleifen sind die ATP-abhédngigen Komponenten Topoisomerase Ilo. und Condensin,
die entlang einer longitudinalen Achse im Chromosom orientiert sind, beteiligt (Maeshima et

al., 2005).
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1.2 WAS IST EPIGENETIK?

Lange Zeit wurde Chromatin als eine statische Struktur angesehen, die lediglich der
Verpackung der DNA diene. Viele neuere Erkenntnisse weisen aber darauf hin, dass
Chromatin komplexer und dynamisch ist und in eine Vielzahl von Zellfunktionen eingreift.
Mit der Entwicklung dieses neuen Modells wurde auch ein neuer Begriff gepriagt: der der
Epigenetik. Waddington, der den Terminus als erster verwendete, bezeichnete damit die
Kausalzusammenhénge, aufgrund derer Gene des Genotyps phénotypische Effekte
hervorbrachten. Nanney benutzte den Begriff Epigenetik spiter, um das Phédnomen zu
erkldren, dass Zellen desselben Genotyps unterschiedliche Phinotypen haben konnen, die
iiber viele Generationen bestehen bleiben (Gottschling, 2004).

Noch heute sind viele unterschiedliche Meinungen zur Begriffsdefinition vorhanden. Sie
lassen sich aber zu drei Hauptdefinitionen zusammenfassen:

(1) Epigenetik ist die Transmission und Vererbung von Information {iber Meiose und
Mitose hinweg, die nicht auf der Sequenz der DNA basiert (Gottschling, 2004;
Levenson and Sweatt, 2005; Lund and van Lohuizen, 2004).

(2) Epigenetik bedeutet: Meiotisch und mitotisch erbliche Verinderungen der
Genexpression, die nicht in der DNA-Sequenz selbst kodiert sind (Levenson et al.,
2005; Wolffe and Hayes, 1999).

(3) Epigenetik ist der Mechanismus, der der Aufrechterhaltung einer stabilen
Genexpression dient und physikalische Markierung der DNA oder ihrer assoziierten
Proteine beinhaltet (Levenson et al., 2005).

Die Epigenetik hat Auswirkungen auf mannigfaltige Bereiche der angewandten
Wissenschaften wie Gentherapie, Klonierung, transgene Technologien, Tumorbiologie,

genomisches Imprinting, die Aktivitit mobiler Elemente usw. (Wolffe and Hayes, 1999).
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1.2.1 Heterochromatin und Euchromatin

Die Organisation eukaryotischer Genome erfordert ein harmonisches Gleichgewicht zwischen
effektiver Verpackung und Ablesbarkeit von Genen. Dies wird durch die Chromatinstruktur
erreicht. Chromatin kann in zwei funktionell und strukturell verschiedene Kompartimente
unterteilt werden: Heterochromatin und Euchromatin. Euchromatin umfasst die meisten
aktiven Gene. Heterochromatin ist an der Bildung fiir das Chromosom essentieller Strukturen
wie Zentromeren und Telomeren beteiligt (Horn and Peterson, 2006). Urspriinglich wurde es
definiert als die chromosomalen Regionen, die wéihrend des Zellzyklus kondensiert bleiben
(Grunstein, 1998). Beide Chromatinkompartimente unterscheiden sich strukturell durch
unterschiedliche Histonmodifikationen, den Grad der DNA-Methylierung, verschiedene
Histonvarianten und spezifische Enzyme fiir die jeweiligen Modifikationen (Gibbons, 2005).

Einen Uberblick iiber wichtige Merkmale beider Chromatinformen gibt Tabelle 1-1.

Tabelle 1-1: Charakteristika verschiedener Chromatinformen (Elgin and Grewal, 2003).

Merkmal Euchromatin Heterochromatin
Packung in der Interphase | fein verteilt kondensiert
DNA-Sequenz genreich repetitiv (Satelliten,

Abkommlinge von Viren,

Transposons), genarm

Replikationszeitpunkt wihrend der S-Phase spite S-Phase

Meiotische Rekombination | Normale Frequenz Niedrige Frequenz

Charakteristische Histonhyperacetylierung Histonhypoacetylierung

Modifikationen Histon-H3-K4-Methylierung | Histon-H3-K9-Methylierung
DNA-Hypomethylierung DNA-Hypermethylierung

Chromatinstruktur Hypersensitive Sites, Verlust der hypersensitiven
irregulire Sites, regelmiBige
Nucleosomenlokalisation, Nukleosomenanordnung,

Zugianglichkeit fiir Nukleasen | geringe Zugénglichkeit fiir

Nukleasen

Heterochromatin  kann auBlerdem unterteilt werden in Kkonstitutives/perizentrisches
Heterochromatin, fakultatives Heterochromatin oder auch Sexchromatin und funktionelles

Heterochromatin.
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Konstitutives/Perizentrisches Heterochromatin liegt im Bereich der Zentromere und der
Telomere vor. Die dortigen Histone sind reich an durch SU(VAR)3-9 trimethyliertem Histon
H3 Lysin 9, monomethyliertem Histon H3 Lysin 27 und durch SUV4-20H1 und 2
trimethyliertem Histon H4 Lysin 20 (Peters et al., 2003; Rice et al., 2003; Schotta et al.,
2004). Sie sind hypoacetyliert, dariiber hinaus herrschen die zentromerspezifischen Histone
CENP A, B und C vor (Earnshaw and Cooke, 1989; Sugata et al., 2000). Diese Chromatinart
kommt in allen Zellen gleichermallen vor und wird auch iiber Replikation und Mitose hinaus
aufrechterhalten (Elgin et al., 2003).

Fakultatives Heterochromatin liegt in Regionen des Chromosoms vor, die ihre
Genexpression verloren haben. Die Entscheidung, die DNA zu verpacken, ist dabei selektiv
und zellspezifisch und wird klonal vererbt (Elgin et al., 2003). Ein Beispiel fiir fakultatives
Heterochromatin ist z.B. das inaktivierte X-Chromosom in Zellen weiblicher Individuen. Im
Unterschied zum konstitutiven Heterochromatin dominieren hier die Dimethylierung von
Histon H3 an Lysin 9 und die durch EZH2 vermittelte Histon-H3-Lysin-27-Trimethylierung
(Gibbons, 2005).

Abbildung 1-4 zeigt eine Ubersicht des Methylierungsmusters und der spezifischen

Histonmethyltransferasen der verschiedenen Chromatinkompartimente.

Fakuitatives

Heterochromatin Euchromatin

H3-K9 di H3-K9 mono / di
H3- H3-
G9a
?
Suv39h
H3-K9 tri
H3-127

Perizentrisches
Heterochromatin

Abbildung 1-4: Methylierungsmuster der verschiedenen Chromatinkompartimente (Gibbons, 2005).
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Der Prozess des Silencing von Heterochromatin wurde zuerst in Hefen, Fruchtfliegen und
Pflanzen entdeckt, weist aber einen hohen Grad der Konservierung auf. Es ist daher
wahrscheinlich, dass auch die gleichen Prozesse und Faktoren in Séugern auftreten (Gibbons,
2005).

Bei der Heterochromatinbildung in Schizosaccharomyces pombe werden zunichst
zentromernahe Repeatsequenzen durch die RNA-Polymerase II bidirektional transkribiert.
Das Enzym Dicer wandelt die dabei entstehende doppelstringige RNA in small interfering
RNAs (siRNAs) um. Diese wiederum geleiten histonmodifizierende Komplexe wie RIST
bzw. RISC (RNA-induzierter Silencing Komplex) zur DNA. RISC wird zum einen dafiir
bendtigt, die Histonmethyltransferase CLR4 (SU(VAR)3-9-Homolog) zu rekrutieren. CLR4
methyliert Histon H3 an Lysin 9 und schafft so eine Bindungsstelle fiir SW16 (HP1-Homolog)
(Lachner et al., 2001; Martin and Zhang, 2005). Zum anderen fithrt RISC zum Andocken
eines anderen Komplexes, RDRP, der zusitzliche Doppelstrang-RNA bildet und so den
RNAi-Signalweg unterhilt. Letztendlich verstdrkt sich also der RNAi-Signalweg durch
positives Feedback selbst (Sugiyama et al., 2005). Abbildung 1-5 zeigt den gesamten
Mechanismus der siRNA-abhédngigen Heterochromatinbildung.

Repetitive DNA

Unmethyliertes
H3 RDRP l

= ——=—____—— dsRNA

@ | @

g Rh—/_/ siRNAs

His’to‘n :
odifizierendes
~_Enzym
RISC/Ago 1

Repetitive DNA

Silent

Abbildung 1-5: RNAi-Mechanismus der Heterochromatinbildung in Schizosaccharomyces pombe.

Heterochromatin hat verschiedene (mogliche) biologische Bedeutungen. Zunéchst ist die

adidquate Bildung von Heterochromatin im Bereich des Zentromers wichtig fiir die richtige
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Aufteilung der Chromosomen wihrend der Mitose (Pidoux and Allshire, 2005). AuBBerdem ist
Heterochromatin im Rahmen von Rekombinationsereignissen, die mit dem Mating-Type-
Switching in S. pombe assoziiert sind, wichtig (Jia et al., 2004). Eine weitere These ist eine
Rolle in der Verteidigung gegen die Aktivitit invasiver Retrotransposons und transposibler

Elemente (Elgin ef al., 2003).

1.2.2 Histonmodifikationen

Histone koénnen in verschiedenen Regionen posttranslational modifiziert werden. Die N-
terminalen Regionen werden allerdings, wahrscheinlich weil sie aus dem Nucleosomenkern
herausragen, bevorzugt.

Einige Histonmodifikationen sind: Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung, ADP-

Ribosylierung, Ubiquitinylierung, Biotinylierung und Sumoylierung.

Abbildung 1-6 zeigt einen Uberblick iiber Acetylierung, Methylierung und Phosphorylierung
der Histone H2A, H2B, H3 und H4.

o B

I
H2A SGRGKQGGKARAKAK-

H2B PEP S?SA PAPKKG SKKAHEAQ KK-

e 0o

H3 A:qurmTAmrs"TGGKAPRKuLATm I{TAPATGGVI{HP-

o0 O

o o n Ro
H4 GgGKGGHGLGKGGA RHHgULR-

Abbildung 1-6: Modifikationen der N-terminalen Enden der Histone H2A, H2B, H3 und H4. Abgebildet
sind Acetylierung (Quadrat, A), Methylierung (Sechseck, M) und Phosphorylierung (Kreis, P). Aus (Lund ef al.,
2004).
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1.2.2.1 Methylierung
Die Histonlysinmethylierung wurde schon vor 40 Jahren entdeckt (MURRAY, 1964).

Allerdings war ihre Funktion lange Zeit unklar. Es dauerte auch bis zum Jahr 2000, bis das
erste histonmethylierende Enzym identifiziert wurde, SUV39H1 (Rea et al., 2000).
Histonmethyltransferasen katalysieren die Ubertragung einer Methylgruppe von S-Adenosyl-
L-Methionin (SAM) auf spezifische Lysin- oder Argininreste der Histone (Abbildung 1-6).
Arginine werden durch die Familie der Proteinargininmethyltransferasen (PRMT) mono- oder
dimethyliert, Lysinreste konnen durch Histonmethyltransferasen mono-, di- oder trimethyliert
werden (Abbildung 1-7).

Einen Uberblick iiber alle zur Zeit bekannten PRMTs und Histonmethyltransferasen geben
Tabelle 1-2 und Tabelle 1-3. Im weiteren wird nur die Lysinmethylierung néher erklért, da im

Rahmen dieser Arbeit nur mit Lysin-methylierenden Histonmethyltransferasen experimentiert

wurde.
_
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/
\?/
NH
e CH3 AN (CH2)3
I wl® |
HoN  NHg* HN  NHp* a + O\
\Z \ 4 ° HaN coo-
I*I‘IH PRMT (type | and II) > rlle Asymmetric Dimethyl-Arg
b, L
| | Sy -
(CHz)s 77N\ (CHa) Lt il
) AdoMet  AdoHcy ! ) HN N
\
Hai 7 “coo- Hai~ “coo- ?"’
Arg Monomethyl-Arg TH
{<|3H2!3
c
Hati 7 “Ncoo-
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H CHs, _H CH3_ CHs o

H
N N ~: |
NHe &{} NH* %{} o &{} e—N—.
I I | I
(CHalg N\ (CHz)4 - N (CHo)g 2 Ny (CHola

(I; AdoMet  AdoHcy (Ig AdoMet  AdoHey (I; AdoMet  AdoHcy (I;

Hall” Ncoo- Hali 7 “Ncoo- Hah 7~ “Ncoo- Hah 7 Ncoo-
Lys Monomethyl-Lys Dimethyl-Lys Trimethyl-Lys

Abbildung 1-7: Methylierung von Arginin und Lysin (Zhang and Reinberg, 2001).

AdoMet: S-Adenosyl-L-Methionin. AdoHcy: S-Adenosylhomocystein.

A: Proteinargininmethyltransferasen (PRMT) katalysieren die Methylierung von Argininresten (Arg).
B: Histonmethyltransferasen (HMT) katalysieren die Methylierung von Lysinresten (Lys).
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Tabelle 1-2: Proteinargininmethyltransferasen (PRMT). Modifiziert nach (Bannister and Kouzarides, 2005;
Vagquero et al., 2003).

HMT Spezifitit Funktion
PRMT1 H4-R3 (und Nicht-Histon- Transkriptionsaktivation
Proteine) (Signaltransduktion etc.)
PRMT2 Unbekannt Koaktivator des Ostrogenrezeptors
PRMT3 Unbekannt Zytoplasmatisch (Mitose?)
PRMT4/CARMI1 | H3-R2, -R17, -R26 (Auch C- Transkriptionskoaktivator
terminal)
PRMTS H2A, H4 ( und Nicht-Histon- Transkriptionsrepressor und Bildung
Proteine), H3R8 (Bannister ef al., | des Spliceosoms
2005)
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Tabelle 1-3: Lysin-methylierende Histonmethyltransferasen (HMT). Modifiziert nach (Bannister et al.,
2005; Lachner et al., 2003; Sims, III et al., 2003; Vaquero et al., 2003). Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus;

Dm: Drosophila melanogaster; Sc: Saccharomyces cerevisae; Sp: Schizosaccharomyces pombe; Nc: Neurospora

crassa.

HMT Spezifitit Funktion
SUV39H1 (Hs), Suv39hl H3-K9 Heterochromatinbildung, Silencing, DNA-
(Mm), SUV39H2 (Hs), Methylierung, perizentrisches
Suv39h2 (Mm), SU(VAR)3-9 Heterochromatin, PEV-Modifizierung
(Dm), DIM-5 (Nc), CLR4 (Sp)
G9a (Hs, Mm), dG9a (Dm) H3-K9, H3- Rolle in der frithen Embryogenese,
K27, (H4 Transkriptionsrepression, Imprinting,
durch dG9a) euchromatische HMT
ASH1 (Dm) H3-K4, -KO9, Aufbau von epigenetischen aktiven
H4-K20 Transkriptionsmustern
SET1 (Sc,Sp,Hs) H3-K4 Silencing, Transkriptionsaktivierung
SET2 (Sc) H3-K36 Silencing, Transkription
SET7 H4-K20 Entwicklung, Silentes Chromatin, beteiligt
am Altern
PR-SET7/SET 8 (Hs, Dm) H4-K20 Repression
SET9 (Hs) H3-K4 Transkriptionsaktivation
NSDI (Hs, Mm) H3-K36, H4-
K20
SUV4-20 H4-K20 Heterochromatin
ESC-E(z) (Dm), EZH2 (Mm) H3-K27,H3- | Polycomb-vermitteltes Silencing
K9
EZH2 (Hs) H3-K27,H3- | Polycomb-vermitteltes Silencing
K9, H1-K26
SETDBI1 (Hs), ESET (Mm) H3-K9 Durch den Korepressor KAP1 vermitteltes
Silencing, DNA-Methylierung
Eu-HMTasel (Hs) H3-K9 Transkriptionsrepressor
ALL-1 (Hs) H3-K4
MLL (Hs), TRX (Dm) H3-K4 (Trithorax-) Aktivator

ALR, ALR-1, ALR-2

H3-K4
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SMYD3 (Hs) H3-K4 Aktivator
DOTTI (Sc), DOTIL (Hs) H3-K79, keine
SET-Doméne

Fast alle Lysin-methylierenden Histonmethyltransferasen enthalten eine sogenannte SET-
Doméne, die nach ihrem Auftreten in den Genen dreier Chromatinregulatoren Su(var), E(z)
und Trithorax benannt ist (Jenuwein et al., 1998). Zur Zeit ist nur ein Lysinrest bekannt, der
von einer SET-losen HMT methyliert wird, H3 Lysin 79 (Feng et al., 2002).

Die SET-Doméne setzt sich aus etwa 130 Aminosduren zusammen und katalysiert den
Methylgruppentransfer von SAM auf das jeweilige Substrat (Rea ef al., 2000). Sie enthélt
zwei beziiglich der Primirsequenz und Struktur konservierte Bereiche, SET-N und SET-C,
mit einer variablen Insertregion SET-I dazwischen. SET-C beherbergt das aktive Zentrum des
Enzyms. SET-I, das erhebliche Langenunterschiede in verschiedenen
Histonmethyltransferasen aufweist, scheint fiir die Substraterkennung und -spezifitit eine
Rolle zu spielen (Xiao et al., 2003b).

An N- und C-Terminus wird die SET-Domidne von den (bei SUV39H1 und DIM-5
cysteinreichen) Doménen pre-SET und post-SET eingerahmt. Beide scheinen fiir die Funktion
der SET-Doméne essentiell zu sein: pre-SET fiir die strukturelle Stabilitdt, post-SET fiir die
Komplettierung des aktiven Zentrums und fiir die Bildung des sogenannten Lysin-
Zugangskanals (Xiao et al., 2003b; Zhang et al., 2003). Dieser schmale Kanal verbindet die
Kofaktorbindungsstelle fir SAM auf der einen Seite der SET-Domédne mit der
Substratbindungsstelle auf der gegeniiber liegenden Seite. Die Form und Weite des Lysin-
Zugangskanals bestimmen entscheidend mit, ob ein Substrat mono-, di- oder trimethyliert
wird (Xiao et al., 2003b; Xiao et al., 2003a; Zhang et al., 2003).

Abbildung 1-8 zeigt die Struktur der SET-Domine von DIM-5, dem Homolog des
menschlichen SUV39HI1 aus Neurospora crassa, in Verbindung mit dem Kofaktor S-

Adenosyl-L-Methionin, Histon H3 und mehreren Zinkionen.
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A SET-H3-Komplex
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Abbildung 1-8: Die SET-Domiéne (Khorasanizadeh, 2004).

(A) Struktur eines Dreierkomplexes aus der SET-Domiéine der Histonmethyltransferase DIM-5, H3-Peptid
und SAM. Die Struktur von DIM-5, einem Ortholog des menschlichen SUV39H1, das Lysin 9 (orange) in H3
methyliert, wird im Komplex mit dem H3-N-Terminus (blau), dem Kofaktor SAM (lila) und vier Zinkionen
(lila) abgebildet. Die Zinkionen stabilisieren die pre- und post-SET-Regionen, die beide wichtig fiir die
katalytische Funktion sind.

(B) Der Kofaktor der Histonmethyltransferasen: S-Adenosyl-L-Methionin.

Eine Methylierung dndert nichts an der Ladung der basischen Histone und kann deshalb auch
nicht durch Lockerung elektrostatischer Histoninteraktionen zu einer besseren Zuginglichkeit
bestimmter Gene fiihren. Der Effekt einer Methylierung wird daher durch die Bindung von
Proteinen vermittelt, die ihrerseits Auswirkungen auf unterschiedliche Zellvorginge haben,
indem sie die Genexpression beeinflussen (Sims, III ez al., 2003). Es sind drei Proteinmotive
bekannt, die mit methylierten Lysinresten von Histonen interagieren: die Chromodoméne
(Bannister et al., 2001; Fischle et al., 2003), die Tudor-Doméne und die WD40-repeat-
Domine (Martin et al., 2005).

Eine Methylierung kann abhéngig von ihrer Stelle sowohl Aktivierung als auch Repression
bedeuten (Zhang ef al., 2001). Dariiber hinaus kann bei bestimmten Prozessen, z.B. bei der X-
Inaktivierung, eine Methylierung an einer bestimmten Stelle abhingig von der Zahl der
angehingten Methylgruppen verschiedene Endstrecken haben (Martin et al., 2005). Bei 24

bekannten Methylierungsstellen von Arginin und Lysin und jeweils 3 mdglichen
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Methylierungsstufen ergében sich also 3*10'" verschiedene Methylierungszustinde (Bannister
et al., 2005). Dieses Phdnomen fiigt sich in die im Jahr 2000 von Strahl und Allis erstmals
propagierte Histon-Code-Hypothese (siehe 1.2.5) ein. Letztlich ist zu wenig tlber die
definitiven Wirkungen der Methylierung und der anderen Histonmodifikationen bekannt, als
dass man eine Entscheidung iiber die Existenz eines Codes treffen konnte (Martin et al.,
2005).

Lange Zeit interessierte bei der Charakterisierung einer Methylierungsstelle oder einer
Histonmethyltransferase nur, ob sie mit Heterochromatin oder Euchromatin assoziiert sei.
Mittlerweile ist aber klar, dass es nicht nur zwei Zustandsformen des Chromatins gibt. H3-K9,
H3-K27 und H4-K20, Methylierungsstellen, die im Heterochromatin vorkommen,
demarkieren Subdoménen. So sind trimethyliertes H3-K9, trimethyliertes H4-K20 und
monomethyliertes H3-K27 im Heterochromatin um das Zentromer lokalisiert (Schotta ef al.,
2004), trimethyliertes H3-K27, dimethyliertes H3-K9 und monomethyliertes H4-K20 werden
in inaktivierten X-Chromosomen gefunden (Plath et al., 2003; Schotta et al., 2004).

Auch im Euchromatin gibt es Bereiche unterschiedlicher Aktivitit. Methyliertes H3-K4, H3-
K36 und H3-K79 sind Modifikationen, die v.a. im Euchromatin vorkommen. Wenn nun z.B.
ein Gen in der Hefe exprimiert wird, ist das 5'-Ende des Gens an H3-K4 trimethyliert
(Margueron et al., 2005). Eine Analyse des menschlichen Euchromatins 148t eine dhnliche
Korrelation dort vermuten (Bernstein et al., 2005).

Interessant ist die Methylierung von H3-K9: Mono- und dimethyliert kommt es bei Sdugern
im silenten Euchromatin vor (Rice et al., 2003). Fiir diese Methylierung scheint v.a. G9a
zustindig zu sein (Tachibana et al., 2005). Trimethyliert liegt H3-K9 im perizentrischen
Heterochromatin vor (Peters et al., 2003).

Barski et al. analysierten 2007 die genomweite Verteilung der Methylierung: Hierbei fiel auf,
dass die Monomethylierung von H3-K9 sowie H3-K27 und H3-K79 jeweils mit
Genaktivierung, die Trimethylierung hingegen mit Repression assoziiert war (Barski et al.,
2007).

Neben einer Auswirkung auf die Transkription kann die Histonmethylierung aber auch noch
andere Rollen tibernehmen. Vor kurzem wurde gezeigt, dass die Methylierung von H4-K20
durch SET9 in Schizosaccharomyces pombe nach DNA-Schidigung fiir den Aufbau einer
Checkpoint-Kontrolle notwendig ist (Sanders et al., 2004). Dies fiihrt dann zum Zellarrest und
zur DNA-Reparatur.

AuBerdem besteht ein Zusammenhang zwischen Histon- und DNA-Methylierung und auch

zur RNA-Interferenz. Dieses Zusammenspiel wird in Kapitel 1.2.5 nédher erldutert.
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Lange Zeit wurde angenommen, die Histonmethylierung sei ein irreversibler Prozess und es
gibe keine histondemethylierenden Enzyme. Dieser Vorstellung leistete zum einen die
Tatsache Vorschub, dass trotz intensiver Suche kein demethylierendes Enzym entdeckt
worden war, zum anderen é&ltere Berichte, dass die Histonmethylierung die gleiche
Halbwertszeit wie Histone hitte (Byvoet, 1972). Weiterhin war bekannt, dass die H3-Lysin-9-
Methylierung bei der Bildung und Aufrechterhaltung von Heterochromatin eine Rolle spielt,
was den Stabilitdtsgedanken stiitzte (Bannister ef al., 2005).

Jedoch gab es von Beginn an Indizien, die gegen diese Hypothese sprachen: Schon 1973 war
iiber ein Enzym mit Demethylase-Aktivitit berichtet worden (Paik and Kim, 1973), die
Aktivitdt konnte aber nie einem spezifischen Protein zugeordnet werden. Aulerdem wurde
gezeigt, dass die H3-Lysin-9-Methylierung bestimmter inflammatorischer Gene bei
Aktivierung entfernt werden konnte. Bei der auf die Induktion folgenden Repression wurde
sie dann wieder hergestellt (Saccani and Natoli, 2002).

Darauthin wurden einige Hypothesen zu Mboglichkeiten, eine Histonmethylierung zu
entfernen, aufgestellt:

(1) Methylierte Histone sollten durch Histonaustausch an transkriptionell aktiven Orten
durch die Histonvariante H3.3 ersetzt werden (Ahmad and Henikoff, 2002).
Tatséchlich konnte gezeigt werden, dass die Histon-H3-Lysin-9-Methylierung mit
assoziiertem HP1 in Zellen an aktiven Genorten entfernt wurde, sobald Histon H3.3 in
diesen Bereich eingebaut wurde (Janicki et al., 2004).

(2) Methylierte N-Termini von Histonen konnten auch einfach ,,abgeschnitten* werden. In
Tetrahymena werden die N-Termini von Histon H3 und H4 offensichtlich durch
proteolytische Prozessierung entfernt (Allis et al., 1980).

(3) Eine weitere Moglichkeit wire die direkte Demethylierung durch eine Subfamilie der
Histonacetyltransferasen, die mit ELP3 (Elongation Protein 3) verwandt sind
(Chinenov, 2002). Der Reaktionsmechanismus wiirde auch die Entfernung einer
Trimethylierung nicht ausschlieen.

Vor einigen Jahren etablierte sich dann die Idee, dass Histonmethylierungen durch eine
Aminoxidasereaktion entfernt werden konnten (Bannister et al., 2002). Der Durchbruch kam
mit der Entdeckung eines Enzyms (Peptidylarginindeiminase 4, PAD4), das Methylarginin in
Citrullin durch Deimination umwandelt (Cuthbert et al., 2004). Kurze Zeit spiter konnte
gezeigt werden, dass LSDI1, eine Komponente verschiedener HDAC-Komplexe, durch
Katalyse einer Aminoxidasereaktion mono- und dimethyliertes Histon H3-K4 demethylieren

kann (Shi et al., 2004). LSD1 kann durch mit ihm assoziierte Proteine wie z.B. CoREST
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reguliert werden (Lee et al., 2005). Interagierende Proteine konnen iiber einen noch nicht
bekannten Mechanismus sogar die Substratspezifitit von LSD1 dndern. So kann es nicht nur
H3-K4 demethylieren, eine Aktivitét, die repressiv wirkt, sondern in Verbindung mit dem
Androgenrezeptor auch als H3-K9-Demethylase fungieren. Dies fiihrt zur Genaktivierung
(Metzger et al., 2005).

Es ist nicht moglich, durch eine Aminoxidasereaktion eine Trimethylierung zu entfernen. Der
Grund ist, dass das bei einer Aminoxidasereaktion entstechende Imin-Zwischenprodukt ein
protoniertes Lysin erfordert. Trimethylierte Lysine (nicht protoniert) sind daher als Substrate
ausgeschlossen (Trewick et al., 2005). Dies konnte man dahingehend interpretieren, dass im
Unterschied zu Mono- und Dimethylierung die Histontrimethylierung eine stabile
Modifikation sei. Kiirzlich wurde aber entdeckt, dass die Trimethylierung durch andere
Enzyme entfernt wird. Dass es solche Enzyme geben muss, konnte man bereits aus folgender
Tatsache schlieBen: Androgenstimulierung fiihrt zundchst zum Switch der LSD1-Aktivitit zur
H3-K9-Demethylase. Nach einer solchen Stimulation kommt es aber auch noch dann zum
Verlust der Histon-H3-K9-Trimethylierung, wenn man die Aktivitit von LSDI1 hemmt.
Dementsprechend muss ein von LSDI1 verschiedenes Enzym fiir die Entfernung der
Trimethylierung verantwortlich sein.

Proteine mit einer JmjC-Domine sind solche Demethylasen (Clissold and Ponting, 2001;
Tsukada et al., 2006; Yamane et al., 2006). Die JHDM (JmjC domain-containing histone
demethylase) Enzyme bilden eine grosse, im Laufe der Evolution konservierte Histon-
Demethylase-Familie. Die JmjC-Domine der JHDM-Subklassen JmjD2a (Ng et al., 2007;
Whetstine et al., 2006) und JmjD2b (Fodor et al., 2006) kann eine Trimethylierung an H3-K9
entfernen. Dies geschieht durch eine Hydroxylierung (Hydroxylradikalischer Angriff) (Ozer
and Bruick, 2007; Trewick et al., 2005). Den Reaktionsmechanismus zeigt Abbildung 1-9.
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Abbildung 1-9: Reaktionsmechanismus einer Demethylierung durch JmjC-Domiinen enthaltende Proteine
(Trewick et al., 2005). 2-OG: 2-Oxoglutarat.

Es ist anzunehmen, dass noch viele weitere Histondemethylasen entdeckt werden. Diese
konnten zu den bereits erwidhnten Aminoxidasen oder JHDM gehdren, mdgliche Kandidaten
wiren aber auch Mitglieder der Cupin-Protein-Familie. Diese Proteine sind Dioxygenasen,
die keine JmjC-Doméne enthalten, die aber ein Metallozentrum wie Fe(II) benutzen und daher
zur Histon-Demethylierung fahig sein konnten (Shi and Whetstine, 2007). Mdglich ist auch
eine Funktion der SAM radical enzymes als Histon-Demethylasen (Chinenov, 2002; Shi ef al.,
2007), diese enthalten alle eine konservierte SAM-bindende Domine. Bis dato ist aber noch

wenig iiber diese Enzyme bekannt, da sie in einer oxygenierten Umgebung sehr instabil sind.
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1222  SU(VAR)3-9

Das Su(var)3-9-Gen in Drosophila wurde urspriinglich in genetischen Screens als Suppressor
des Position effect variegation (PEV) entdeckt. Als PEV bezeichnet man die Variabilitit der
transkriptionellen Aktivitit normalerweise aktiver Gene nach ihrer Translokation in die Nédhe
von Heterochromatin (Henikoff, 1992; Reuter and Spierer, 1992). Dabei wird ein
urspriinglich euchromatisches, transkribiertes Gen durch chromosomale Rearrangements in
die Nihe von heterochromatischen Regionen gebracht. In einer Subpopulation von Zellen des
Organismus wird das transposierte Gen dann wahrscheinlich durch Ausbreitung des
Heterochromatins iiber das Gen reprimiert. Es entsteht ein variegierter Phinotyp. Bei einem
Teil der Zellen wird das Gen nach wie vor transkribiert und fiithrt zu einer phénotypischen
Auspriagung, in den anderen Zellen ist es reprimiert und es erscheint ein anderer Phianotyp.
Gene, die bei Mutation zu einer Unterdriickung des PEV fiihren, werden Su(var)-Gene (Engl.:
Suppressor of variegation) genannt. Wirkt eine Mutation PEV-steigernd, dann handelt es sich
um ein E(var)-Gen (Engl.: Enhancer of variegation).

In Drosophila existieren iiber 50 Suvar-Loci, von denen 15 molekular definiert wurden.
Su(var)-Gene kodieren fiir Strukturkomponenten des Heterochromatins, wie z.B. das
Heterochromatin Protein 1 (HP1) (Eissenberg et al., 1990; Eissenberg and Elgin, 2000),
SU(VAR)3-7, HDACI1 (Czermin et al., 2001) und die Histonmethyltransferase SU(VAR)3-9
(Rea et al., 2000; Schotta et al., 2002).

preSET pPostSET

Interaktionen mit HP1 H3K9-Methylierung

Abbildung 1-10: Schematische Darstellung von Drosophila melanogaster SU(VAR)3-9.

Das Enzym hat in Drosophila melanogaster eine Linge von 635 Aminosduren. Es ist in
Drosophila  aufgrund der Fusion mit den 80 N-terminalen Aminosduren des
Translationsinitiationsfaktors elF-2y (Krauss and Reuter, 2000) lidnger als in Siugern

(Aagaard et al., 1999). Wie in Abbildung 1-10 ersichtlich, verfiigt SU(VAR)3-9 iiber eine fiir
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die Methyltransferaseaktivitit essentielle SET-Doméne nahe des C-Terminus, die von einer
cysteinreichen pre-SET-Doméne (Rea et al., 2000) und der post-SET-Doméne eingerahmt
wird. Dariiberhinaus enthélt es eine Chromodomaéne (Firestein et al., 2000; Ivanova et al.,
1998; Melcher et al., 2000). Chromodoméinen sind in verschiedenen Spezies konserviert.
Sowohl die Chromodoméne von SUV39H1 (Melcher et al., 2000) als auch die von HPI
(Bannister et al., 2001; Lachner ef al., 2001) binden an Heterochromatin bzw. methyliertes
Lysin 9 von Histon H3. Eine Deletion der Chromodoméne fiihrt aber auch zur Reduktion der
Aktivitdit von SUV39H1 (Chin et al., 2006). Der N-Terminus von SU(VAR)3-9 ist relativ
schlecht charakterisiert.

Su(var)3-9 ist eine in verschiedenen Spezies konservierte Histonmethyltransferase. Homologe
sind in Schizosaccharomyces pombe Clr4, beim Menschen SUV39HI (Aagaard et al., 1999)
und in Mausen Suv39h1 (Aagaard et al., 1999) und das testisspezifische Suv39h2 (O'Carroll et
al., 2000).

Die Verteilung in der Zelle wurde sowohl mit polyklonalen Antikorpern als auch mit EGFP-
»getagten (EGFP = enhanced green fluorescent fusion proteins) Fusionsproteinen untersucht
(Schotta et al., 2002). SU(VAR)3-9 ist in Fruchtfliegen am heterochromatischen
Chromozenter und am sog. vierten Chromosom lokalisiert. Aulerdem bindet es an Telomere
und an verschiedene euchromatische Regionen (Schotta et al., 2003). Die
Heterochromatinassoziation dieser Histonmethyltransferase wurde bei Versuchen mit
mutierten EGFP-Fusionsproteinen sowohl der Chromodoméne als auch der SET-Doméne
zugeordnet (Schotta et al., 2003). Der N-Terminus des Enzyms geniigt fiir die Bindung an das
vierte Chromosom und an eine kleine zentrale Region des Chromozenters (Schotta et al.,
2002).

Die Funktion von SU(VAR)3-9 als Histonmethyltransferase wurde zunichst fiir die
Orthologe in Sdugern SUV39H1 (Homo sapiens) und Suv39hl (Mus musculus) nachgewiesen
(Rea et al, 2000). Fir Drosophila melanogaster SU(VAR)3-9 wurde eine
Histonmethyltransferaseaktivitdt zuerst bei einer Immunaffinititsaufreinigung aus
Embryoextrakten gezeigt (Czermin et al., 2001). Diese Aktivitit konnte bei in vitro
Versuchen mit rekombinantem Protein bestitigt werden (Schotta et al., 2002). In Drosophila
melanogaster ist SU(VAR)3-9 die wichtigste, wenn auch nicht die -einzige
Histonmethyltransferase fiir Histon H3-K9 (Schotta et al, 2002). V.a die Di- und
Trimethylierung von perizentrischem Heterochromatin werden durch SU(VAR)3-9
kontrolliert (Ebert et al., 2004). Es addiert nicht-prozessiv 2 Methylgruppen an H3-K9, dabei
dimerisiert es iiber den N-Terminus (Eskeland et al., 2004). Ein Knockout beider Suv39h-
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Homologen in Stammzellen fithrt zum Fehlen der perizentrischen H3-K9-Trimethylierung
und zu einem alternativen Methylierungsmuster: Lysin 9 wird monomethyliert und Lysin 27
trimethyliert (Peters et al., 2003).

Die Rolle von SU(VAR)3-9 im heterochromatischen Silencing und bei der Suppression des
PEV  durch Enzymmutation hingt mit der H3-K9-Methylierung zusammen.
Heterochromatische Regionen werden iiber die Methylierung von H3-KO9 stabilisiert (Peters et
al., 2001) und H3-K9 dient als Anker fiir Heterochromatin Protein 1 (HP1) (Bannister et al.,
2001; Lachner et al., 2001). AuBerdem interagiert SU(VAR)3-9 iiber seinen N-Terminus mit
der Chromoshadow-Domidne von HP1, d.h. SU(VAR)3-9 und HP1 scheinen gegenseitig
voneinander abhidngig in ihrer Heterochromatinassoziation zu sein. Tatsdchlich fiihrt die
Entfernung des einen zu einer Verteilungsstdrung des jeweils anderen (Schotta et al., 2002).
Es zeigte sich, dass auch die Su(var)3-9-Orthologe in S. pombe (Nakayama et al., 2001) und
beim Menschen (Melcher et al., 2000) Heterochromatin-assoziiert sind. Maus-Suv39h1 und
h2 spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der Telomerldnge (Garcia-Cao et al., 2004).
Bei Verminderung des Suv39 kommt es zur verminderten H3-K9-Methylierung, weniger HP1
bindet an den Telomeren, es kommt zur abnormalen Telomerelongation. Weitere
Untersuchungen zeigten auBlerdem, dass SU(VAR)3-9 in vivo (wahrscheinlich aufgrund
seiner Rolle in der Heterochromatinbildung) mit HDACT assoziiert ist (Czermin et al., 2001).
Wie Methylierung von H3-K9, HP1 und Silencing im Detail zusammenhéngen, wurde bereits
in Abschnitt 1.2.1 ndher erldutert.

Weniger Aufmerksamkeit wird der Rolle von SU(VAR)3-9 in Zellzyklusprozessen
entgegengebracht. Das Ortholog SUV39H1 wird zyklusabhidngig bei der G1/S-Transition
phosphoryliert (Firestein et al., 2000). Das Enzym weist dann Phosphogruppen in und um die
Chromodomidne auf. Konzentriert sind diese aber am C-Terminus. AuBlerdem fiihrt eine
Uberexpression zur Wachstumshemmung, jedoch zu keinem kompletten Arrest der Zellen im

Zyklus.
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1.2.2.3 Acetylierung

Die Acetylierung von Histonen ist die am besten untersuchte posttranslationale Modifikation.
Histone werden durch cirka 30 mittlerweile bekannte Histonacetyltransferasen (HAT)
acetyliert und durch 18 bekannte Histondeacetylasen (HDAC) deacetyliert (Glozak et al.,
2005). Teilt man Histonacetyltransferasen nach Sequenzhomologie und Substraten ein, so
erhdlt man mindestens 6 Familien: GNAT (mit GenS verwandt), MYST (fir MOZ,
Ybf2/Sas3, Sas2 und Tip60), p300/CBP, Hormon-Rezeptor-Koaktivatoren, TAFII250, TFIIIC
und Nutl (Carrozza et al., 2003; Sterner and Berger, 2000). Die HDACs wurden in drei
verschiedene Klassen eingeteilt: HDACI, II und III.

Bei der Acetylierung wird die Acetylgruppe des Coenzyms Acetyl-CoA an die &-
Aminogruppe eines Lysinrestes gehingt. Es konnen bei Hefen wie auch bei Vertebraten die
N-terminalen Lysinreste K9, K14, K18 und K23 in Histon H3 und K5, K8, K12 und K16 in
Histon H4 acetyliert werden. Bei Vertebraten werden in Histon H2A K5 und K9 acetyliert, in
Histon H2B K35, K12, K15 und K20 (Roth et al., 2001; Vaquero ef al., 2003).

Acetylierung von Lysinen an den N-Termini der Histone ist eines der Hauptmerkmale aktiv
transkribierter Genbereiche (Fischle et al., 2003; Marmorstein, 2001). Durch die Acetylierung
wird die positive Ladung der Lysinreste neutralisiert und dadurch die Bindung der DNA an
die Histone gelockert (Workman and Kingston, 1998). Dies ermdglicht z.B.
Transkripitionsfaktoren und den Proteinen der Transkriptionsmaschinerie einen leichteren
Zugang (Lee et al.,, 1993). Die meisten bekannten menschlichen HATs fungieren als
Transkriptionskoaktivatoren. Es zeigte sich auBlerdem, dass viele Transkriptionskoaktivatoren
tiber eine intrinsische HAT-Aktivitdt verfiigen.

Dariiberhinaus bieten acetylierte Lysine eine Bindungsstelle flir Proteine, die eine
Bromodomaéne besitzen. Dabei handelt es sich sowohl um Chromatin-assoziierte Faktoren als
auch um HATs.

Weiterhin steht die Acetylierung an manchen Lysinresten (z.B. H3-K9) in direkter
Konkurrenz zur Methylierung, die komplett entgegengesetzte funktionelle Konsequenzen hat
(die Repression). Daher ist Histonmethylierung auch mit HDAC-Aktivitit assoziiert.

Vor einigen Jahren wurde auflerdem gezeigt, dass HAT auch andere Proteine als Histone
acetylieren  konnen, z.B.  Transkriptionsfaktoren, =~ Hormonrezeptoren und den
Tumorsuppressor p53 (Glozak et al., 2005; Kouzarides, 2000).

Zu den verschiedenen Funktionsbereichen HAT-enthaltender Komplexe gehoren die
Transkriptionsaktivierung, Gen-Silencing, DNA-Reparatur und Zellzyklusprogression und -

kontrolle (Carrozza et al., 2003).
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Die Histondeacetylasen sind in drei Klassen unterteilt, HDAC I, II und III. Die Klassen I und
II sind dabei jeweils durch die Homologie ithrer HDACs zu den Hefe-HDACs Rpd3 und Hdal
definiert (Robyr et al., 2002; Taunton et al., 1996). HDACs der Klasse III werden durch ihre
Homologie zur katalytischen Doméne von Sir2p definiert, einem S. cerevisae
Transkriptionssilencingfaktor. Die HDACs der ersten beiden Klassen reagieren auf den
HDAC-Inhibitor Trichostatin A sensitiv, wohingegen die HDACs der dritten Klassen
unempfindlich sind. Dagegen brauchen HDACs der dritten Klasse um aktiv zu sein das
Coenzym NAD+ (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid) als Kofaktor (Moazed, 2001).

V.a. die Enzymaktivititen der Klasse-I-HDACs sind mit einer Reihe von
Chromatinkomplexen wie SIN3 und NURD assoziiert (Zhang et al., 1997; Zhang et al.,
1998). AuBerdem zeigen sie ein Zusammenspiel mit anderen epigenetischen Mechanismen,
wie DNA-Methylierung oder Histonmethylierung (Czermin et al., 2001; Fuks et al., 2001).
Die Funktionen dieser Enzyme reichen von Transkriptionsrepression lber Entwicklung
(Ahringer, 2000), X-Inaktivierung und epigenetisches Silencing (Sun and Hampsey, 1999) zu
Zellzyklusregulation (Kouzarides, 1999) und Silencing im Rahmen des Position effect

variegation in Drosophila (Mottus et al., 2000).
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1.2.3 DNA-Methylierung

DNMT (DNA-Methyltransferasen) methylieren Cytosinreste, die von Guanin gefolgt werden,
an der C5-Position des Pyrimidinringes (Chen et al., 1991). Fiir die Methylierung muss auf
die Cytosine in der DNA-Sequenz direkt ein Guanin folgen (Bird, 1978; Cedar et al., 1979).
Diese CpG-Dinukleotid-Sequenz liegt weit unter dem statistisch zu berechnenden Wert im
Genom, aber dafiir sind etwa 80% der CpG-Dinukleotide methyliert (Cooper and Krawczak,
1989). Der Rest der normalerweise unmethylierten CpG-Dinukleotide tritt in kleinen Clustern
auf, die CpG-Islands genannt werden (Bird, 2002; Bird, 1986).

Abhingig von ihrem bevorzugten DNA-Substrat konnen DNA-Methyltransferasen in zwei
Klassen eingeteilt werden. Die De-novo-Methyltransferasen DNMT3a und DNMT3b schaffen
eine Cytosinmethylierung an vorher unmethylierten CpG-Stellen. Eine die Methylierung
aufrechterhaltende Methyltransferase DNMTT1 sorgt wéhrend der Replikation dafiir, dass ein
vorbestehendes Methylierungsmuster auch auf dem neu entstethenden DNA-Strang
beibehalten wird (Klose and Bird, 2006). DNMT2 hat nur einen geringen Einfluss auf die
Etablierung von Methylierungsmustern in vivo (Okano et al., 1998), obwohl es in vitro liber
Methyltransferase-Restaktivitét verfligt (Hermann et al., 2003).

Wie wird nun aber ein gezieltes Methylierungsmuster erstellt? Es gibt dreierlei
Moglichkeiten: DNMT3a und b konnten iiber spezifische Doménen mit DNA oder Chromatin
interagieren. Die Domidne PWWP leitet z.B. die DNMT3-Enzyme zum perizentrischen
Heterochromatin. Es gibt in vitro Beweise fiir eine Interaktion der PWWP-Domine mit DNA
(Qiu et al., 2002). AuBerdem bestehen strukturelle Ahnlichkeiten zu einer anderen
Histonmodifikationen erkennenden Doméne, der Tudor-Doméne. Die zweite Moglichkeit
bestiinde darin, dass DNMT3a und b durch Protein-Protein-Interaktionen mit
Transkriptionsrepressoren oder anderen Faktoren zum Ort ihrer Bestimmung gelangen. (Fiir
DNMT3a: (Di Croce et al., 2002). Fiir beide DNMTs: (Brenner et al., 2005)) Drittens kdnnte
das RNA-Interferenz-System die de novo Methylierung an spezifischen DNA-Sequenzen
initiieren (Kawasaki and Taira, 2004).

Die DNA-Methylierung entwickelte sich erst spét in der Evolution und es wird allgemein
angenommen, dass ihr Sinn darin besteht, die langfristige Stilllegung von Genen zu
erleichtern (Kass et al., 1997) und die Genomstabilitdt durch Repression von Transposons zu
gewihrleisten (Yoder et al., 1997).

Dies konnte durch folgende Mechanismen verwirklicht werden:

Erstens durch schlechtere Bindung von Transkriptionsfaktoren an regulatorische Elemente.

Der Transkriptionsfaktor Erythoblastosis 1 (ETS1) (Maier et al., 2003) und Boundary
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Element CCCTG-binding factor (CTCF) (Bell and Felsenfeld, 2000) binden an
nichtmethylierte, nicht aber an methylierte DNA.

Weiterhin existieren aber auch MBPs (methyl-CpG-bindende Proteine), die an symmetrisch
methylierte CpG binden: MECP2 (Methyl-CpG-bindendes Protein 2), MBD1 (methyl-CpG-
bindende Doméne Protein 1), MBD2 und MBD4 und KAISO (Hendrich and Bird, 1998;
Prokhortchouk et al., 2001). Diese Proteine konnten durch Rekrutierung von Chromatin-
Remodeling-Enzymen bzw. Korepressoren die Transkription reprimieren. MECP2 assoziiert
z.B. mit SIN3A (transcriptional co-repressor SWI-independent 3A) und HDACs (Jones et al.,
1998; Nan et al., 1998).

1.2.4 Imprinting

Imprinting von Genen wurde schon vor zwanzig Jahren bei Kerntransplantationsexperimenten
in der Maus entdeckt (McGrath and Solter, 1984; Surani et al., 1984). Es bedeutet allelische
Expression in Abhéngigkeit von der Herkunft von Mutter oder Vater. Viele der vom
Imprinting betroffenen Gene spielen eine Rolle in Entwicklung, fetalem Wachstum und
Verhalten (Wilkins and Haig, 2003).

Die meisten der mit Imprinting verbundenen Gene liegen in groferen chromosomalen
Doménen. Diese enthalten sogenannte ,,Imprinting control regions* (ICRs), Sequenzelemente,
die fiir die Expression der Gene wichtig sind. Die ICRs sind durch epigenetische
Modifikationen reguliert und enthalten viele CpG-Dinukleotide. Eines der beiden elterlichen
Allele ist methyliert, meist handelt es sich dabei um das miitterliche.

Wiéhrend der Gametogenese miissen vorbestehende Methylierungen in den primordialen
Keimzellen zunichst entfernt werden (Hajkova et al., 2002), bevor bei der Spermatogenese in
spiten fetalen Stadien und bei der Oogenese sogar erst nach der Geburt neue
Imprintingmuster erstellt werden. Die bei maternalen Imprints dafiir verantwortliche DNA-
Methyltransferase ist DNMT3a in Kombination mit DNMT3L (Chedin et al., 2002; Hata et
al., 2002). Eine noch unklare Frage ist die nach dem Mechanismus, der zum Imprinting nur
eines Allels fiihrt. Eine Moglichkeit ist die der Bindung von Proteinen an ICRs eines Allels,
so dass in den damit assoziierten Allelen keine Methylierung mehr stattfinden kann. Repeat-
Sequenzen, die in der Nihe der ICRs liegen, konnten iiber einen noch nicht geklérten
Mechanismus, der moglicherweise dem des Silencing im perizentrischen Heterochromatin
durch RNAI dhnelt, schluendlich zur DNA-Methylierung der anderen Allele fiihren.

Fiir die somatische Aufrechterhaltung des in den Keimzellen erstellten Methylierungsmusters

ist die DNA-Methyltransferase DNMT1 erforderlich (Jaenisch and Bird, 2003).
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Aber auch andere Nicht-Histon-Proteine sind wichtig: CTCF z.B. schiitzt das unmethylierte
miitterliche Allel vor der Aquirierung einer DNA-Methylierung (Fedoriw et al., 2004; Pant et
al., 2003; Schoenherr et al., 2003). Das methylierte Allel hingegen ist mit MDBs assoziiert.
Wihrend Imprinting lange Zeit allein der DNA-Methylierung zugeordnet war, konnte in den
letzten Jahren nachgewiesen werden, dass auch hier, wie in anderen Bereichen, epigenetische
Modifkationen miteinander vernetzt sind. So weisen die ICRs methylierter Allele in allen
untersuchten Zellen und Geweben H3-K9-Methylierung und Hypoacetylierung von H3 und
H4 auf. In den ICRs der nicht methylierten Allele hingegen war das Chromatin
hyperacetyliert und H3K4 methyliert (Fournier et al., 2002; Yang et al., 2003). Die
Mechanismen dieser Modifikationen konnten orts- und entwicklungsabhingig und
verschieden von denen im Gesamtgenom sein. Darauf deutet z.B. hin, dass die Acetylierung
von ICRs teilweise unabhdngig von einer Behandlung mit dem HDAC-Inhibitor Trichstatin A
ist (Gregory et al., 2002).

1.2.5 Epigenetisches Zusammenspiel: Ein Histon-Code?

An den beiden Chromatinzustinden Eu- und Heterochromatin l4sst sich auch das
Zusammenspiel  verschiedener Histonmodifikationen und anderer epigenetischer
Markierungen studieren. Schon die oben erwihnten typischen Modifikationsmuster fiir
fakultatives und perizentrisches Heterochromatin (siehe 1.2.1) weisen darauf hin, dass
bestimmte Kombinationen von Modifikationen ein spezifisches Ergebnis haben. Zur
Jahrtausendwende wurde daher die Theorie aufgestellt, dass ein ,,Histon-Code* existiere
(Strahl and Allis, 2000). Dieser Code solle aus einer Kombination multipler
Histonmodifikationen bestehen, die durch verschiedene Enzymaktivititen vermittelt wiirden
(Czermin and Imhof, 2003). Abgelesen werde der Code durch Proteine, die spezifische
Modifikationen erkennen wiirden. Die darauthin entstehende Diskussion um die Existenz des
Codes ist zu einem Grofteil allein durch die Begriffsdefinition bestimmt. Als Beweis der
Theorie werden verschiedene Phanomene angefiihrt (Jenuwein and Allis, 2001):

(1) Die Hemmung der repressiven  Histon-H3-Lysin-9-Methylierung  durch
Phosphorylierung von Serin 10 desselben Histons. Andererseits ist die
Serinphosphorylierung an Histon H3 Serin 10 synergistisch gekoppelt mit
Acetylierung von H3 (an Lysin 14) wéhrend der Stimulation durch epidermalen
Wachstumsfaktor und bei Genaktivierung (Cheung et al., 2000; Clayton et al., 2000;
Lo et al.,, 2000). Die Phosphorylierung steht also einerseits fiir transkriptionelle
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Aktivierung. Im Kontext anderer Modifikationen kann sie aber auch mitotische
Chromosomenkondensation zur Folge haben (Wei et al., 1999).

(2) Die Deacetylierung von Histon H3 durch CLR3 wird benétigt, um die Methylierung
von Histon H3 Lysin 9 zu ermoglichen (Nakayama et al., 2001). Die Acetylierung von
H3-K14 wird durch Phosphorylierung von H3 Serin 10 positiv und durch
Methylierung von H3 Lysin 9 negativ reguliert.

(3) Es existieren Multiproteinkomplexe, die verschiedene Enzymaktivititen in sich
vereinen (Czermin ef al., 2001).

Auch wenn trotz dieser Phdnomena Uneinigkeit iiber die Existenz eines Codes herrscht, ist
doch offensichtlich, dass epigenetische Phidnomena einen multidimensionalen Charakter
aufweisen. Die jeweiligen Modifikationen verstirken sich zyklisch gegenseitig (Laird, 2005).
Ursache und Effekt konnen aber nur innerhalb linear-kausaler Beziehungen eine klare
Bedeutung annehmen, da hier zeitliche Abldufe durchschaubar sind und man durch Addition
und Subtraktion einzelner Komponenten ihre Notwendigkeit priifen kann. In einem sich
zyklisch verstiarkenden System beeinflusst die Entfernung einer Komponente alle anderen.
Hieraus wird verstindlich, warum die Untersuchung epigenetischer Mechanismen so komplex
ist. Im Bestreben, den Histoncode zu entschliisseln, wurden nichtsdestotrotz Versuche
unternommen, die Interaktion epigenetischer Mechanismen zu untersuchen. Dabei zeigte sich
in Abhéngigkeit von Studie und Modellorganismus eine Prddominanz verschiedener
Elemente (Laird, 2005).

In einigen Modellorganismen gehen beim Silencing Histondeacetylierung und Verlust der
Methylierung von Histon H3 Lysin 4 der Methylierung von Histon H3 an Lysin 9 und DNA-
Methylierung voraus (Mutskov and Felsenfeld, 2004). Bei der Etablierung von
Heterochromatin initiiert die siRNA die Histondeacetylierung, darauthin erfolgt die
Methylierung von Histon H3 an Lysin 9 und die DNA-Methylierung. Vaquero et al. zeigten
wiederum, dass die Histondeacetylase SIRT bei Sdugern wihrend der Bildung von
Heterochromatin SUV39H1 rekrutiert und deacetyliert und so dessen Aktivitdt steigert
(Vaquero et al., 2007). Weitere Experimente wurden mit Médusen durchgefiihrt und zeigten,
dass die DNA-Methylierung ,,downstream* von der H3-K9-Methylierung liegt. Die
Inaktivierung der Histonmethyltransferase Suv39h fiihrte zur Reduktion der DNA-
Methylierung an perizentrischen Satelliten (Lehnertz et al., 2003) und Zellen ohne die
Histonmethyltransferase G9a hatten ein gestortes DNA-Methylierungsmuster an Genen, die

Imprinting unterliegen (Xin et al., 2003). Auch in Neurospora crassa und Arabidopsis ist die
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DNA-Methylierung komplett von der H3-K9-Methylierung abhéngig (Elgin et al., 2003;
Johnson et al., 2002; Tamaru and Selker, 2001).

Auffallend ist auf der anderen Seite, dass in Arabidopsis die DNA-Methylierung fiirs Gen-
Silencing geniigt, die H3-K9-Methylierung nicht (Johnson et al., 2002). Eine iibergeordnete
Rolle der DNA-Methylierung zeigt sich auch darin, dass eine Promotordeletion und
Beendigung der Transkription wenig Effekt auf lokale Methylierungsmuster hat (Kang et al.,
2003). Ein weiterer Hinweis auf die Dominanz der DNA-Methylierung ist ein Verlust der
Histon-H3-Lysin-9-Methylierung im Heterochromatin als Folge der Inaktivierung von MET]1,
einer CpG-aufrechterhaltenden Methyltransferase (Tariq et al., 2003). Dies ist dadurch zu
erkliaren, dass die DNA-Methylierung iiber das 5-Methylcytosin-bindende Protein MECP2
sowohl HDACs als auch H3-K9-Methyltransferaseaktivitit rekrutiert (Elgin et al., 2003).
Auch in Arabidopsis kontrolliert die DNA-Methylierung die Histon-H3-Lysin-9-
Methylierung und die Heterochromatinbildung (Soppe et al., 2002).

Aus diesen widerstreitenden Argumenten ist ersichtlich, dass es weder konsistente Daten in
Bezug auf die Pridominanz bestimmter Modifikationen noch wirkliche Beweise der Histon-
Code-Theorie gibt. Es liegen lediglich Puzzleteile vor, die sich zu keinem Gesamtbild

zusammenfiigen lassen. Zukiinftige Studien bleiben abzuwarten.
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1.3 EPIGENETIK IM KONTEXT MENSCHLICHER ERKRANKUNGEN

Chromatin als dynamische Struktur integriert stindig Signale von der Zelloberflache und aus
dem Zellinneren und koordiniert eine angemessene Reaktion mittels Anderungen der
Transkription. Dies ist v.a. wihrend Entwicklung und Differenzierung aber auch im adulten
Organismus von grofBer Bedeutung. Bei Storung dieser Regulation kdnnen Krebs, genetische
Erkrankungen, kongenitale Fehlbildungen, padiatrische Syndrome, Autoimmunerkrankungen
und sogenannte multifaktorielle Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Arteriosklerose etc. die

Folge sein.

1.3.1 Pranatale Periode

Schon kurz nach der Befruchtung einer Eizelle wird die Expression des paternalen Genoms
durch rasche DNA-Demethylierung und verschiedene Histonmodifikationen verdndert
(Morgan et al., 2005). Die epigenetischen Modifikationen des maternalen Genoms sind
dagegen statischer. Letztendlich wird sowohl im paternalen als auch im maternalen Genom
eine epigenetische Vorlage fiir die Genexpression in den verschiedenen embryonalen
Geweben etabliert. Storungen epigenetischer Mechanismen in dieser Phase der Entwicklung
fiihren zu kongenitalen Erkrankungen, multisystemischen pédiatrischen Syndromen oder
priadisponieren das Neugeborene, in seinem spdteren Leben an neurodegenerativen
Erkrankungen oder Krebs zu erkranken (Rodenhiser and Mann, 2006).

Fehler beim genomischen Imprinting, einem Mechanismus, der durch DNA-Methylierung
und Histonmodifikationen die Expression paternaler und maternaler Allele eines Gens
reguliert, kdnnen z.B. zur Ausbildung einiger padiatrischer Syndrome fiihren (Beaudet, 2004;
Hitchins et al., 2001; Kamnasaran and Cox, 2002; Nicholls and Knepper, 2001; Verona et al.,
2003; Weksberg et al., 2003). Bekannte Beispiele fiir genspezifische Imprintingstorungen
sind z.B. das Prader-Willi-Syndrom, das Angelman-Syndrom und das Beckwith-
Weidemann-Syndrom (Nicholls et al., 2001; Weksberg et al., 2003). Hierbei spielen die
Histonmethylierung an H3 Lysin 9 und beim Prader-Willi-Syndrom insbesondere die
Histonmethyltransferase G9a eine Rolle (Xin ef al., 2003).

Abgesehen von genspezifischen treten globale Storungen des Imprinting auch bei Embryonen
auf, denen ein ganzer elterlicher Chromosomensatz fehlt. Teratome z.B. entstehen durch die
spontane Aktivierung einer Eizelle in situ. Dabei fehlt das komplette paternale Genom (Kuno
et al., 2004). Genau der umgekehrte Fall liegt bei Blasenmolen, einer hydropischen

Entartung der plazentaren Chorionzotten, vor. Eine komplette Blasenmole entsteht durch eine
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defekte Keimanlage mit Verlust des Zellkerns und des genetischen Materials der Mutter. Alle
46 Chromosomen sind viterlichen Ursprungs (Devriendt, 2005). Blasenmolen koénnen zu
Chorionepitheliomen entarten. Die rezessive Erkrankung ,,Familidire biparentale komplette
Blasenmole* fithrt zum wiederholten Auftreten von Blasenmolen bei fehlerhafter Ausbildung
spezifischer maternaler Imprintingmuster wahrend der Embryogenese (El Maarri et al., 2003).
Auch die Schwangere selbst kann durch Imprintingdefekte zu Schaden kommen: Die
Atiologie der Prieklampsie, ein Erkrankungsbild, das bei der Mutter zu Hypertonie und
Proteinurie flihrt, ist nach wie vor nicht eindeutig geklért. Verschiedene Pathomechanismen in
der Plazenta werden in Betracht gezogen. Teilweise scheint die Erkrankung epigenetisch
vererbt zu werden (van Dijk et al., 2005).

Ein weiterer Zweig der Gyndkologie ist mit der Epigenetik vernetzt. Bei der assistierten
Reproduktion bestehen ein erhohtes Risiko einer intrauterinen Wachstumsretardierung, von
Frithgeburtlichkeit, geringem Geburtsgewicht und kongenitalen Malformationen und eine
erhohte perinatale Sterblichkeit (McDonald et al., 2005). AuBBerdem ist die Pridvalenz der
Imprinting-Erkrankungen wie Angelman- und Beckwith-Weidemann-Syndrom bei IVF und
ICSI-Kindern groBer als bei auf natlirlichem Weg gezeugten Kindern (Gicquel et al., 2003;
Niemitz and Feinberg, 2004). Dies ist wohl durch die Exposition der Zygote gegeniiber
unnatiirlichen Umgebungsbedingungen zu erkldren. Auch im Tiermodell konnten in der Folge
von in vitro Kultur Entwicklungsabnormalitidten und ein Imprintingverlust nachgewiesen
werden (Mann et al., 2003; Young et al., 2003). Es ist noch nicht abzusehen, welche
epigenetischen Schiden im Laufe der Jahre in Verbindung mit der assistierten Reproduktion

bekannt werden (Maher et al., 2003).

1.3.2 Immunsystem und Autoimmunerkrankungen

Epigenetische Mechanismen beeinflussen auch die Immunantwort. Abnorme DNA-
Methylierung wurde in Patienten mit Systemischem Lupus erythematodes beobachtet. Die
T-Zellen dieser Patienten zeigen geringe DNA-Methyltransferaseaktivitit und
hypomethylierte DNA (Oelke and Richardson, 2004).

Das ICF-Syndrom (immunodeficiency, centromeric region instability, facial anomalies)
wiederum wird verursacht durch Mutationen in beiden DNMT3b-Genen, die Folge ist eine

DNA-Hypomethylierung (Ehrlich, 2003).
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1.3.3 Neurologie und Neuropsychiatrie

Weitere Bereiche, in denen die Epigenetik eine Rolle spielt, sind die Neurologie und die
Neuropsychiatrie. Epigenetische Mechanismen vermitteln hier zwischen Umweltstimulus,
synaptischem Input und neurologischer Funktion.

Abgesehen von einer nachgewiesenen Rolle epigenetischer Mechanismen in der Regulation
des zirkadianan Rhythmus (Crosio et al., 2000; Naruse et al., 2004), ist z.B. die gesteigerte
Acetylierung von Histon H3 (nicht H4) im Hippocampus an Konditionierung und
Gedédchtnisbildung beteiligt (Levenson et al., 2004; Yeh et al.,, 2004). Die Aktivierung
dopaminerger, cholinerger und glutamaterger Signalwege im Hippocampus fiihrt zu einer
gesteigerten Phosphorylierung von Histon H3 (Crosio et al., 2003).

Eine Stérung dieser epigenetischen Mechanismen kann daher die Basis fiir kognitive
Dysfunktion sein. So gibt es Hinweise darauf, dass ein Teil der Pathogenese der
Alzheimererkrankung durch eine fehlerhafte Regulation der Histonacetylierung bedingt sein
konnte (Cao and Sudhof, 2001; von Rotz et al., 2004).

Schizophrenie kann zum Teil durch ein Herunterregulieren des extrazelluldren
Matrixproteins REELIN erkldrt werden. Inhibitoren von HDACs und DNMTs erhdhen die
reelin-Expression, ein Zeichen fiir die epigenetische Regulation (Chen et al., 2002; Costa et

al., 2002).

Pathologische Hirnprozesse haben auflerdem ein epigenetisches Korrelat, das zur
Chronifizierung der Erkrankung beitragen kann. Beispielsweise konnten nach epileptischen
Anfillen in verschiedenen Bereichen des Gehirns Verdnderungen der Genexpression
nachgewiesen werden. Ein Teil der transkriptionellen Reaktion auf epileptische Anfille
beinhaltet dabei Verdnderungen in der Chromatinstruktur (Mugnaini et al., 1989). Eine

Ubersicht zeigt Tabelle 1-4.

Bei der Friedreich-Ataxie ist durch repetitive Tripletts das Gen fiir Frataxin stillgelegt. Die
Histone H3 und H4 an diesem Genlokus sind hypoacetyliert, H3-K9 ist vermehrt
trimethyliert. Das Silencing wird durch HP1 verstdrkt (Saveliev et al., 2003). Diese
Erkrankung ist gekennzeichnet durch Ataxie, Muskelschwiche, Skelettdeformititen,
Dysarthrie, progrediente Demenz etc., hdufig findet sich auch eine Herzbeteiligung im Sinne
einer Kardiomyopathie und ein Diabetes mellitus assoziiert. Bisher ist keine kausale Therapie

moglich.
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Tabelle 1-4: Epigenetische Prozesse als Reaktion auf epileptische Anfille.

Gen Regulation Epigenetischer Mechanismus
c-fos Erhohung der Expression in Acetylierung von Histon H4 und
(immediate vielen Bereichen des Gehirns Phosphoacetylierung von Histon H3 im

early gene)

(Morgan et al., 1987)

Bereich des c-fos-Promotors nach
Elektrokrampftherapie erhoht (Tsankova
et al., 2004).

GIluR2
(Glutamat-

Rezeptor-2)

mRNA herunterreguliert
(Grooms et al., 2000; Huang et
al., 2002; Sanchez et al., 2001)

Verminderte Acetylierung von Histon H4
im Bereich des G/uR2-Promotors bei
durch Pilocarpingabe ausgeldsten

Krampfanfillen (Huang et al., 2002).

BDNF
(Brain derived
neurotrophic

factor)

Erhohte Expression

(Binder et al., 1999; Ernfors et
al., 1991; Isackson et al., 1991;
Kokaia et al., 1995; Nibuya et
al., 1995; Timmusk et al.,
1993)

Acetylierung von H4 im P2-Promotor
von BDNF erhoht (Huang et al., 2002;
Tsankova et al., 2004).

Acetylierung von Histon H3 in den P3-
und P4-Promotoren von BDNF nach
Elektrokrampftherapie induziert
(Tsankova et al., 2004).

In der piddiatrischen Neurologie und im Rahmen péddiatrischer Syndrome zeigen sich weitere
Verbindungen zur Epigenetik:

Das autosomal-dominant vererbte Rubinstein-Taybi-Syndrom, ein Fehlbildungskomplex
mit geistiger Behinderung, Minderwuchs und einer charakteristischen kranio-mandibulo-
fazialen Dysplasie, ist durch Mutationen der Histonacetyltransferase CBP, einem
Transkriptionskoaktivator, bedingt (Blough et al., 2000; Petrij et al., 1995). Der Verlust von
CBP fiihrt dabei anscheinend zu Storungen der Bildung des Langzeitgedédchtnisses
(Bourtchouladze et al., 2003; Korzus et al., 2004; Oike et al., 1999) und dies kann durch die
Gabe von HDAC-Inhibitoren gemildert werden (Alarcon et al., 2004; Korzus ef al., 2004).
Mit intellektuellen Einschrdnkungen ist auch das X-chromosomal vererbte Coffin-Lowry-
Syndrom verbunden. Hier ist das Gen fiir die Serin-Threonin-Kinase RSK-2 mutiert, die
Histonphosphorylierung ist gestort (Ausio et al., 2003).

Auch das X-chromosomal vererbte, bei kleinen Méddchen nach dem Down-Syndrom die

hiufigste erbliche Form der mentalen Retardierung darstellende Rett-Syndrom, ist zumindest
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teilweise durch Mutationen des MECP2-Gens (Methyl-CpG-bindendes Protein 2) verursacht
(Amir et al., 1999; Ellaway and Christodoulou, 2001; Shahbazian and Zoghbi, 2002). MECP2
als CpG-bindendes und HDAC-rekrutierendes Protein spielt physiologisch eine Rolle in
Gedéchtnisbildung und bei synaptischer Plastizitit.

Das Syndrom des fragilen X-Chromosoms oder Martin-Bell-Syndrom ist eine
Trinukleotiderkrankung. In einem der beiden fragilen X-Gene FMRI und FMR?2 sind hier
repetitive Trinukleotidsequenzen vermehrt (Ashley et al., 1993; Gecz et al., 1996; Gu et al.,
1996). Dies fiihrt zur Hypermethylierung dieser und angrenzender Regionen und zur
Stilllegung der betreffenden Gene. Die Folge ist geistige Retardierung mit einem 1Q unter 50.
Das durch geistige Retardierung, faziale Dysmorphie, urogenitale Anomalien und o-
Thalassdmie gekennzeichnete ATR-X-Syndrom hat als molekulare Grundlage eine Mutation
im ATRX-Gen, die zur Hypomethylierung einiger Y-spezifischer Satelliten und
subtelomerischer Repeats fiihrt (Gibbons et al., 2000). Auffallend ist auch, dass die SET-
Doméne von EZH2 mit dem XNP-ATRX-Gen-Produkt interagiert (Cardoso et al., 1998) und
EZH2 damit in der Pathogenese eine Rolle zu spielen scheint.

Beim Sotos-Syndrom, das auch als zerebraler Gigantismus bezeichnet wird, besteht durch
Nonsense-, Frameshift- oder submikroskopische Deletionsmutationen von NSDI eine
Haploinsuffizienz fiir dieses Gen (Kurotaki et al., 2002). Das Sotos-Syndrom fiihrt bei den
betroffenen Kindern zu einem beschleunigten Korper- und Knochenwachstum mit
Ausbildung eines Makrozephalus. Eine deutliche Verlangsamung der kognitiven,
sprachlichen und motorischen Entwicklung ist ebenfalls charakteristisch, teilweise treten auch
epileptische Anfille auf.

WHSCI, ein Gen, das eine SET-Domine enthélt, liegt in der Region, die beim Wolf-
Hirschhorn-Syndrom deletiert ist (Stec et al., 1998). Dieses Malformationssyndrom ist
gekennzeichnet durch verschiedene Organfehlbildungen, faziale Dysmorphien, geistige und
psychomotorische Retardierung bei Hirnfehlbildungen, durch Wachstumsverzégerung und

orthopédische Probleme.
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1.4 ROLLE DER EPIGENETIK IN DER KANZEROGENESE

Krebs als Uberbegriff fiir eine Vielzahl maligner Tumoren ist ein Leiden, das die Menschheit
seit Jahrhunderten beschéftigt. Der Begriff ,Krebs* geht auf Hippokrates zuriick, der ihn
deshalb wihlte, weil die im Rahmen des Tumorwachstums bei der Angiogenese entstechenden
GefaBe an die Scheren eines Krebses erinnern (Feinberg et al., 2006).

Es gibt einige Eigenschaften, die vielen malignen Tumoren gemeinsam sind: Ein maligner
Tumor muss in der Lage sein, unabhdngig von wachstumsstimulierenden Signalen zu
wachsen und wachstumshemmende Signale und Apoptose zu umgehen. Er muss der
Wirtsimmunantwort entkommen und schlieBlich seine eigene Versorgung mit Néhrstoffen
und Sauerstoff sicherstellen, indem er die Angiogenese anregt. Maligne Tumoren verfiigen im
Normalfall iiber unlimitiertes replikatives Potential. Sie sind fahig zur Gewebeinvasion und
Metastasierung (Hanahan and Weinberg, 2000).

Klassischerweise ist Kanzerogenese ein Prozess, der mehrere Schritte erfordert (Mehrschritt-
Theorie der Krebsentstehung), dabei werden im Laufe der Entartung Defekte in
verschiedenen Genen akkumuliert, die liber Vorstufen zum monoklonalen malignen Tumor
fiihren (Bocker et al., 2004).

Bei der Transformation einer normalen differenzierten Zelle zur Tumorzelle spielt neben der
Aktivierung von Onkogenen - z.B. durch Amplifikation oder Mutation in Enhancer- oder
Promotorregionen von Genen des Zellzyklus - die funktionelle Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen durch Deletion, Translokation oder Mutation eine grosse Rolle
(Hanahan et al., 2000). Die grosse Zahl solcher mittlerweile identifizierter Gene hat zu der
Ansicht gefiihrt, dass der Begriff Krebs eine heterogene Gruppe von Malignomen umfasst, die
eine unterschiedliche Atiologie und Pathogenese aufweisen und durch Defekte in
unterschiedlichen Genen charakterisiert sind. Wéhrend die Chronisch Myeloische Leukdmie
charakteristischerweise durch das Philadelphiachromosom definiert wird (Rowley, 1990),
entsteht das Kolorektale Karzinom durch die klassische Adenom-Karzinom-Sequenz, z.B.
durch Defekte in den Genen FAP, DCC, K-RAS, p53 etc. (Fearon and Vogelstein, 1990).
Gerade beim so gut untersuchten Entstehungsmechanismus des Kolorektalen Karzinoms zeigt
sich dann aber auch eine Schwachstelle des iiber Jahre etablierten Modells der Karzinogenese:
Keine der bekannten Mutationen ist spezifisch oder notwendig filir ein bestimmtes Stadium,
mit Ausnahme der ,,Gatekeeper“-Mutation selbst (TP53) (Fearon ef al., 1990).

Mit fortschreitendem Verstidndnis der genetischen Alterationen in malignen Tumoren setzt

sich die Erkenntnis durch, dass auch die Epigenetik eine bedeutende Rolle in der
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Kanzerogenese spielt. Als Alternative zum klassischen Modell der Kanzerogenese als
klonalem genetischen Prozess wurde das epigenetische Vorldufermodell vorgeschlagen
(Feinberg et al., 2006). Die Kanzerogenese soll hierbei in drei Schritten ablaufen: Im ersten
Schritt sollen Vorlduferzellen epigenetisch geschéddigt werden, was zu einer polyklonalen
Vorlauferzellpopulation fiihrt, die vulnerabel fiir Umweltreize und genetische Schéden ist. Im
zweiten Schritt kommt eine genetische Mutation hinzu, die den Krebs initiiert, im dritten
Schritt akkumulieren dann genetische und epigenetische Schiden und fithren zur Progression
der Erkrankung. Als Beweise fiir dieses neue Modell dienen unter anderem Studien, die die
Reversibilitit des Phanotyps von Tumorzellen sowohl bei Leukdmien als auch bei soliden
Tumoren belegen (Lotem and Sachs, 2002; Sachs, 1986). Auch konnte gezeigt werden, dass
klonierte Kerne von Melanomen bei Méusen sich zu normalen Méusen ausdifferenzieren
konnten, ein weiterer Hinweis auf die epigenetische Kontrolle der Eigenschaften der
Tumorzellen (Hochedlinger et al., 2004). Dariiber hinaus zeigte sich, dass die epigenetischen
Verdanderungen tatsdchlich den initialen Mutationen in Karzinomen vorausgehen:
weitreichende DNA-Hypomethylierung wurde in den untersuchten Tumoren gefunden
(Feinberg and Vogelstein, 1983) und auch Promotorhypermethylierung konnte in vielen
Féllen nachgewiesen werden (Crawford et al., 2004; Holst et al., 2003; Issa et al., 1994).
Epigenetische Alterationen wurden bereits in noch benignem Gewebe gefunden, wohingegen
genetische Alterationen erst nach fortlaufender Kultivierung auftraten (Crawford et al., 2004).
In den letzten Jahren wird versucht, Genetik und Epigenetik im Rahmen der Karzinogenese
zu einem Gesamtbild zu integrieren (Hanash, 2004; Zardo et al., 2002). So wurde in
verschiedenen  Studien der Zusammenhang zwischen DNA-Methylierung und
Histonmodifikationen in Tumoren untersucht (Nouzova et al., 2004), die Wirkung der DNA-
Methylierung auf die Genexpression wurde getestet. Der Einsatz von epigenetischen

Inhibitoren hat solche Experimente entscheidend vereinfacht.

14.1 DNA-Methylierung in Tumoren

Im Rahmen der Kanzerogenese wurde zundchst entdeckt, dass sich einige menschliche
Tumoren von gesunden Geweben durch Hypomethylierung ihrer Gene unterschieden
(Feinberg et al, 1983). Erst in der Folgezeit wurde bekannt, dass regionale
Hypermethylierung durch Repression von Tumorsuppressorgenen ebenfalls zur Entstehung
von malignen Tumoren beitrdgt (de Bustros et al., 1988; Herman and Baylin, 2003; Jones and

Laird, 1999; Linhart et al., 2007).
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1.4.2 Histonacetylierung in Tumoren

Generell ist eine Inaktivierung der HAT-Aktivitdt aufgrund von Mutationen oder der
inhibitorischen Wirkung viraler Proteine mit Krebs assoziiert (Jacobson and Pillus, 1999;
Johnstone, 2002; Kouzarides, 1999). Dies wird z.B. dadurch verstindlich, das
physiologischerweise die HAT-Aktivitdt von p300, CBP und pCAF mit P53-vermittelter
Transkription assoziiert ist (Grossman, 2001; Johnstone, 2002). P53 als ,,Wéchter des
Genoms* ist einer der wichtigsten Tumorsuppressoren.

In vielen primiren menschlichen Tumoren wurden daher somatische Mutationen der
Histonacetyltransferasen CBP, p300 und pCAF beschrieben (Gayther et al., 2000; Ionov et al.,
2004; Kishimoto et al., 2005). Missense-Mutationen von p300 und Verlust der Heterozygotie
am p300-Lokus sind mit Kolorektalen Karzinomen, Mammakarzinomen, Magenkarzinomen
und Glioblastomen assoziiert (Gayther ef al., 2000; Giles et al., 1998; Muraoka et al., 1996).
Keimbahnmutationen von CBP fiihren zur Ausbildung des Rubinstein-Taybi-Syndromes, bei
dem ein bis zu 350-fach erhohtes Risiko fiir die Ausbildung von Malignomen besteht
(Gibbons, 2005; Murata et al., 2001; Petrij et al., 1995). Meist bilden die betroffenen
Individuen kindliche Tumoren mit Ausgang in Derivaten der Neuralleiste aus. Auch Mause
mit monoallelischer Inaktivierung von CBP entwickeln im Laufe der Zeit mit hoher Penetranz
hiamatologische Tumoren (Kung et al., 2000).

Dariiber hinaus werden in Krebszellen die fiir Histon H4 Lysin 16 spezifischen
Acetyltransferasen = MOZ, MOF und MORF aus der MYST-Familie der
Histonacetyltransferasen weniger hiufig an DNA-repetitive Sequenzen gebunden (Fraga et
al., 2005). Dieselben Histonacetyltransferasen sind auch in Leukdmien durch die Bildung von
Fusionsproteinen wie MOZ-CBP und MORF-CBP verédndert, dabei ist ein Abfall der globalen
Acetylierung von Histon H4 Lysin 16 zu beobachten (Di Croce, 2005; Fraga et al., 2005).

Histondeacetylasen (HDACs) haben é&hnlich wie die DNA-Methylierung zwei
entgegengesetzte Funktionen in der Kanzerogenese (Lund et al., 2004). Einerseits spielen
HDAC s eine wichtige Rolle in der Transkriptionsinaktivierung von Tumorsuppressorgenen.
Andererseits sind wichtige Tumorsuppressor-Mechanismen abhingig von der Funktion der
HDAC:S.

Ein Beispiel ist die Abhdngigkeit des Tumorsuppressors Rb von HDACI1 bei der
Transkriptionsrepression von E2F-Zielgenen (Luo et al., 1998; Robertson et al., 2000). (E2F
ist ein Transkriptionsfaktor, der Gene des Zellzyklus aktiviert.) HDACI1 ist fiir die

Zellzyklusregulation sehr wichtig: Embryonale Stammzellen mit einer homozygoten HDACI-
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Deletion weisen Proliferationsschwédche kombiniert mit erhdhten Leveln der Cyclin-
abhingigen Kinaseinhibitoren p21 und p27 auf (Lagger et al., 2002). Mause ohne HDACI1
sind nicht lebensfihig.

HDAC?2 ist in Geweben und Tumoren von Miusen, denen der Tumorsuppressor APC fehlt, in
Abhingigkeit vom Wnt-Signalweg und von c-Myc iiberexprimiert (Zhu et al., 2004). HDAC2
scheint die Krebszellen vor Apoptose zu schiitzen und Inhibition von HDAC2 durch
Valproinsdure verringert die Adenombildung in Midusen mit gestdortem APC (Zhu et al.,

2004).

Nicht zu vergessen ist natlirlich auch das Zusammenspiel von HDACs mit anderen
epigenetischen Mechanismen wie Histonmethylierung und DNA-Methylierung. HDACs
werden z.B. von Histonmethyltransferasen benétigt, weil sie die Acetylgruppen, welche die

Methylierung behindern, von den Histonen entfernen.
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1.4.3 Die Bedeutung von Histonmethyltransferasen

In den letzten Jahren wurden immer mehr Histonmethyltransferasen identifiziert und ein
Fortschritt im Verstdndnis ihrer Funktion erreicht. Mit diesem tiefergehenden Verstindnis
ging auch die Erkenntnis einher, dass viele Histonmethyltransferasen als SET-Doménen
enthaltende Proteine mit der Kanzerogenese eng verbunden sind (Huang, 2002; Schneider et
al., 2002).

Fehlerhaft stillgelegte Gene von Tumorsuppressoren in Krebszellen weisen eine
heterochromatische Struktur auf, die unter anderem durch eine Steigerung der Histon-H3-
Lysin-9-Dimethylierung und eine Verminderung der Histon-H3-Lysin-4-Dimethylierung
gekennzeichnet ist (Nguyen et al., 2002).

Tabelle 1-5 zeigt einen Uberblick iiber die derzeit bekannten mit der Kanzerogenese

assoziierten Histonmethyltransferasen.

Tabelle 1-5: Histonmethyltransferasen, die eine Rolle in der Kanzerogenese spielen (Schneider et al.,

2002).

Histonmethyltransferase | Bedeutung fiir die Kanzerogenese Referenz
SUV39-Familie
Suv39hli/2 Suv39h1/2 double-knocked-out Mause (Peters et al., 2001)

zeigen late-onset B-Zell-Lymphome;

moglicherweise Non-Hodgkin-

Lymphome bei Menschen

SETBI Expressionslevel in Tumorgewebe aus (Aniello et al., 2006)
Pleomorphen Adenomen der Parotis
erhoht

Eu-HMTase Expressionslevel in Tumorgewebe aus (Aniello et al., 2006)

Pleomorphen Adenomen der Parotis

erhoht

SET1-Familie

MIl (Hrx, Trx1, Alll) Translokationen im Rahmen von (Ziemin-van der Poel
Leukédmien etal., 1991)
Partielle Duplikation bei Akuter (Schichman et al.,
Myeloischer Leukdmie 1994a; Schichman et

al., 1994b)
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Deletionen in Exon 8 bei Akuten

(Lochner et al.,

Lymphoblastischen T-Zell-Leukédmien 1996)
MII3 (Halr) Terminale Deletionen bei (Tan and Chow,
hdmatologischen Neoplasien und bei 2001)
Holoprosenzephalie
Mii2 In Zelllinien solider Tumoren amplifiziert | (Huntsman et al.,
1999)
Ezh2 (EnxI) In Tumorzelllinien (Bracken et al., 2003;

(Mantelzelllymphome, Prostatakarzinom,
Brustkrebs u.v.a.m.) hochreguliert und

iiberexprimiert

Kleer et al., 2003;
Raaphorst et al.,
2003; Varambally et
al., 2002; Visser et
al., 2001)

Expressionslevel korreliert mit einer
schlechteren Prognose in
Prostatakarzinomen und

Mammakarzinomen

(Kleer et al., 2003;
Varambally et al.,
2002)

Lokalisiert in Regionen, die kritisch fiir

maligne myeloische Erkrankungen sind

(Cardoso et al.,

2000)

SET2-Familie

Nsdl

ARA267a, ein NsdI-Homolog, kann beim
Prostatakarzinom die Androgen-

Rezeptor-Transaktivation erhhen

(Wang et al., 2001)

In Akuten Myeloischen Leukdmien bei

Kindern mit NUP98 fusioniert

(Jaju et al., 2001)

Nsd2 (MMSET, WHSC1)

WHSCI1/MMSET ist in Multiplen
Myelomen transloziert und mit IgH

fusioniert

(Malgeri et al., 2000;
Stec et al., 1998)

Nsd3 (WHSCILI)

WHSCILI in Zelllinien aus Karzinomen,
v.a. aus primdren Mammakarzinomen,

rearrangiert

(Stec et al., 2001)

In Akuten Myeloischen Leukdmien mit

NUP9S fusioniert

(Schneider et al.,
2002)
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Histonmethyltransferase | Bedeutung fiir die Kanzerogenese Referenz
RIZ-Familie
Riz (Prdm2) Keine Riz/-Expression in einem breiten | (Abbondanza et al.,
Spektrum menschlicher Karzinome, z.B. | 2000)
der Brust
RizI-knockout-Méuse entwickeln diffuse | (Steele-Perkins et al.,
B-Zell-Lymphome und ein breites 2001)
Spektrum ungewohnlicher Tumoren
(Magenkarzinome, Fibrosarkome,
Lungenadenokarzinome, Lipome,
Hypophysentumoren, Himangiosarkome)
Missense-Mutationen in menschlichen (Steele-Perkins et al.,
Tumorgeweben und -zelllinien 2001)
Riz-Lokus in Tumoren der Brust, der (Buyse et al., 1996)
Leber, des Kolons und neuroendokrinen
und lymphoiden Tumoren
deletiert/transloziert
Frameshift-Mutationen in (Piao et al., 2000)
Mikrosatelliten-instabilen Karzinomen
des Kolons, des Magens und des
Endometriums
Blimp-1 In B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen (Mock et al., 1996)
deletiert
Mell Aktivierung der Transkription bei (Mochizuki et al.,
Translokationen in Akuten Myeloischen | 2000)
Leukdmien und beim
Myelodysplastischen Syndrom
Pfml Markiert einen Tumorsuppressorlokus (Yang and Huang,
auf Chromosom 12 1999)
MDSI-EVII EVII ist in Myeloischen Leukdmien (Fears et al., 1996)

iiberexprimiert
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Das Polycomb-Gruppen-Protein EZH2 ist Teil des Histonmethyltransferasen-Komplexes
PRC2 (EED-EZH). Dieses Enzym, das sowohl fiir die Zellproliferation als auch fiir die
Zellzyklus-Kontrolle von Bedeutung ist, ist in vielen Tumoren iiberexprimiert (Bracken et al.,
2003; Kleer et al., 2003; Raaphorst et al, 2003; Varambally et al, 2002). Der
Expressionslevel dieser Histonmethyltransferase korreliert auBerdem mit einer schlechteren
Prognose bei Prostatakarzinomen (Varambally et al., 2002) und Mammakarzinomen (Kleer et
al., 2003). In verschiedenen Karzinomarten ist der Ezh2-Lokus amplifiziert (Bracken et al.,
2003). Eine erzwungene Uberexpression fiihrt iiberdies auch im Experiment zu einer
gesteigerten  Zellproliferation (Visser et al.,, 2001). In schon transformierten
Prostatakrebszellen ist durch die RNAi-vermittelte ,,Stilllegung® von Ezh2 oder Eed ein
Stillstand der Proliferation zu beobachten (Bracken et al., 2003; Varambally ef al., 2002). Der
onkogene Mechanismus, welcher der Ezh2-Uberexpression in vivo zugrunde liegt, ist noch
unbekannt (Lund et al., 2004). Eine Endstrecke der Ezh2-Uberexpression konnte die
Repression von Tumorsuppressoren durch EZH2 sein, wie z.B. die Repression des Gens fiir
den Tumorsuppressor PSP94 in der Prostata (Beke et al., 2007). Durch Analyse der
Verteilung der H3-K27-Methylierung im Genom von Gewebe aus aggressiven, disseminierten
Prostatakarzinomen konnten auBerdem 14 Zielgene ausgemacht werden, deren Repression
durch EZH2 sowohl in Mammakarzinomen als auch in Prostatakarzinomen mit einer
schlechten Prognose einhergeht (Yu et al., 2007).

SU(Z)12 (auch bekannt als KIAA0106, JJAZI oder ChETY), eine weitere Komponente des
Komplexes PRC2, ist in endometrialen Stromatumoren héufig rearrangiert und mit JAZF']
fusioniert (Koontz et al., 2001). Daher fallt es unter die Kontrolle des J4ZFI-Promotors und
wird dadurch aktiviert. AuBBerdem ist SU(Z)12 auch in Kolonkarzinomen, Mammakarzinomen
und Leberkarzinomen hochreguliert (Kirmizis et al., 2003).

Im Unterschied zu EzA2 und SU(Z)12 fiihrt eine weitere Komponente von PRC2, Eed, bei
verminderter Expression zu einer erhohten Inzidenz an karzinogen-induzierten T-Zell-
Lymphomen (Richie et al., 2002).

Die Kenntnisse iiber den Zusammenhang des Expressionslevels der verschiedenen
Komplexkomponenten mit Karzinomen haben zu der Theorie gefiihrt, dass die Stérung der
Stochiometrie der verschiedenen Komponenten durch die Bildung dysfunktioneller Komplexe

ausreichend fiir die Entstehung von Krebs sein konnte (Cao and Zhang, 2004).

Das Gen einer anderen Histonmethyltransferase, MII1 (Engl.: Mixed lincage leukemia gene,

auch Hrx oder Alll), eine Histon-H3-Lysin-4-spezifische Methyltransferase (Milne et al.,
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2002; Nakamura et al., 2002) und das menschliche Homolog zu Drosophila Trithorax, ist in
akuten Leukdmien hdufig transloziert (Djabali et al., 1992). Allein bis zum Jahr 2001 waren
mindestens 30 Translokationen in menschlichen Malignomen bekannt, an denen MI//
beteiligt war (Ayton and Cleary, 2001). Die bei der Translokation entstehenden
Fusionsproteine haben in transgenen Maiusen onkogenes Potential (Corral et al., 1996;
Dobson et al., 1999). Interessanterweise verlieren alle Fusionsproteine ihre C-terminale SET-
Doméne und behalten trotzdem ihre transkriptionsaktivierende Kapazitit (Lund et al., 2004).
Wie die teilweise sehr verschiedenartigen Translokationen zur gleichen Endstrecke der
onkogenen Transformation fiihren, ist noch nicht bekannt. Eine mogliche Rolle konnte die
Dimerisierung des Fusionsproteins spielen (So et al., 2003). Welche Zielproteine im
speziellen dereguliert werden, ist aber noch unklar. HoxA7 und HoxA9, beides bekannte
MLLI1-Zielgene, sind jedenfalls beide flir die Induktion einer Leukdmie durch MLL-
Fusionsproteine erforderlich (Ayton and Cleary, 2003).

Die fiir Histon H3 Lysin 9 spezifische Methyltransferase SU(VAR)3-9 in Drosophila und die
Orthologe bei Mensch und Maus assoziieren mit zahlreichen Proteinen, die den Zellzyklus
regulieren, wie z.B. pRB (Nielsen et al., 2001; Vandel et al., 2001), PcG-Proteinen (Sewalt et
al., 2002) und SMADs (Frontelo et al., 2004). Es ist daher nicht verwunderlich, dass eine
Storung der Funktion von SU(VAR)3-9 zur malignen Entartung fiihren kann.

Beispielsweise sind Miuse, denen beide Suv39-Homologe fehlen, anfillig fiir chromosomale
Instabilitdten und entwickeln in 30% der Félle im Alter von 9 bis 15 Monaten B-Zell-
Lymphome, die den menschlichen Non-Hodgkin-Lymphomen dhneln (Peters et al., 2001).
Der Karyotyp der Tumorzellen ist dabei extrem hyperploid.

In Tumoren vorkommende Mutanten von pRB konnen keine SUV39HI1-Proteine mehr
binden, was die Relevanz dieser Verbindung unterstreicht (Nielsen et al., 2001). Da pRB
SUV39HI1 physiologischerweise zu den Promotoren der E2F-responsiven S-Phasen-Gene
leitet, wo SUV39HI diese dann durch Methylierung an H3-K9 reprimiert und die
Differenzierung einleitet (Ait-Si-Ali et al., 2004), flihrt eine ausbleibende Assoziation von
pRB und SUV39H1 zwangsléufig zu fortlaufenden Zellteilungen und zur Inaktivierung eines
der am besten charakterisierten Tumorsuppressor-Pathways (Huang, 2002).

Wichtig im Zusammenhang der Kanzerogenese erscheint auch die Funktion von Suv39h1/2
als Regulator der Telomerlédnge (Garcia-Cao et al., 2004), da diese fiir die immortale Zelle

von grosser Bedeutung ist. Zellen, bei denen Suv39h fehlt, weisen aufgrund der verminderten
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H3-Lysin-9-Di- und -Trimethylierung eine verminderte Assoziation von HP1 mit den

Telomeren auf, was zur Telomerelongation fiihrt (Garcia-Cao et al., 2004).

RIZ1 (Retinoblastoma interacting zinc-finger protein) war das erste Protein mit einer SET-
Domaéne, das aufgrund seiner Interaktion mit pRB als Tumorsuppressor identifiziert wurde
(Chadwick et al., 2000; Steele-Perkins et al., 2001). Das entsprechende Gen liegt auf
Chromosom 1 in einer der am hiufigsten deletierten Regionen in menschlichen Karzinomen
(Buyse et al, 1996). Rizl ist in einer Vielzahl von Tumoren (Mammakarzinom,
Leberkarzinom, Kolonkarzinom, Lungenkarzinom, Lymphome, Melanome, Magenkarzinom,
Neuroblastome und Osteosarkome) durch Mutationen oder DNA-Methylierung inaktiviert
(Chadwick et al., 2000; Du et al., 2001; He et al., 1998; Jiang et al., 1999; Oshimo et al.,
2004; Poetsch et al., 2002; Sasaki et al., 2002). Besonders interessant ist dabei, dass bei den
karzinomspezifischen Mutationen die Histonmethyltransferaseaktivitit von RIZ1 reduziert ist
oder ginzlich fehlt - ein Hinweis auf die wichtige Rolle dieser Enzymaktivitit bei der

Tumorsuppression (Kim et al., 2003).

Ein noch zu untersuchender Punkt ist die Tatsache, dass verschiedene SET-Doménen-Proteine
in einer karzinogenen und in einer karzinoprdventiven Form existieren. Bei den Genen fiir
RIZ und MDS-EVII wird dies durch die Verwendung zweier Promotoren erreicht, die zur
Expression von Enzymisoformen fiihren, welche entweder eine SET-Doméne enthalten oder
nicht. Diese Erkenntnis fiihrte zur Aufstellung einer sogenannten Ying-Yang-Theorie, nach
der Krebs durch die Storung des natiirlichen Gleichgewichts zwischen den SET-enthaltenden
und SET-losen Proteinisoformen entsteht (Huang, 2002), so dass die Expression der

onkogenen die der tumorsuppressiven Isoform iiberwiegt.
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1.5 MODULATOREN DER EPIGENETIK: EPIGENETISCHE THERAPEUTIKA?

Epigenetische Markierungen konnen leicht verdndert und durch Umweltreize wie Erndhrung
und Medikamente oder auch Hormone beeinflusst werden. Eine Didt, die arm an
Methylgruppendonatoren wie Folat und Methionin ist, kann beispielsweise den
Methylierungslevel der DNA beeinflussen (Curtin et al., 2004). Auf diese Weise triagt die
Erndhrung zur Entstehung von Arteriosklerose, Diabetes mellitus Typ 2, kardiovaskuldren
Erkrankungen oder sogar Krebs bei (Curtin et al., 2004; Friso and Choi, 2002; Waterland and
Jirtle, 2004; Zaina et al., 2005).

Auch kanzerogene Stoffe aus unserer Umwelt wie z.B. Arsen oder Benzpyrene kdnnen iiber
epigenetische Mechanismen wirken (Rossman, 2003).

Diese Beispiele verdeutlichen das Zusammenspiel von Genetik, Epigenetik und Umwelt in
der Pathogenese vieler Erkrankungen. Gleichzeitig zeigen sie aber auch die Mdglichkeit auf,
durch Anderung von Ernihrung oder Einsatz von Therapeutika regulierend in epigenetische
Mechanismen einzugreifen.

Das Wissen um die mdgliche Reversibilitit epigenetischer Zustinde hat zu neuen
Therapieoptionen gefiihrt. Mittlerweile sind Substanzen bekannt, die die DNA-Methylierung
und Histondeacetylasen beeinflussen. Einige dieser Stoffe befinden sich bereits in Phase 3 der
klinischen Erprobung.

2004 war ein spezifischer Inhibitor einer Protein-Arginin-Methyltransferase entdeckt worden,
AMI-1, ein symmetrisches sulfoniertes Harnstoffderivat (Cheng et al., 2004a).

Bei allen Erfolgen auf diesem neuen Gebiet gab es aber bis zum Beginn dieser Arbeit keinen
Stoff, der mit in Tumoren dysregulierten fiir Lysin spezifischen Histonmethyltransferasen
interagierte.

Im folgenden werden daher nur die bisher géngigen Hemmstoffe von DNA-

Methyltransferasen und Histondeacetylasen kursorisch besprochen.

1.5.1 DNA-Methyltransferase-Inhibitoren

Schon 1964 wurden die ersten der heute am umfassensten von allen epigenetischen
Therapeutika eingesetzten DNA-Methyltransferase-Inhibitoren entdeckt (SORM et al., 1964).
Dies sind die Azanukleoside 5-Azacytidin und 5-Aza-2’-deoxycytidin (klinisch: Decitabine)
(Goffin and Eisenhauer, 2002).

Beide Nukleosidanaloga werden zunédchst zu Deoxynukleotidtriphosphaten umgewandelt und

anschlieBend anstelle von Cytosinen in die DNA eingebaut. Daher sind sie auch nur in Zellen
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aktiv, die sich in der S-Phase befinden. Einmal in die DNA eingebaut, wirken sie stark
hemmend auf die Methylierung der DNA (Jones and Taylor, 1980). Die DNA-
Methyltransferasen binden irreversibel an DNA, die diese Nukleosidanaloga und auch die
modifizierten Basen der neueren DNA-Methyltransferaseinhibitoren enthdlt (Juttermann et
al., 1994; Santi et al.,, 1983; Zhou et al., 2002). Es bildet sich ein stabiles Muster
demethylierter DNA aus, das tiber Zellteilungen hinweg bestehen bleibt (Jones ef al., 1980).
5-Aza-2’-deoxycytidin wirkt auBerdem nicht nur auf die DNA-Methylierung. Es wurde
gezeigt, dass es Gene mit nicht methyliertem Promoter aktiviert und zu einer verstirkten H3-
Acetylierung und H3-Lysin-4-Methylierung fiihrt. Die in Krebszellen vermehrte
Dimethylierung von Histon H3 Lysin 9 wird signifikant verringert (Nguyen et al., 2002).

Die antitumordsen Effekte der Nukleosidanaloga sind also eine Reexpression stillgelegter
Gene (Bender et al., 1998), zelluldre Differenzierung und Proliferationsstillstand (Attadia,
1993).

Fir 5-Azacytidin und 5-Aza-2’-deoxycytidin konnte in klinischen Tests eine
vielversprechende antileukdmische Aktivitdt und eine gute Wirkung bei der Behandlung des
Myelodysplastischen Syndroms nachgewiesen werden (Issa, 2003; Issa and Kantarjian, 2005),
wohingegen die antitumordse Wirkung gegeniiber soliden Tumoren nicht {iberzeugend war
(Goffin et al., 2002). Ein weiterer Nachteil von 5-Aza-2’-deoxycytidin sind seine Toxizitét
(Juttermann et al., 1994) und seine mutagenen Effekte in vivo (Jackson-Grusby et al., 1997).

Beide Nukleosidanaloga sind auflerdem chemisch instabil und nicht peroral verabreichbar.

Zebularin und Procainamid sind neuere DNA-Methyltransferase-Inhibitoren. Zebularin ist in
Wasser stabil, kann peroral verabreicht werden und wird in Krebszellen effektiver als in nicht
transformierte Zellen aufgenommen (Cheng et al., 2003; Cheng et al., 2004b).

Neben diesen neuen potentiellen Medikamenten konnte eine DNA-Methyltransferase
inhibierende Aktivitdt einiger Isolate aus Griinem Tee nachgewiesen werden (Fang et al.,
2003). AuBlerdem hemmen Psammapline aus dem Schwamm Pseudoceraina purpurea sowohl
HDACs als auch DNA-Methyltransferasen (Pina et al., 2003). Tests mit Antisense-
Oligonukleotiden der DNA-Methyltransferase DNMT1 zeigten schluBendlich eine
inhibierende Wirkung (Yan et al., 2003).

Ziele fiir die weitere klinische Testung der DNA-Methyltransferase-Inhibitoren konnten z.B.
deren Kombination mit HDAC-Inhibitoren sein, mehrere Studien zeigten bisher schon einen
synergistischen Effekt beider Substanzgruppen (Belinsky et al., 2003; Bovenzi and
Momparler, 2001; Cameron et al., 1999; Shi et al., 2003; Yang et al., 2001).
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1.5.2 Histondeacetylase-Inhibitoren

Die Zahl der designten und identifizierten HDAC-Inhibitoren wichst stetig. Die wichtigsten,
mittlerweile in Phase 1 und 2 der klinischen Erprobung, sind: Phenylbutyrat, Phenylacetat,
SAHA (Suberoylanilidhydroxaminsdure), Depsipeptid, Trapoxin A, Apicidin und
Valproinsdure (Egger et al., 2004; Johnstone, 2002). Sie werden peroral und intravends
verabreicht und wirken sowohl gegen solide Tumoren als auch gegen Leukdmien in von
Patienten gut tolerierten Dosen (Marks and Dokmanovic, 2005). Aufgrund seiner Toxizitdt
kann der erste identifizierte HDAC-Inhibitor TSA (Trichostatin A) nicht als Therapeutikum
eingesetzt werden, er stellt aber ein weitverbreitetes Hilfsmittel zur Erforschung
epigenetischer Zusammenhinge in der Wissenschaft dar (Vanhaecke et al., 2004).
HDAC-Inhibitoren induzieren Differenzierung, Wachstumsstillstand und/oder Apoptose in
Tumoren und in transformierten Zellen, die in Kultur gehalten werden (Egger ef al., 2004).
Eine Hypothese, die dieses Phidnomen erkldren soll, ist die, dass durch die Akkumulation von
acetylierten Proteinen und v.a. Histonen vorher epigenetisch stillgelegte Gene induziert und
hochreguliert werden. So wird z.B. das Gen p2/ (ein Tumorsuppressor) in mit HDAC-
Inhibitoren behandelten Tumorzellen auch in der Abwesenheit des normalerweise fiir seine
Aktivierung wichtigen p53 exprimiert (Xiao et al., 1999). Da P53 als ,,Wéchter des Genoms*
ebenfalls ein Tumorsuppressor ist, dessen Funktion in vielen Tumoren verloren gegangen ist,
ist diese Tatsache doppelt wichtig.

Ein Ziel fiir die Zukunft bleibt die Entwicklung von Therapien, die gezielt bestimmte HDACs

ansprechen und nicht wie die heutigen Stoffe global auf sehr viele der HDACs wirken.
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2 ZIELSETZUNG

Ziel dieser Arbeit war es, einen potenten Hemmstoff der Histonmethyltransferase SU(VAR)3-
9 zu finden. Dies ist besonders interessant, weil sich in den letzten Jahrzehnten gezeigt hat,
dass nicht nur allein die Basenabfolge im Genom einer Zelle fiir deren Phénotyp
verantwortlich ist, sondern dass auch die Genexpression regulierende Netzwerke eine Rolle
spielen. Dazu gehort die posttranslationale Modifikation der Histon-N-Termini.

Eine Missregulation bestimmter histonmodifizierender Enzyme kann zur malignen Entartung
von Zellen fithren oder auch zur Entstehung verschiedener chronischer Krankheiten.

Mit dem wachsenden Verstindnis der molekularen Grundlagen von Krankheiten ergeben sich
neue Therapiemdglichkeiten. An vielen Stellen, von Rezeptoren iiber Signalkaskaden bis zu
intrazelluldiren Enzymen, kann mittlerweile erfolgreich in die Regulation von Zellen
eingegriffen werden. Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACsS), als Beispiel fiir Substanzen,
die an den Enzymen der posttranslationalen Histonmodifikation angreifen, befinden sich in
der klinischen Anwendung zur Behandlung von malignen Tumoren.

Als diese Arbeit begonnen wurde, war aber noch kein Hemmstoff einer
Histonmethyltransferase bekannt. Gerade ein solcher Stoff konnte aber grosse klinische
Relevanz haben, da die Histonmethylierung eine besonders langlebige posttranslationale
Modifikation ist und {liber ldngere Zeitraume zu einer gleichbleibenden Genexpression fiihrt.
Es lag die Hypothese nahe, dass, wenn es Hemmstoffe anderer posttranslational arbeitender
Enzyme gibt, es auch Hemmstoffe von Histonmethyltransferasen gébe.

Um diese Hypothese zu testen, sollte eine Substanzbibliothek aus kleinen Molekiilen mit
einer Histonmethyltransferase gescreent werden. Die sich daraus ergebenden Inhibitoren
sollten mit weiteren Histonmethyltransferasen auf ihre Spezifitit gepriift werden. Ein in vivo
Versuch im Zellsystem sollte sich anschlieen.

Die bei einer solchen Suche gefundenen Inhibitoren stellten ein interessantes Instrument zur
Untersuchung epigenetischer Mechanismen (posttranslationaler Modifikationen) dar.
Daneben wire es denkbar, dass sie nach eingehender Charakterisierung, Testung im
Tiermodell und bei Erfiillung aller notwendigen Voraussetzungen als Therapeutikum dienen

konnten.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 MATERIAL
3.1.1 Verbrauchsmaterialien

Gefille/Saulen etc.:
1,5-ml-Reaktionsgefalie

1,5-ml-, 3,5-ml- und 5-ml-Reagenzréhrchen
15-ml- und 50-ml-Gefél3e
250-ml-Zentrifugationsgeféfle
Silikonisierte 1,5-ml-Reaktionsgefifle
PCR-Reaktionsgefdlie 0,2 ml/0,5 ml
Photometerkiivetten
Zellkulturschalen und —flaschen
Drosophila-Kultur-Flaschen
SDS-Einmalgelkassetten
QuickSpin-Sdulchen
PolyPrep-Chromatographiesdulen

Pipetten/Spritzen:
Pipettenspitzen
Pasteurpipetten
Spritzen und Zubehdr

Papier/Membranen/Filter/Filme:
Filterpapier Whatman 3 MM
Hybond N + (PVDF)-Membran
Dialyseschlauche

Filter (0,45 pm und 0,22 um)

Rontgenfilme

Greiner

Sarstedt

Sarstedt

Corning

Biozym

Biozym und GeneAmp
Sarstedt

Greiner

FLY50-01

Invitrogen

Boehringer Mannheim

Biorad

Sorenson, Molecular BioProducts
Roth

Becton Dickinson

Whatman

Amersham Biosciences
Spectrum

Roth

Fuji
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Beads etc.

Chitin-Agarose-beads NEB
Glutathion-Sepharose-4B Pharmacia Biotech
Flag-beads Sigma
Talon-beads BD Biosciences

3.1.2 Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien und Feinchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den
Firmen Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Pierce (Bonn),
Promega (Mannheim), Roche (Penzberg), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma
(Deisenhofen) bezogen.

Ausnahmen: Amplify-Losung (Amersham Biosciences), Entwicklerlosung fiir Western
Blots/ECL (Amersham Biosciences), Kolloidales Coomassie (Novex, Invitrogen).
Radiochemikalien stammten von Amersham Pharmacia (Braunschweig).

Enzyme: Proteaseinhibitoren (Leupeptin, Aprotinin, Pepstatin A, PMSF) wurden von Sigma

bezogen, Trypsin von Promega.

3.1.3 Naturstoff-Bibliothek

Grundlage fiir das Screening nach Modulatoren verschiedener Histonmethyltransferasen war
eine Komponentensammlung des Hans-Knéll-Instituts fiir Naturstoffforschung. Diese
Sammlung bestand aus 2976 verschiedenen Naturstoffen, welche in DMSO-Losung in einer
Konzentration von jeweils 1 pg/ul vorlagen. Von jeder Substanz war eine Menge von 10 pl

vorhanden.
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3.14 Medien

Bakterien:
Fliissiges und festes LB-Medium (Luria-Bertani) wurde nach Standardprotokollen hergestellt
(BERTANI, 1951).

SL2-Zellen:

Schneiders Drosophila Medium, revised (Gibco Invitrogen)

10% FCS (fetales Kédlberserum, Sigma, inaktiviert durch Inkubation bei 56°C fiir 20 min)
Glutamin

Penicillin (50 U/ml) und Streptomycin (50 pg/ml)

Sf9-Zellen:

SF-900II-SFM (Gibco Invitrogen)

10% FCS (inaktiviert durch Inkubation bei 56°C fiir 20 min)
4 mM Glutamin

Penicillin (50 U/ml) und Streptomycin (50 pg/ml)

Drosophila:
SIGMA Instant Drosophila Medium bzw. selbst hergestelltes Fliegenfutter (Rezept im
Methodenteil unter 3.2.12)

3.1.5 Verwendete Bakterienstimme und eukaryotische Zelllinien

Fiir Proteinexpressionen wurde E. coli BL21(DE3) pLysS (Stratagene) verwendet. (pLys:
Chloramphenicolresistenz bei Konzentrationen unter 40 pg/ml, jedoch sensitiv bei
Konzentrationen {iber 100 pg/ml.)

Genotyp: E. coli B F dem ompT hsdS(rgmp’) gal A (DE3)

Fiir massenspektrometrische Versuche und Zellwachstumsassays wurden Drosophila SL2-
Zellen verwendet.

Schmetterlingszellen (Sf9) wurden fiir Expressionen im Baculosystem benutzt.
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3.1.6 Verwendete Fliegenstimme

Fiir die Testung des Chactocineffektes wurden Drosophila melanogaster In()w™/Su(var)3-
9/+ verwendet. Bei diesen Fliegen wurde das white-Gen, das im Normalfall fiir eine rote
Augenfarbe kodiert, durch Bestrahlung in die Ndhe von Heterochromatin transloziert und
invertiert und unterliegt damit dem PEV (position effect variegation). AuBerdem verfiigen die
Fliegen iiber eine zusitzliche Su(var)3-9-Kopie, die allerdings durch einen Heatshock-
Promotor reguliert wird. Bei normaler Inkubationstemperatur (18-25 °C) wirkt sich diese
Zusatzkopie phénotypisch nicht aus. Durch die Repression des white-Gens ist die normale

Augenfarbe dieser Fliegen damit weill bzw. rot-weil} gesprenkelt.
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3.1.7 DNA-Konstrukte

Tabelle 3-1: Liste der verwendeten DNA-Konstrukte.

Name:

Insert (in Vektor)

Besonderheit / Bemerkung

Bezogen von...

SU(VAR)3-9 wt (pET-15b)

Expression in E. coli,

Reinigung iiber Talon-beads

Birgit Czermin

SU(VAR)3-9 Deletionsmutante
A213 (pET-15b)

Expression in E. coli,

Reinigung iiber Talon-beads

Birgit Czermin

E(z)-flag (pFastBac 1)

Baculovirus-Herstellung,

N-terminaler flag-tag

Birgit Czermin

ESC (pFastBac HT B)

Baculovirus-Herstellung,

N-terminaler 6*his-tag und HA-tag

Birgit Czermin

SU(Z)12 (pFastBac HT B)

Baculovirus-Herstellung,

N-terminaler 6*his-tag

Birgit Czermin

PR-SET7 (pMyb) Expression in E. coli, Volker Seitz
Reinigung iiber Chitin-beads
SUV39H1 (pGEX 2T) Expression in E. coli, Stephen Rea

Reinigung tiber Glutathion-

Sepharose 4B-beads

DIM-5 (pGEX 2T)

Expression in E. coli,
Reinigung tiber Glutathion-

Sepharose 4B-beads

Eric Selker

mG9a (pGEX 4T-3)

Expression in E. coli,
Reinigung iiber Glutathion-
Sepharose 4B-beads

Yoroshi Shinkai

SET 7/9 full length (pGEX KG),
52-366 (pGEX 6P1)

Expression in E. coli,
Reinigung iiber Glutathion-
Sepharose 4B-beads

Jon Wilson

hSET 7/9 (pET-15b)

Expression in E. coli,

Reinigung iiber Talon-beads

Jeong-Ho Chang
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3.1.8 Antikorper

Tabelle 3-2 zeigt die in Western Blots verwendeten Antikorper. Sekundirantikorper waren

jeweils an Meerrettichperoxidase gekoppelt.

Tabelle 3-2: Antikérper.

Antikorper Bezogen von... Verdiinnung im Western Blot Zweitantikorper
a-H3-K9me3 | Thomas Jenuwein | 1:750 a-rabbit (1:10000)
a-H3-K4me2 | abcam 1:1000 a-rabbit (1:10000)

3.1.9 Geriite

Tabelle 3-3: Gerite mit ihren Bezugsquellen.

Gerit Bezugsquelle
-80 °C-Schrianke GFL
Autoklav H+P

Bakterieninkubator/Schiittler

New Brunswick Scientific

Chromatographiesystem ,,Akta‘

Amersham Pharmacia Biotech

Drehrad

neol.ab

Drosophila-Inkubator

RUMED Rubarth Apparate GmbH

Entwickler fiir Rontgenfilme

Agfa

Filmkassetten

Appligene

Geldokumentationssystem

Pharmacia Biotech

Gelladespritzen Hamilton
Geltrockner BioRad
Glaspipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 30 ml)

Laborschiittler Roth

Labor-Tischzentrifuge

Eppendorf (Modell 5415 C)

Heraeus (Biofuge pico)

Labor-Zentrifugen

Sorvall (Modell RC5C)
Heraeus/Kendro (Cryofuge 60001)

Lichtmikroskope Zellkultur und Drosophila

Zeiss

Lyophylisator

Eigenbau Werkstatt Butenandt-Institut

Mikroliterpipetten

Gilson
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pH-Meter

Mettler Toledo

Power Supplies

Pharmacia, Consort, BioRad

Reinstwasseranlage Elga Labwater

Rotoren SS34, Super-LiteGSA (Sorvall DuPont),
Ti50, TLASS (Beckmann)

Riihrer Heidolph

SDS-Gelkammern und Western Blot-System Novex

Sterilwerkbénke PMF

Szintillationszéhler mit Drucker Beckman

Thermomixer Eppendorf

Ultraschallgerit Branson

Ultrazentrifugen Beckman Coulter (Optima Max-E und

Optima LE-80K)

UV-Meter (Photometer)

Pharmacia Biotech

Vortexer Bachofer
Warmeschrank 26 °C LMS
Wiérmeschrank 37 °C Memmert
Wasserbad Braun




MATERIAL UND METHODEN 55

3.2 METHODEN

3.2.1 Arbeiten mit Proteinen

Proteine wurden im Regelfall bei -80 °C gelagert (PR-SET7 bei -20 °C) und wéhrend der
Experimente auf Eis gehalten.

Die Proteaseinhibitoren Leupeptin, Aprotinin, Pepstatin A (jeweils 1 pg/ul), PMSF (0,2 mM)
und das Reduktionsmitte]l DTT (1 mM) wurden jeweils frisch zu den Puffern gegeben.

3.2.1.1 Protein-Analyse mittels SDS-PAGE

Fiir die Auftrennung von Proteingemischen wurde das Gelsystem der Firma Novex
verwendet, das aus zwei miteinander verbundenen Plastikplatten bestand. Zwischen diese
Platten wurde zuerst das Trenn- und nach dessen Polymerisation das Sammelgel eingegossen.

Pro Gel wurden cirka 6 ml Trenngel und 2,5 ml Sammelgel verwendet.

Trenngel (10%):

2,4 ml Wasser

2 ml Acrylamidmix (30/0,8)
1,5ml Tris 1,5 M pH 8,8

30 ul SDS 20%

30 ul APS 20%

3ul TEMED

Sammelgel (5%):

1,55 ml Wasser

0,26 ml Acrylamidmix (30/0,8)
0,65 ml Tris 1 M pH 6,8

12,5 ul SDS 20%

12,5 ul APS 20%

2,5 ul TEMED

Zur Herstellung von Gelen mit anderen Sammelgel-Prozentigkeiten (z.B. 7,5%, 15% oder
17,5%) wurde die Menge der eingesetzten Acrylamidlosung bei konstantem Endvolumen

variiert.
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Zu den Proteinproben wurde SDS-PAGE-Probenpuffer gegeben, so dass dessen
Endkonzentration ,,1x* betrug. Die Proben wurden dann bei 95 °C denaturiert (3 min) und
mittels einer Spritze in die Probenauftragstaschen gegeben. AnschlieBend wurde die
Elektrophorese bei 40 bis 50 mA bzw. 190 V durchgefiihrt und beendet, wenn die
Bromphenolblaubande des SDS-PAGE-Probenpuffers das untere Ende des Gels erreicht hatte.
Zur Bestimmung des Molekulargewichts der aufgetrennten Proteine dienten Proteinmarker.

Nach der Elektrophorese wurden die Plastikplatten getrennt und die Gele entweder mit

Coomassie-Blau angefirbt oder fiir einen Western Blot verwendet.

SDS-Laufpuffer:

192 mM Glycerin
25 mM Tris
0,1% (w/v) SDS

4x SDS-Probenladepuffer:

200 mM Tris pH 6,8

8% (W/v) SDS

40% (v/v) Glyzerin

4,2% (v/v) B-Mercaptoethanol

0,2% (W/v) Bromphenolblau

3.2.1.2 Farbung von Proteingelen mit Coomassie-Blau

Nach Beendigung der Elektrophorese (3.2.1.1) wurden die anzufdrbenden Gele fiir 10 min in
der Fixierlosung geschiittelt. Anschlieend erfolgte die Farbung schwenkend fiir mindestens
30 min in Coomassie-Farbelosung. Um die Proteinbanden sichtbar zu machen, wurden die
Gele mindestens 60 min in der Entfarbelésung geschiittelt. Zum schnelleren Entfarben wurde
der Entfarbelosung etwas Zellstoffpapier zugesetzt (Bindung liberschiissigen Coomassies),
welches mehrmals erneuert wurde. Nach Erreichen des gewlinschten Entfirbegrades wurde
das Gel mit Hilfe des Geldokumentationssystems fotographiert, ausgewertet, und in einem

Geltrockner auf Whatman-Papier fiir 2 Stunden bei 80 °C getrocknet.
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Fixierlosung:
50% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsdure

Coomassie-Firbelosung:

10% (v/v) Essigsdure
0,025% (w/v)  Coomassie (G-250)

Entfiirbelosung:
10% (v/v) Essigsdure

3.2.1.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur Konzentrationsbestimmung von aufgereinigten Proteinen wurde ein Massenstandard von
BSA verwendet. Es wurden Verdiinnungsreihen von BSA und der zu untersuchenden Proteine
erstellt, dann wurden die Verdiinnungen nebeneinander auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Nach
der Farbung mit Coomassie-Blau wurde das Gel mit Hilfe des Geldokumentationssystems
fotographiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch den computergestiitzten
Vergleich der Proteinbanden mit den Banden des BSA-Massenstandards, dessen

Konzentration bekannt war.

3.2.2 Transformation chemisch kompetenter Escherichia coli

Zu 200 pl chemisch kompetenten E. coli (BL-21) wurde 1 pl Ligationsansatz, der die DNA
fiir das jeweilige Protein in ein Plasmid ligiert enthielt, gegeben und das Gemisch fiir
ungefahr 15 min auf Eis inkubiert. Um die Aufnahme der Plasmide in die Bakterien zu
ermoglichen, wurde der Reaktionsansatz fiir 1 min auf 42 °C erhitzt und dann durch Zugabe
von 200 pl LB und Transfer auf Eis gekiihlt. Nun wurde das Gemisch bei 37 °C unter
Schiitteln fiir 30 min inkubiert. Im Anschlufl wurden die Bakterien auf LB-Platten mit 100 pg
Ampicillin (Roth) und einem anderen, flir das jeweilige Plasmid spezifischen Antibiotikum,
ausplattiert und iiber nacht bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag konnten die Klone von der

Platte geerntet werden.
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3.23 Expression von Histonmethyltransferasen in BL-21

3.2.3.1 His-tag

1. Tag:

1 pl pET-15b-Plasmid wurde in 200 ul BL-21(DE3)pLys-Zellen transformiert (siche 3.2.2).
Die Bakteriensuspension wurde auf Chloramphenicol-Ampicillin-LB-Platten ausplattiert und
iber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2. Tag:

Mehrere Kolonien wurden von der Platte abgenommen und in 50 ml LB gegeben (mit 50 pl
Ampicillin, d.h. 5 mg und 15 pl Chloramphenicol, d.h. 510 pg). Diese Vorkultur wurde iiber
Nacht bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert.

3. Tag:

Jeweils 5 bis 10 ml der Vorkultur wurden zu 0,5 1 LB plus Chloramphenicol (150 pl) plus
Ampicillin (500ul) gegeben. (Die Gesamtmenge des verwendeten LB war gewohnlich 4
Liter.) Die Kulturen wurden bei 37 °C und 200 Umdrehungen pro Minute geschiittelt bis die
ODgoo Uber 0,8 lag. War dies der Fall, so wurden die Bakterien mit 1 mM IPTG
(Endkonzentration) induziert und bei 18 °C {iber Nacht weitergeschiittelt.

4. Tag:

Die Bakterienkulturen wurden zentrifugiert (4000 rpm, 20 min, 4 °C, Heraeus-Zentrifuge),
das dabei entstehende Pellet in 40 ml Lysis Puffer (1 mM Imidazol enthaltend) resuspendiert,
die Suspension in ein 50-ml-GefdBl iberfiihrt und bei -179 °C in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Anschlieend wurden die Bakterien zur Zelllyse bei 37 °C im Wasserbad
aufgetaut (Dauer etwa 15-20 min), die Losung wurde viskds. Nach Ultraschallbehandlung
unter Eiskiihlung (7 Mal je 30 Sekunden, Amplitude 60%), was durch das Aufbrechen der
DNA zu einer Verfliissigung der Losung flihren sollte, wurde das Bakterienlysat in SS34-
Zentrifugengefdle gegeben und der Zelldebris abzentrifugiert (18000 rpm, 30 min, 4 °C,
Sorvall-Zentrifuge).

Nun wurden Talonbeads vorbereitet, indem sie vor Verwendung 2 Mal mit Lysis-Puffer (1
mM Imidazol enthaltend) gewaschen und dann 1:1 in Lysis-Puffer resuspendiert wurden.

Der Uberstand der Zentrifugation wurde mit 1-2 ml Talonbeads-Puffergemisch versetzt und
fiir 1-1,5 h im Kiihlraum rotiert. Anschliefend wurden die Talonbeads abzentrifugiert (2000
rpm, 10 min, 4 °C), nach Verwerfen des Uberstandes in 5 ml Lysis-Puffer (1 mM Imidazol
enthaltend) aufgewirbelt und in BioRad-Saulchen (15 ml Volumen) iiberfiihrt. Es wurden
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folgende Waschschritte mit steigenden Imidazol-Konzentrationen im Lysis-Puffer
durchgefiihrt (jeweils 10 ml Puffer auf die Saule):

e dreimal Waschen mit I mM Imidazol im Lysis-Puffer

e cinmal mit 5 mM Imidazol im Lysis-Puffer

e zweimal mit 15 mM Imidazol im Lysis-Puffer
Die Elution des an die Talonbeads gebundenen Proteins erfolgte durch Gabe von cirka 6 ml
100 mM Imidazolpuffer auf das BioRad-Sdulchen und Auffangen der Tropfen fiir etwa zehn
0,5 ml-Fraktionen. Von jeder Fraktion wurden 30 pl entnommen und sowohl auf einem SDS-
Gel analysiert als auch in einem HIM-Assay auf die jeweilige Aktivitit getestet.
Die am hochsten konzentrierten und aktivsten Fraktionen wurden vereinigt und dreimal 30
min gegen je 1 Liter Dialysepuffer dialysiert. AnschlieBend wurde Glycerin zu einer
Endkonzentration von 10% zugegeben, die Enzymlosung wurde aliquotiert und in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Aufbewahrung erfolgte je nach Protein bei -20 °C (PR-SET7)
oder -80 °C (SU(VAR)3-9, E(z)-Komplex, G9a, DIM-5).

Lysis-Puffer:

20 mM Tris pH 8.0
200 mM NaCl
0.05% NP40

1/5/15/100 mM  Imizdazol
Proteaseinhibitoren (Leupeptin, Aprotinin, PMSF, Pepstatin)

Dialysepuffer:

1 mM MgCl2

100 mM NaCl

20 mM Tris HCI pH 8
0,5 mM EGTA

0,1 mM EDTA

Proteaseinhibitoren (PMSF, DTT)
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3.2.3.2 Intein-tag

Expressionen von Proteinen mit Intein-zag liefen sehr dhnlich zur Proteinexpression bei His-
tag (3.2.3.1) ab. Unterschiede waren:

1. Tag:

Die BL-21-Zellen wurden mit dem jeweils passenden pMyb-Plasmid transformiert.

2. und 3. Tag:

Wie unter 3.2.3.1 beschrieben.

4. Tag:

Nach dem Abzentrifugieren der Bakterien wurden diese in 20-40 ml Intein-Sdulen-Puffer
aufgenommen und wie unter 3.2.3.1 schockgefroren, aufgetaut, mit Ultraschall behandelt und
der Zelldebris in der Sorvall-Zentrifuge vom Uberstand abgetrennt und verworfen.

Die Chitinbeads (New England Biolabs) wurden vor Verwendung zweimal mit Intein-Saulen-
Puffer gewaschen, dann wurde eine 1:1-Mischung aus Puffer und beads hergestellt.

3 ml dieses Puffer-beads-Gemischs wurden zum Uberstand gegeben. Bei 4 °C erfolgte eine
einstiindige Rotation, anschlieBend wurden die Chitinbeads abzentrifugiert (2000 rpm, 10
min, 4 °C) und der Uberstand abgenommen.

Zum Waschen wurden die beads dreimal mit jeweils 10 ml Sédulenpuffer aufgewirbelt und
anschlieBend abzentrifugiert (2000 rpm, 5 min, 4 °C). Fiir die Elution wurden sie dann erneut
mit Sdulenpuffer versetzt und in ein BioRad-Plastiksdulchen gegeben. Daraufhin erfolgte die
Zugabe von einmal 5 ml Elutionspuffer ohne DTT und einmal 1 ml Elutionspuffer mit DTT.
Nun wurden, nachdem das Sédulchen unten verschlossen worden war, 650 pl Elutionspuffer
mit DTT zugegeben und das Sdulchen mit einem Deckel verschlossen. Bei 4 °C wurde das
Gemisch iiber nacht inkubiert.

5. Tag:

Zur Elution wurden 6 ml Elutionspuffer mit DTT auf die Séule pipettiert und Tropfen fiir
etwa zehn 0,5-ml-Fraktionen aufgefangen. Jeweils 30 pl wurden von jeder Fraktion
weggenommen und auf einem SDS-Gel analysiert, auerdem wurde wiederum die Aktivitat
im HIM-Assay bestimmt.

Die am hochsten konzentrierten und aktivsten Fraktionen wurden vereinigt, aliquotiert und je
nach exprimiertem Protein bei -20 °C oder -80 °C aufbewabhrt.

Eine Dialyse oder die Zugabe von Glycerin war hier nicht notig.
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Intein-Sidulen-Puffer:

20 mM Tris pH 8
500 mM NaCl

0,1 mM EDTA

0,1% Triton X-100

Elutionspuffer ohne DTT:

20 mM Tris pH 8
150 mM NaCl

0,1 mM EDTA
Elutionspuffer mit DTT:

Siehe obigen Elutionspuffer,

DTT zu einer Endkonzentration von 35 mM dazugeben.

3233  GST-tag

Auch die Expression von Proteinen mit GST-tag weist viele Ahnlichkeiten zu den unter
3.2.3.1 und 3.2.3.2 beschriebenen Protokollen auf.

Sie unterscheidet sich aber in folgenden Punkten:

1. Tag:

Die BL-21-Zellen wurden mit dem jeweils passenden pGEX-Plasmid transformiert.

2.und 3. Tag:

Wie unter 3.2.3.1 beschrieben.

4. Tag:

Nach dem Abzentrifugieren wurden die Bakterien in etwa 40 ml GST-Siulen-Puffer
aufgenommen und wie unter 3.2.3.1 beschrieben schockgefroren, aufgetaut, mit Ultraschall
behandelt und der Uberstand in der Sorvall-Zentrifuge abgetrennt.

Die Glutathion-Sepharose-beads (Amersham Biosciences) wurden vor Verwendung zweimal
mit GST-Sédulen-Puffer gewaschen, dann wurde eine 1:1-Mischung aus GST-Saulen-Puffer
und den beads hergestellt. Der Bakterieniiberstand wurde in einem 50-ml-Gefa3 mit 5 ml des
1:1-Gemischs versetzt und bei 4 °C fiir 2-4 Stunden rotiert. Die beads wurden anschliefend
abzentrifugiert (2000 rpm, 10 min, 4 °C) und der Uberstand verworfen.

Die nun folgenden Schritte wurden alle unter Kiihlung bei 4 °C durchgefiihrt.

Zum Waschen wurden die beads in Waschpuffer 1 aufgewirbelt und in ein 15-ml-Gefdl3
iiberfithrt. Nach einer Inkubationsdauer von 10 Minuten bei 4 °C auf dem Rotationsrad

wurden sie abzentrifugiert (2000 rpm, 3 min, 4 °C). Danach wurden sie noch zweimal mit
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jeweils cirka 10 ml Waschpuffer 1 aufgewirbelt, inkubiert und anschlieend abzentrifugiert
(2000 rpm, 3 min, 4 °C). Auf die gleiche Art erfolgten die anschlieBenden Waschschritte mit
Waschpuffer 2 (dreimal: Aufwirbeln - Inkubieren fiir 2 min - Abzentrifugieren). Fiir die
Elution wurden die beads dann auf dieselbe Weise dreimal mit Elutionspuffer ohne
Glutathion versetzt, inkubiert und abzentrifugiert (2000 rpm, 3 min, 4 °C). Dann erfolgte die
eigentliche Elution mit Elutionspuffer mit Glutathion. 2 ml Puffer wurden auf die beads
gegeben und das Gemisch iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

5. Tag:

Die beads wurden abzentrifugiert (2000 rpm, 3 min, 4 °C) und vom Uberstand 30 pl
abgenommen, um ihn auf einem SDS-Gel zu analysieren, aulerdem wurde die Enzymaktivitit
im HIM-Assay bestimmt. Der Rest des Uberstandes wurde aliquotiert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei — 80 °C autbewahrt. Die beads wurden noch zwei weitere Male je 2
Stunden mit Elutionspuffer mit Glutathion inkubiert, abzentrifugiert und der Uberstand dann

auf dieselbe Art behandelt.

Alle hier aufgefiihrten Puffer enthalten Leupeptin, Aprotinin, Pepstatin A, PMSF und 1mM DTT

GST-Siulenpuffer:

20 mM Tris pH 8,0
300 mM NaCl

0,5 mM EDTA
0,5% NP 40

Waschpuffer 1:

20 mM Tris pH 8,0
M NaCl

0,5 mM EDTA

1% NP 40

Waschpuffer 2:

20 mM Tris pH 8,0
500 mM NaCl
0,5 mM EDTA

1% NP 40
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Elutionspuffer ohne Glutathion:

20 mM Tris pH 8,0
150 mM NaCl

0,5 mM EDTA
0,05% NP 40

12% Glycerin

Elutionspuffer mit Glutathion:

Wie Elutionspuffer ohne Glutathion
20 mM Glutathion
WICHTIG!! pH einstellen bei 7,5 bis 8,0

3.24 HIM-Assay/ HMT-Assay

3.24.1 »Spot-and-count“-Methode

Histonmethyltransferaseassays nach der ,,Spot-and-count“-Methode dienten dazu, in
rekombinant hergestellten Proteinen Methyltransferase-Aktivitit zu detektieren. Ebenso
eigneten sie sich, um die (inhibitorische) Wirkung verschiedener Substanzen auf

Histonmethyltransferasen zu testen.

HMT-Assay (40ul):

1pg H3-Peptid (bzw. 2 pg Histon H3, 10 pg Oktamer)

40 uM S-Adenosyl-Methionin

7,5-12,5 nCi/pl ~ S-Adenosyl-L-[methyl-*H]-Methionin

1-20ul Histonmethyltransferase (je nach Protein)

add 40 pl Methyltransferase-Puffer (10 mM HEPES pH 7,6; 25 mM NaCl; 1 mM EDTA, 10% Glycerol)

Nach Mischen aller Assaykomponenten wurde die Reaktion durch Zugabe der
Histonmethyltransferase gestartet. Bei den verschiedenen Experimenten wurde fiir 5 bis 60
min bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zupipettieren von Essigsdure auf eine
Konzentration von 10 mM im Endvolumen gestoppt. Dann wurden 33 ul des
Reaktionsansatzes auf p81-Filterpapier (spof) gegeben. Die Filterpapierchen wurden dreimal
fiir jeweils 10 Minuten in HIM-Puffer (50 mM Na,CO; pH 9,2) gewaschen und anschlieSend
getrocknet. Der Einbau von ‘H-markierten Methylgruppen wurde nach Zugabe von

Szintillationsfliissigkeit im Szintillationszahler gemessen (count).
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Die  Spot-and-Count-Methode  wurde unter anderem zum  Screening  einer
Komponentensammlung auf Inhibitoren oder Aktivatoren von SU(VAR)3-9 verwendet

(Abbildung 3-1).

Screening-Assay

.Poolen* von 2976 Substanzen des ,Compound
library* (31 Platten* 96 wells): 372 Pools

A2
i)l

Jml
ubstanzen
ﬁ% / SAM/SAM* als
! Methylgruppen Donor

H3- Peptld AS 1-19

Analyse im ~——1 _— .
400 Inkubation: 30 min,

Szintillationszahler: 30 °C

\'_/
Wenn die Aktivitdt von l

SU(VAR)3-9 weniger als
o Stoppen (100 mM CH3;COOH)
65% der Aktivitdt ohne

Inhibitoren ist, & l

dann Test jeder einzelnen =

Pool-Substanz.

Spotten auf p81- Papier (Kationenaustausch)

Abbildung 3-1: Ablauf des Screeningassays fiir Modulatoren der Histonmethyltransferase SU(VAR)3-9.
Konzentrationen der Assaykomponenten: circa 8 pg SU(VAR)3-9, 1 pg der gepoolten Substanzen, 1 pg H3-
Peptid (Aminoséduren 1-19 mit zusétzlichem Cysteinrest), 40 uM S-Adenosylmethionin (SAM) und S-

Adenosyl[methyl-*H]methionin mit einer spezifischen Aktivitit von 0,3 Ci/mmol.
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3.24.2 Autoradiographische Methode

Die autoradiographische Analyse der Histonmethyltransferaseaktivitit diente v. a. der
Visualisierung des Einbaus einer radioaktiv markierten Methylgruppe in Histon H3.

Das Reaktionsvolumen wurde dafiir auf 20 pl beschrankt und der Assay mit 6,6 ul 4*SDS-
Ladepuffer anstatt mit Essigsdure gestoppt. Ansonsten entsprach der Assayautbau dem unter
3.2.4.1 genannten. Histonmethyltransferasen und H3 im Assay wurden mittels eines 15%igen
Geles aufgetrennt. Nach Gellauf, konventioneller Farbung und Dokumentation des Geles
wurde dieses 30 min in Amplify-Losung geschiittelt, getrocknet und bei -80 °C zur
Belichtung auf einen Rontgenfilm gebracht. Mehrere Filme wurden unterschiedlich lange

belichtet (mehrere Stunden bis Tage) und anschlieBend entwickelt.

3.243 Massenspektrometrische Methode

Das Assayvolumen wurde auf 25 pl verkleinert und 2 pg H3 statt des H3-Peptids verwendet.
Radioaktiv markiertes S-Adenosyl-Methionin wurde nicht zugegeben. Statt des
Methyltransferasen-Puffers wurde Wasser verwendet. Der Assay wurde auf ein 17%iges Gel

zur Separation der Histone aufgetragen und weiterhin wurde wie unter 3.2.10 verfahren.



66 MATERIAL UND METHODEN

3.2.5 Zellkultur

Die Kultur von Drosophila SL2-Zellen und Sf9-Zellen aus Spodoptera frugiperda erfolgte bei
26 °C im Inkubator. Fiir die Zellhaltung wurden Zellkulturflaschen verwendet, fiir
Proteinexpressionen Schalen. Abhingig von der Dichte und Zahl der Zellen in Kultur wurden
diese etwa alle 3 bis 5 Tage gesplittet und frisches Medium wurde zugegeben. Dabei wurden
moglichst alle Zellen durch Beklopfen der Kulturflasche von der Oberfliche abgeldst. Ein
Teil der Zell-Medium-Suspension wurde in neue Zellkulturflaschen mit frischem Medium
tiberfiihrt, wobei die Verdiinnung zwischen 1:3 und 1:10 betrug. Zwischen dem Splitten
wurde tdglich kontrolliert, ob die Zellen bereits konfluent gewachsen waren, adhirent
wuchsen und sich nicht in zu groBler Zahl von der Oberfliche 16sten oder ob eine
Kontamination stattgefunden hatte. Bei Konfluenz und aufgrund zu hoher Dichte nicht mehr

adhirenten Zellen wurde gesplittet. Kontaminierte Zellen wurden verworfen.

Medium fiir SL2-Zellen:

Schneiders Drosophila Medium, revised von Gibco Invitrogen
mit 10% FCS (inaktiviert durch Inkubation bei 56 °C fiir 20 min) und Glutamin, Penicillin (50 U/ml) und

Streptomycin (50 pg/ml) versetzt

Medium fiir Sf9-Zellen:
S£-900 II SFM von Gibco Invitrogen
mit 10% FCS (inaktiviert durch Inkubation bei 56 °C fiir 20 min) und 4 mM Glutamin, Penicillin (50 U/ml) und

Streptomycin (50 pg/ml) versetzt

Fiir die Erstinfektion im Baculosystem wurde kein FCS zugegeben.
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3.2.6 Proteinexpression von E(z)-Komplex im Baculo-System

1. Tag:

Fiir die Expression der Proteine des E(z)-Komplexes wurden Sf9-Zellen verwendet. Die
Zellen wurden zunéchst auf 15-cm-Platten mit Sf-900-Medium ausgesét (1,2*10” Zellen pro
Platte), dann wurde eine Stunde gewartet, bis sie sich abgesetzt hatten und das Sf-900-
Medium abgesaugt und erneuert werden konnte (15 ml pro Schale). Fiir die Expression des
E(z)-Komplex mussten die Zellen mit Viren flir die entsprechenden Komplexkomponenten
koinfiziert werden. Dazu wurden jeweils 600 pl der verschiedenen Virenldosungen fiir die
Komponenten E(z), p55, SUZ(12) und ESC gemischt und die Mischung dann auf die Zellen
getraufelt.

Die Zellen wurden fiir eine Stunde langsam auf einem Schiittler geschwenkt, dann mit
weiteren 10 ml Sf-900-Medium (plus 10% Serum) versetzt, und 2 bis 2,5 Tage bei 26 °C
inkubiert.

3. Tag:

Die Zellen wurden mittels eines Gummischabers oder durch Auf- und Abpipettieren von den
Zellkulturschalen abgeldst und zusammen mit dem Mediumiiberstand in ein 250-ml-Gefdl3
tiberfiihrt. Anschliefend wurde das Gemisch zentrifugiert (4000 rpm, 20 min, 4 °C) und die
Zellen nach Verwerfen des Uberstandes in BC 300 + 0,1% NP40 resuspendiert. Fiir jede 15-
cm-Platte einer Baculoinfektion wurden 0,5 ml Puffer verwendet, so dass sich z.B. nach einer
Expression in 20 Platten die Zellen in 10 ml Puffer befanden. Durch dreimaliges Einfrieren in
flissigem Stickstoff und Wiederauftauen wurden die Zellen aufgeschlossen, anschliefend
wurde der Zelldebris abzentrifugiert (4000 rpm, 20 min, Hereuszentrifuge bei 4 °C). Der so
erhaltene Uberstand wurde als "Baculoextrakt oder "Zellextrakt" bezeichnet. Er wurde
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

4. Tag:

Um E(z)-Komplex aufzureinigen, wurde eine Affinitdtsreinigung iiber den Flag-tag von E(z)
durchgefiihrt. Hierfiir wurde zunéchst ein 1:1 Gemisch aus Flagbeads und BC 100 hergestellt.
(400 pl beads wurden vor Verwendung mehrmals mit jeweils frischem BC 100 gewaschen,
indem sie mit dem Puffer aufgewirbelt und dann abzentrifugiert wurden (1500 rpm, 2 min, 4
°C). Zuletzt wurden 400 pul BC 100 zu 400 pl beads pipettiert.) Dann wurden 10 ml
,Baculoextrakt®, 800 ul 1:1-Gemisch aus beads und BC 100 (Sigma) und 10 ml BC 0
zusammenpipettiert und fiir 2 Stunden bei 4 °C rotiert. AnschlieBend erfolgten die Wasch-

und Elutionsschritte:
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e Abzentrifugieren der beads (1500 rpm, 5 min, 4 °C).

e Viermal Inkubation mit 1 ml BC 300 + 0,1% NP40 fiir jeweils 20 min bei 4 °C mit
anschlieBender Zentrifugation (5 min, 3000 rpm, 4 °C).

e Zweimalige Aufnahme in 1 ml BC 100+NP 40, Mischen und Abzentrifugieren (1 min,
3000 rpm, 4 °C).

e Fiir die Elution wurden die beads mit 200 ul BC 100 ohne NP 40 versetzt, Flag-Peptid
wurde hinzugegeben (Endkonzentration 200 ng/ul) und das Gemisch iiber Nacht bei 4
°C rotiert.

5. Tag:

Die beads wurden mit dem Puffer in kleine BioRad-Saulchen iibertragen, welche in
Eppendorfgefile gestellt in der Tischzentrifuge zur Beschleunigung der FElution rotiert
wurden (3000 rpm, 2 min, 4 °C). Das Eluat im Eppendorf-Gefd3 wurde dann zur Analyse auf
ein Gel aufgetragen und seine Methyltransferaseaktivitidt in einem HIM-Assay gestestet.
Nochmaliges Inkubieren in derselben Puffermenge fiir 30 min eluierte noch mehr Protein,
allerdings in geringerer Konzentration. An den beads selbst blieben betrdchtliche Mengen

nicht-eluierten Proteins haften.

BC Puffer:

25 mM HEPES pH 7,6
X mM KCl

1 mM MgCl,

0,5 mM EGTA

0,5 mM EDTA

10 % (v/v) Glycerin

Fir BC 300 wird 300 mM, fir BC 100 100mM und fiir BC 0 kein KCI verwendet.
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3.2.7 Behandlung von Zellen mit Chaetocin

Die Versuche wurden mit Drosophila SL2-Zellen sowohl in 12-Kammer-Platten als auch in
75 cm? (250 ml) oder 175 cm? (650 ml) messenden Zellkulturflaschen durchgefiihrt. 12-
Kammer-Platten wurden verwendet, um die Toxizitdt bzw. Wirkung von Chaetocin auf das
Zellwachstum in verschiedenen Zell- und Inhibitorkonzentrationen abzuschétzen oder um die
Zellen mittels Immunfluoreszenz auszuwerten. Zellkulturflaschen wurden benutzt, wenn
Histone isoliert und deren Modifikationen mittels Massenspektrometrie oder Western Blot
analysiert werden sollten.

Zu Beginn eines jeden Experiments wurden Zellen in verschiedenen Behéltnissen in jeweils
gleicher Konzentration ausgesdht. Bei 12-Kammer-Platten waren dies Konzentrationen
zwischen 250000 Zellen pro ml und 2*10° Zellen pro ml, wobei die Kammern jeweils 1 ml
enthielten. Fiir die massenspektrometrischen Experimente wurden mindestens 2*10° Zellen
pro ml ausgesiht, wobei fiir die 75 cm?-Flaschen 30 ml und fiir die 175 cm?-Flaschen 40 ml
verwendet wurden.

Nachdem sich die Zellen innerhalb von 1-2 Stunden abgesetzt hatten, wurden verschiedene
Verdiinnungen von Chaetocin ins Medium pipettiert und durch ldngeres Schwenken
gleichmdfBig in diesem verteilt. Dann wurden die Zellen iiber einen Zeitraum von 1 bis 8
Tagen inkubiert, wobei das Medium iiber die gesamte Dauer belassen wurde.

Mit den 12-Kammer-Platten wurde wie unter 3.2.8 beschriecben verfahren, die
Zellkulturflaschen wurden geerntet, die Histone sauer extrahiert und Histonmodifikationen

mittels Massenspektrometrie analysiert.

3.2.8 Zellwachstumsassay

Drosophila SL2-Zellen, die wie unter 3.2.7 beschrieben mit Chaetocin behandelt worden
waren, wurden tiglich gezdhlt. Fiir die Zdhlung mussten die adhédrenten Zellen voriibergehend
vom Kulturflaschen- oder Kammerboden geldst werden. Dazu wurde das Medium mehrmals
auf und abpipettiert. Dann wurde eine geringe Menge der Zellsuspension entnommen (50 pl
pro Kammer und 0,5 ml pro Kulturflasche) und mit 0,4%igem Trypanblau versetzt
(Endkonzentration von Trypanblau 0,04%). 12,5 ul der Suspension wurden in eine Neubauer-
Zahlkammer gegeben und gezdhlt. Die aufgewirbelten Zellen in den Kulturflaschen setzten

sich nach einiger Zeit wieder ab und wurden bis zur ndchsten Zéhlung weiter inkubiert.



70 MATERIAL UND METHODEN

3.2.9 Saure Extraktion von Histonen

Fiir die Analyse der Wirkung von Chaetocin auf die Histonmethylierung in vivo wurden
Drosophila SL2-Zellen wie zuvor beschrieben mit dem Inhibitor behandelt und die Histone
dann sauer extrahiert und massenspektrometrisch oder mittels eines Western Blots analysiert.
Um geniigend Material fiir die Durchfiihrung einer sauren Extraktion zu erhalten, waren zum
Erntezeitpunkt mindestens 10¢ Zellen im gesamten Zellkulturgefdl notwendig. Die Extraktion
der Histone verlief wie folgt:

Die SL2-Zellen wurden durch Schiitteln in Losung gebracht und in 50-ml-Gefédl3e iiberfiihrt.
Dann wurden sie abzentrifugiert (10 min, 1000 rpm, 4 °C). Die weiteren Schritte erfolgten auf
Eis. Das Zellpellet wurde zum Waschen in 2 ml kaltem PBS resuspendiert, in ein 15-ml-
Gefall iibertragen und anschlieBend erneut zentrifugiert. 7,5 ml N-Puffer wurden
hinzugegeben und die Suspension dann mit 500 pl N-Puffer plus Triton X 6% (30 pl Triton X
100% in 470 pl N-Puffer) versetzt (d.h. insgesamt 8 ml N-Puffer + 0,375% Triton X) und bei
4 °C fiir mindestens 10 Minuten rotiert.

Das Gemisch wurde vorsichtig auf 4 °C kalte Saccharosecushion in einem 50-ml-Gefal3
geschichtet und dann durch die Cushion hindurchzentrifugiert (4000 rpm, 20 min, 4 °C). Das
Pellet wurde zum Waschen in 2 ml N-Puffer resuspendiert, in ein 15ml-Gefal} iiberfiihrt und
erneut zentrifugiert (15 min, 4000 rpm, 4 °C). Nun wurde 1 ml 0,4 M HCI (0,5 ml 0,8 M HCI
in 0,5 ml PBS) zugegeben, das suspendierte Pellet in ein Eppendorf-Gefall pipettiert und
dieses 3 Stunden bis liber Nacht bei 4 °C rotiert. Nach erneuter Zentrifugation (13000 rpm, 15
min, 4 °C) und Uberfiihren des Uberstandes in ein anderes Gefil3, wurde das Pellet nochmals
eine Stunde mit 0,4 M HCI inkubiert und hernach wie beschrieben verfahren. Die vereinigten
Uberstinde wurden in Dialyseschliduche (6000-8000 MW, Durchmesser 1 cm) gegeben und
dann dreimal eine Stunde oder {iber nacht gegen 100 mM Essigsdure dialysiert. Die
dialysierten Losungen wurden zumeist auf drei Eppendorf-Gefile verteilt und auf Trockeneis
schockgefroren. Dann erfolgte die Evaporation im Lyophilisator, die normalerweise einige
Stunden benoétigte. Der so erhaltene Proteinpuder wurde in 2*Lammli-Puffer gelost und auf
ein 17%iges Gel aufgetragen. Weiter wurde mit den Proben wie unter 3.2.10 oder 3.2.11

beschrieben verfahren.
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PBS (Phosphate buffered saline):

140 mM NaCl

2,7 mM KCl

8,1 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,

pH 7,4 (mit HCI) einstellen

N-Puffer:

10% Saccharose
0,5 mM EGTApH 8
60 mM KCl1

15 mM NaCl

15 mM HEPES

1 mM PMSF

5 pg/ml Aprotinin
5 pg/ml Leupeptin
5 pg/ml Pepstatin A
1 mM DTT

Saccharose-cushion:
Wird es dem N-Puffer hergestellt.

Der einzige Unterschied ist der hdhere Saccharosegehalt von 20 %.
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3.2.10 Massenspektrometrie

3.2.10.1 Propionylierung und Trypsinverdau

Histone fiir die massenspektrometrische Analyse wurden zunichst mittels SDS-PAGE (17%-
Gele fiir SL2-Zellen) separiert, fixiert (siche 3.2.1.2), dreimal je flinf Minuten in
monodestilliertem Wasser geschiittelt und dann mit SimplyBlue TM SafeStain fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur gefarbt. Die Entfarbung erfolgte wiederum mit monodestilliertem
Wasser.
Die zu analysierenden Banden (hier H3) wurden ausgeschnitten, zerkleinert und in nicht-
silikonisierten Eppendorf-Gefdflen weiter unter Schiitteln mit dreimal 200 pl H.O fiir jeweils
15 min entfarbt. Die nun beschriebenen Schritte wurden durchfiihrt, bis die Gelstiicke
vollstidndig entfarbt waren (zumeist 2-3 Mal):

e FEinmal Waschen in 200 pul H,O fiir 15 min.

e Einmal Waschen in 200 pl 50% ACN (Acetonitril) 50% H,O fiir 15 min.

e Einmal Waschen in 200 pl 100% ACN fiir 15 min.
Nach dem letzten Schritt musste das Acetonitril verdunsten. Nun erfolgte die chemische
Modifikation (Propionylierung) der Gelstiicke. Es wurden nacheinander 5 pul
Propionsdureanhydrid, 13 pl 1 M Ammoniumbicarbonat und 2 pl Natriumpropionat (als
Katalysator) zu den Proben gegeben und das Gemisch wurde 5 min im Thermomixer bei 37
°C und 800-900 rpm geschiittelt. AnschlieBend wurden nochmals 40 pl
Ammoniumbicarbonat zugegeben, wobei darauf zu achten war, dass die durch die Reaktion
entstehenden Luftblasen entweichen konnten. Die so behandelten Proben wurden 1-3 Stunden
bei 37 °C im Thermomixer bei 600 rpm inkubiert.
Fiir den Trypsinverdau wurden die Proben nochmals dreimal 20 min in jeweils 200 pl H.O
gewaschen, dann einmal in 200 pl 50% ACN 50% H.O, dann einmal in 100% ACN. Dann
wurden 1,2 pl Trypsin (Promega) in einer Konzentration von 200 ng/ul und 10 pl
Ammoniumbicarbonat 100 mM (pH 8) zugegeben und das Gemisch fiir 10 min bei 37 °C und
rpm geschiittelt. AnschlieBend wurde Ammoniumbicarbonat 100 mM zu einem Endvolumen
von 40 ul hinzupipettiert. Die Reaktion wurde mindestens 3 Stunden bis iiber nacht im

Thermomixer inkubiert.
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3.2.10.2  Peptidextraktion

Fiir die Peptidextraktion aus den Gelstiicken wurden die iiber nacht inkubierten Proben
zunéchst zentrifugiert, die Verdaulosung abgenommen, 30 ul Ammoniumbicarbonat 40 mM
zupipettiert und dann nochmals 20 min geschiittelt (600 rpm, 37 °C). Die eigentliche
Extraktion verlief folgendermafen:

e Zentrifugation der Proben und Uberfiilhren des Uberstandes in ein neues
Eppendorfgefall.

e Zweimal Zugabe von 40 ul ACN (Acetonitril) 100% und Inkubation unter Schiitteln
(600 rpm) fiir 20 min. Danach kurzes Abzentrifugieren der Gelstiicke und Sammeln
des Uberstandes im neuen Eppendorfgefil.

e Einmal Zugabe von 40 pl Ameisensdure 5% und Inkubation unter Schiitteln (600 rpm)
fiir 20-30 min. Danach Abzentrifugieren der Gelstiicke und Sammeln des Uberstandes.

e Zweimal Zugabe von 40 ul ACN (Acetonitril) 100% und Inkubation unter Schiitteln
(600 rpm) fiir 15 min. Danach Abzentrifugieren der Gelstiicke und Poolen aller
Uberstiinde.

Die gepoolten Uberstinde wurden in Trockeneis schockgefroren und anschlieBend im
Lyophilisator evaporiert. Sie wurden bis zur massenspektrometrischen Analyse bei -20 °C

aufbewabhrt.

3.2.10.3  Zip-Tip-Priparation

Im AnschluB3 an chemische Modifikation (Propionylierung) und Trypsinverdau mussten die
peptidhaltigen Proben fiir die massenspektrometrische Analyse mittels MALDI-TOF (matrix
assisted laser desorption ionisation — time of flight) vorbereitet werden. Hierfiir wurden sie in
eine Matrix aufgenommen und auf ein target gebracht, mit dem sie ins Massenspektrometer
eingebracht werden konnten.

Fiir die Vorbereitung einer Probe waren folgende Schritte notwendig:

Zundchst wurde die Probe aufgetaut und mit 10 pl 0,1 bis 1% TFA (Trifluoressigséaure)
resuspendiert. Die ZipTip-Spitzen wurden auf 10-pl-Pipetten gesteckt und durch mehrmaliges
langsames Auf- und Abpipettieren von 10 pl 50% ACN (Acetonitril)/50% Wasser gewaschen.
Im Anschlu wurden die Spitzen mit 0,1% TFA &quilibriert, indem auch diese Ldsung
mehrmals auf- und abpipettiert wurde. Dann wurde die Probenldsung drei bis vier Male durch
die ZipTip-Spitze gezogen und am Ende verworfen. AnschlieBend wurde wieder mit 0,1%

TFA gewaschen, allerdings musste beim Abpipettieren der Losung diese nun jeweils
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verworfen werden, da sie sonst die TFA mit der Probenlosung verunreinigt hitte. Beim
letzten Abpipettieren wurden etwa 5 pl Losung in der ZipTip-Spitze belassen und diese von
der Pipette genommen. In eine kleinere Pipettenspitze (2-pl-Pipette) wurde 1 pl Matrix
aufgenommen. Die ZipTip-Spitze mit der adhirenten Probenlosung wurde auf diese Spitze
gesteckt, dann wurde die Matrix durch die ZipTip-Spitze auf das Target pipettiert. Dabei

sollte die Probe in der Matrix eluiert und mit auf das Target gebracht werden.

Matrix (0-Cyano-4-hydroxyzimtsiure):

1 Spatelspitze  a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure

50% Acetonitril

0,6% Trifluoressigséure
Vortexen

Zentrifugieren

Nur den Uberstand verwenden.

Wenn alle Proben auf das Target pipettiert waren, wurde gewartet, bis die Fliissigkeit bei
Raumtemperatur verdunstet war, die Proben wurden dazu unter den Abzug gebracht. Im
Anschlufl daran konnte das Target ins Massenspektrometer eingebracht und die Proben

analysiert werden.
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3.2.11 Western Blot

Beim Western Blot wurden die in einem SDS-Gel aufgetrennten Proteine auf eine Membran
iibertragen, auf der mit spezifischen Antikérpern Proteine mit entsprechenden Epitopen
detektiert wurden.

Dazu wurde eine PVDF-Membran (Hybond P, Amersham Biosciences) auf GelgroBe
zurechtgeschnitten, mit Methanol benetzt und zusammen mit dem SDS-Gel, Filterpapieren
und vier bis sechs Schwdmmen in Westernblotpuffer getrdnkt. Der Western Blot wurde

folgendermallen zusammengebaut:

Anode

| | .

| | Schwamme

I . Fl|terpap|erpVDF_Membl'an

Transfer | | o

Filterpapier

| |

| | Schwamme

Kathode

Abbildung 3-2: Aufbau des Western Blots. Gel und Membran wurden aufeinander gelegt, wobei die PVDF-
Membran auf Seiten der Anode lag. Auf beide Seiten wurden Filterpapiere und jeweils 2 bis 3 Schwimme

geschichtet. Dann wurde die Box verschlossen.

Bei einer Stromstidrke von 400 mA bzw. bei cirka 100 V wurde der Blot fiir etwa eine Stunde

unter Kiihlung in Westernblotpuffer durchgefiihrt.

Westernblotpuffer

25 mM Tris

192 mM Glycin
15% (v/v) Methanol

0,02% (w/v)  SDS
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Die mit den Proteinen ,beladene” Membran wurde zum Absittigen mindestens eine halbe
Stunde in 5% (w/v) fettfreiem Milchpulver (gelost in PBS + 0,1% Tween) geschwenkt.
Anschliefend wurde sie fiir mindestens eine Stunde mit der Primérantikorper-Losung
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen (je 5 min) in PBS + 0,1% Tween wurde die Membran
fiir 30 min mit dem verdiinnten Sekundérantikorper inkubiert und anschlieBend erneut dreimal

(je 10 min) in PBS + 0,1% Tween gewaschen.

Primirantikorperlosung:

Antikdrper in 5% (w/v) fettfreiem Milchpulver, in PBS-Tween geldst;
Verdiinnung je nach Antikdrper von 1:500 bis 1:2000

Sekundirantikorperlosung:

Antikdrper, mit Meerrettichperoxidase gekoppelt (in 5% (w/v) fettfreiem Milchpulver, in PBS-Tween gelost);
Verdiinnung: 1:10 000

Nach dem Waschen wurden die Protein-Antikdrper-Komplexe des Western Blot mit dem
ECL-Kit™ (enhanced chemoluminescence, Western Blotting Detection Reagent; Amersham
Biosciences) autoradiographisch nachgewiesen. Die Membran wurde hierzu auf ein Stiick
Haushaltsfolie gelegt und fiir eine Minute mit 1 ml eines 1:1-Gemisches aus Losung A und
Losung B benetzt. Dann wurde sie in Folie verpackt und in einer Filmkassette gegen einen
Rontgenfilm (Super RX, Fuji) exponiert. Je nach gewiinschter Signalstirke wurde zwischen

einigen Sekunden und 30 Minuten exponiert.
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3.2.12 Fliegenhaltung

Drosophila melanogaster In(1)w™*/Su(var)3-9/+ Fliegen wurden bei einer Temperatur von
18-25 °C in Stopfen-Glisern (Zwei verschiedene GroBBen: Durchmesser 27 mm bzw. 52 mm,
Hoéhe 95 mm bzw. 99 mm), die zu etwa 4 mit Ndhrmedium gefiillt waren, gehalten. Nach 10-
14 Tagen konnten die neu geschliipften, adulten Fliegen in neue Glaser umgesetzt werden.

Dies geschah unter Narkose der Fliegen mit CO».

Fliegennihrmedium:

1,51 Wasser

12g Agar

27 g Trockenhefe
15¢g Sojamehl
33g Riibensirup
120 g Malzextrakt
120 g Maismehl
9,3 ml Propionsaure
36¢g Nipagin

3.2.13 Behandlung von Fliegen mit Chaetocin

Fiir die Testung der Wirkung von Chaetocin wurden die Fliegen in Gldsern mit speziellem
Instant Drosophila Medium (SIGMA) gehalten, das ohne Kochen angeriihrt werden konnte
und dem Chaetocin in DMSO gelést und DMSO bzw. Butanol in unterschiedlichen
Konzentrationen zugegeben wurden. Nachdem die Fliegen Eier abgelegt hatten und Larven
im Medium sichtbar wurden, wurden die adulten Fliegen aus den Glésern entfernt. Die neu
geschliipften Fliegen wurden dann unter dem Mikroskop in CO,-Narkose auf Verdnderungen

des Augenpigmentes untersucht, Gruppen zugeteilt und entsprechend ausgezéhlt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 MODULATOREN DER HISTONMETHYLTRANSFERASE SU(VAR)3-9

Ausgangspunkt der Suche nach Modulatoren von Histonmethyltransferasen war eine
Komponentensammlung des Hans-Knoll-Instituts fiir Naturstoffforschung.

Als Enzym fiir die Testung aller Komponenten der Sammlung auf etwaige aktivierende oder
inhibierende Wirkung wurde Drosophila melanogaster SU(VAR)3-9 delta 213 gewéhlt, eine
Histonmethyltransferase, die in groBen Mengen und hochaktiv in Bakterien rekombinant
herstellbar ist und Histon H3 an Lysin 9 methyliert.

Fiir das Screening wurden jeweils 8 Substanzen der Komponentensammlung gepoolt und das
inhibitorische Potential des Pools in einem Spot-and-Count-Assay gepriift (siche 3.2.4.1).
Sank die Aktivitit von SU(VAR)3-9 nach Zugabe der gepoolten Substanzen auf unter 65%
seiner Aktivitét bei alleiniger Zugabe von DMSO, so wurde der Pool als ,,positiv* angesehen.
In diesem Fall wurde jede Komponente des Pools dann noch einmal einzeln auf ihr
inhibitorisches Potential getestet (Abbildung 3-1).

In dem so durchgefiihrten Screening waren 25 der getesteten 372 Pools positiv. Bei
Einzeltestung der in den 25 Pools enthaltenen 200 Komponenten erniedrigten 41 Substanzen
die Histonmethyltransferaseaktivitidt von SU(VAR)3-9 auf unter 40% des Ausgangswertes, 9
Substanzen auf unter 10% (Abbildung 4-1).

Ein Inhibitor wurde definiert als eine Substanz, die bei einer Konzentration von 25 mg/l im
Assayvolumen die Aktivitit von SU(VAR)3-9 auf unter 25% des normalen Wertes
vermindert. (Die Konzentration konnte nur in mg/l angegeben werden, da die molare Masse
der meisten Stoffe nicht bekannt war.) Dieser Definition entsprachen 28 Substanzen. Eine

Zusammenstellung zeigt Tabelle 4-1.
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159 Su(var)3-9 nicht hemmend

Su(var)3-9 delta 213

M Restaktivitidt 30-40%

O Restaktivitdt 20-30%

W Restaktivitdt 10-20%

ORestaktivitit < 10%

_

—

hemmend

Nicht modulierend: 347
Pools mit 2776
Substanzen

25 Pools mit insgesamt 200 Substanzen, davon 41

Abbildung 4-1: Ergebnisse des Inhibitorenscreenings. Das Kuchendiagramm zeigt den Anteil positiver Pools

und den Anteil der Substanzen, die die SU(VAR)3-9-Aktivitét auf unter 40% verringerten an der Gesamtheit der

getesteten Substanzen. 25 der 372 Pools waren positiv, von den darin enthaltenen 200 Substanzen verringerten

insgesamt 41 die Aktivitit von Suvar auf unter 40%, 159 Substanzen hemmten nicht.

Tabelle 4-1: Substanzen, die im Screening die SU(VAR)3-9-Aktivitit unter 25% des Ausgangswertes

verringerten. Die 28 Inhibitoren sind geordnet nach ihrem inhibitorischen Potential. Substanzen, deren Namen

nicht bekannt waren, sind mit Plattennummer und Position angegeben.

Position Substanzname Restaktivitit
SU(VAR) delta 213
in Prozent

Platte 59, Substanzname nicht bekannt 0%

Position C05

Platte 57, (R,R)-Bis{2-[1- 0,80%

Position A12 (methylamino)ethyl]phenyl} diselenid
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Position Substanzname Restaktivitit
SU(VAR) delta 213
in Prozent

Platte 32, Chaetocin 2,60%

Position F 09

Platte 60, N-o-Carboxyphenyl-D-xylosylamin 2,90%
Position G12

Platte 41, 3-Dimethylamino-5-(2-thienylcarbonyloximino)-2- | 3,30%
PositionG12 thioxothiazolidin-4-on

Platte 56, Substanzname nicht bekannt 4,50%
Position C07

Platte 57, 5-Isobutyl-3-(3'-thienyl)-pyraz-4-on-1,2-dioxid 6,20%
Position C 09

Platte 32, Substanzname nicht bekannt 9,10%
Position E 03

Platte 57, (S,S)-Bis-[1-(8-hydroxy-2-methoxy-5,6,7,8- 9,50%
Position A 09 | tetrahydronaphthyl)]diselenid

Platte 59, Substanzname nicht bekannt 10,60%
Position E 05

Platte 56, Norstictic acid 10,60%

Position F 09

Platte 41, Substanzname nicht bekannt 11,10%
Position A 01
Platte 50, 9-Aminoacridiziniumbromid 11,70%
Position A 05
Platte 41, Substanzname nicht bekannt 12,50%
Position A 03
Platte 47, Substanzname nicht bekannt 12,80%
Position H12
Platte 60, 8-0x0-12-nordriman-11-sduremethylester 14,30%

Position D 12

Platte 37, Substanzname nicht bekannt 15,60%
Position F 06
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Position Substanzname Restaktivitit
SU(VAR) delta 213
in Prozent

Platte 55, 8-Aminoacridiziniumbromid 16,60%

Position D 11

Platte 54, Substanzname nicht bekannt 17,20%

Position H 08

Platte 57, 6-Amino-2-nitro-8-thioxo-8,9-dihydro-5-oxa-9-aza- | 18,00%

Position G 01 | benzocyclohepten-7-carbonsdureethylester

Platte 34, Substanzname nicht bekannt 18,20%

Position C 08

Platte 57, (4R,6R)-4-Brom-7,7-dichlorspiro[bicyclo[3,2,0]- 18,90%

Position C 01 | hept-2-en-6,2'-oxiran]

Platte 32, Purpurogallin 20,60%

Position C 11

Platte 40, 2,3-Dichlor-4b,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro1,4- 21,30%

Position D 08 | dihydroxybenzo[3,4]cyclobuta[1,2-b]cycloocten

Platte 55, 3-Benzoylnaphtho[1,2-b]furan-4,5-dion 21,60%

Position E 11

Platte 35, Substanzname nicht bekannt 22,10%

Position G 04

Platte 40, Substanzname nicht bekannt 22,90%

Position H 12

Platte 47, 21-Hydroxypregnenolon-3,12-dibenzoat 24,70%

Position E 06

Da das Screening nicht mit Histon H3 sondern mit H3-Peptid durchgefiihrt worden war,
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass einige der gefundenen Inhibitoren nicht an
SU(VAR)3-9 selbst angriffen, sondern ihre hemmende Wirkung durch Angriff am bzw.
Interaktion mit dem Substrat H3-Peptid enfalteten. H3-Peptid enthdlt die ersten 19
Aminosduren von H3 plus einen zusétzlichen Cysteinrest. Dieser Unterschied zum
eigentlichen Histon H3 konnte dann bedeuten, dass bei einigen der als Inhibitoren

identifizierten Substanzen mit Histon H3 als Substrat und auch in vivo keine Hemmung mehr
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stattfinde. Um solche potentielle peptidspezifische Effekte auszuschlieBen, wurden einige
Inhibitoren nochmals in einem Standardmethyltransferaseassay mit rekombinantem Histon
H3 als Substrat getestet. Der Versuch wurde mittels der autoradiographischen Methode
ausgewertet (siche 3.2.4.2). Wie in Abbildung 4-2 zu sehen, waren tatsichlich einige der
Substanzen bei Testung mit rekombinantem Histon weniger wirksam als im vorherigen
Screening. Chaetocin aber war auch hierbei ein potenter Inhibitor. DMSO, das Losungsmittel

der Substanzen, zeigte keinen inhibitorischen Effekt.

Mock

DMSO

Chaetocin

59C5H
Diselenid-Derivat
S59ES

41 A1
Dichloroctahydrodihy
droxybenzocyclobuta
cycloocten
Purpurogallin

Histon H3

1
'

Autoradiogramm

Su(var) 3-9 A 213

Histon H3

Abbildung 4-2: SDS-PAGE-Analyse von in vitro methyliertem H3 unter Zugabe von jeweils 10 pg eines
Inhibitors. Fehlendes Signal im Autoradiogramm bedeutet Inhibition. Im Reaktionsvolumen: ca. 8 pg
SU(VAR)3-9, 2 ug H3, 1 pg Inhibitor, 40 uM SAM mit spezifischer Aktivitit von 0,6 Ci/mmol.
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Daneben wurden von einigen der Inhibitoren auch Verdiinnungsreihen angefertigt und die
Verdiinnungen mit SU(VAR)3-9 delta 213 im Standardmethylierungsassay getestet. Dies
diente v.a. der groben Abschétzung der halbmaximalen Hemmkonstante ICsy. Die Ergebnisse

zeigt Abbildung 4-3.
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Abbildung 4-3: Aktivitit von SU(VAR)3-9 nach Zugabe von Verdiinnungen verschiedener Inhibitoren des
Screenings. Standardmethylierungsassay. Die Stock-Losungen der Inhibitoren wurden jeweils 1:1, 1:5 und 1:10
mit DMSO verdiinnt und jeweils 1 pl ins Reaktionsvolumen gegeben. Fiir die Konzentration 2 pg/40 pl
(Assayvolumen) wurden jeweils 2 pl Stocklosung zugegeben. Da die Molekulare Masse der Substanzen zumeist
nicht bekannt war, wurde die Konzentration in pug/40 pl Assayvolumen angegeben. 41 G12: 3-Dimethylamino-5-
(2-thienylcarbonyloximino)-2-thioxothiazolidin-4-on. 47 H12; 41 AO1; 32 E03: Namen unbekannt. 32 F09:
Chaetocin. Aufgrund der geringen verfligbaren Menge der jeweiligen Inhibitoren (10 pl) konnten bei diesem

Versuch keine Standardabweichungen berechnet werden.

Wie aus der Abbildung ablesbar, war die halbmaximale Hemmkonzentration ICsy fiir
Chaetocin kleiner als 2,5 mg/l, fiir 32E3 ungefdhr 5 mg/l, fiir 41A1 lag sie zwischen 5 und
12,5 mg/l. 3-Dimethylamino-5-(2-thienylcarbonyloximino)-2-thioxothiazolidin-4-on und die
Substanz 41G12 hemmten beide bei einer Konzentration von etwa 12,5 mg/l im

Assayvolumen halbmaximal.
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4.2 WIRKUNG VON CHAETOCIN AUF VERSCHIEDENE
HISTONMETHYLTRANSFERASEN IN VITRO

Einer der stirksten Hemmstoffe im Screening mit SU(VAR)3-9 war Chaetocin, ein
Mykotoxin, das bei der Fermentation von Chaetomium minutum erzeugt wird. Chaetocin
gehort zu den 3-6-Epidithiodiketopiperazinen (ETPs).

Abgesehen vom Screening inhibierte Chaetocin auch in der nachfolgenden Testung mit
Histon H3 SU(VAR)3-9. Ebenso hemmte es auch schon bei geringen Konzentrationen
(Abbildung 4-3).

Fiir eine weiterfiihrende Testung der Wirkung von Chaetocin in vitro auf SU(VAR)3-9 und
andere Histonmethyltransferasen sprach neben seinem inhibitorischen Potential v.a. seine

relativ einfache Verfiigbarkeit in gro3eren Mengen.

4.2.1 Chaetocin hemmt Drosophila melanogaster SU(VAR)3-9 delta 213 und
Wildtyp

Im Screening mit SU(VAR)3-9 stand Chaetocin an dritter Stelle der besten Inhibitoren. Dort
hemmte Chaetocin bei einer Konzentration von 25 mg/l SU(VAR)3-9 auf 2,6% Restaktivitat
(Tabelle 4-1). Selbst bei einer Verdiinnung auf 2,5 mg/l zum Vergleich der ICsy mit anderen
Inhibitoren wurde SU(VAR)3-9 noch auf unter 20% Restaktivitét inhibiert (Abbildung 4-3).
Zur exakteren Bestimmung der halbmaximalen Hemmkonzentration ICsy von Chaetocin
wurde SU(VAR)3-9 A213 daher in einem Spot-and-Count-Assay mit steigenden
Konzentrationen von Chaetocin versetzt.

Da sich SU(VAR)3-9 A213 vom Wildtyp des Enzyms durch 213 deletierte N-terminale
Aminosduren unterscheidet, sollte auch eruiert werden, ob die Hemmung auf die
Deletionsmutante beschrinkt oder dort stirker sei. Deshalb wurde auch die Aktivitit
SU(VAR)3-9 wt mit steigenden Chaetocin-Konzentrationen getestet.

Wie in Abbildung 4-4 zu sehen, werden sowohl SU(VAR)3-9 A213 als auch SU(VAR)3-9 wt
von Chaetocin mit einer ICsp von circa 1 uM gehemmt. Der N-Terminus des Enzyms scheint

fiir die Hemmung also nicht wesentlich zu sein.
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Abbildung 4-4: Aktivitit von SU(VAR)3-9 nach Zugabe steigender Chaetocin-Konzentrationen.
Standardmethylierungsassays wurden unter Zugabe steigender Chaetocin-Konzentrationen durchgefiihrt und

nach 30 min gestoppt. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus je zwei Reaktionsansétzen.

Neben der Spot-and-Count-Methode wurde ein entsprechend aufgebauter Versuch (mit
SU(VAR)3-9 delta 213, Histon H3 aber ohne radioaktiv markiertes SAM) auch
massenspektrometrisch analysiert (Abbildung 4-5). Wie in der Abbildung ersichtlich,
korrelieren niedrige Konzentrationen an Chaetocin mit verminderter Di- und Trimethylierung
von Histon H3 Lysin 9, hohere Konzentrationen auch mit einer verminderten

Monomethylierung.
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Abbildung 4-5: Methylierung von Histon H3 Lysin 9 durch SU(VAR)3-9 delta 213 bei Zugabe steigender
Chaetocinkonzentrationen zum Assay. Ein Standardmethylierungsassay wurde auf einem SDS-Gel
aufgetrennt und massenspektrometrisch  analysiert. Unmod: Unmodifizierter Lysin-9-Rest. Me:
Monomethylierung von Lysin 9. Me2: Dimethylierung. Me3: Trimethylierung. Die geringere Masse von Di- und
Trimethylierung ist bedingt durch Propionylierung und anschlieBenden Trypsinverdau (siehe 3.2.10.1). Die
Peakhohe steht fiir die Menge der betreffenden Modifikation.
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4.2.2 Chaetocin hemmt SU(VAR)3-9 kompetitiv

Nachdem das inhibitorische Potential von Chaetocin nidher charakterisiert worden war, stellte
sich die Frage, auf welche Art die Hemmung von SU(VAR)3-9 vonstatten ginge. Kompetitive
Hemmung von SU(VAR)3-9 lage vor, wenn Chaetocin einem der Substrate SAM oder Histon
H3 dhnlich wire und mit diesen um das aktive Zentrum von SU(VAR)3-9 konkurrierte. Bei
der nicht kompetitiven Hemmung wiirde Chaetocin nicht mit den Substraten um die Bindung
am aktiven Zentrum konkurrieren. Zur Klarung des Hemmtyps eignet sich die Erstellung
eines Lineweaver-Burk-Diagrammes, hierfiir wurde der Standardmethyltransferaseassay
(siehe 3.2.4.1) leicht variiert. Die Standardmethyltransferasereaktionen wurden in Tripletts fiir
jeweils 5 Minuten durchgefiihrt, wobei die Konzentration von Histon H3 konstant bei 3,2 uM
gehalten und die Konzentration von SAM (inklusive radioaktiv markiertem SAM) zwischen 5
und 60 uM variiert wurde. Chaetocin wurde in steigenden Konzentrationen von 0 bis 6 uM
zugegeben. Abbildung 4-6 zeigt die Abhéingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten v von den
SAM-Konzentrationen in doppeltreziproker Auftragung.
Alle Kurven der Abbildung schneiden die Ordinate im selben Schnittpunkt, fiir den gilt:

Y =1/ Vimax
Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit vmax aller Reaktionen liegt daher etwa bei 21,05
pmol CHjs/min, per definitionem wiirde Chaetocin SU(VAR)3-9 also kompetitiv hemmen.
Das wiirde bedeuten, dass Chaetocin anstelle des natiirlichen Substrates S-Adenosylmethionin
an das aktive Zentrum von SU(VAR)3-9 binden und mit SAM konkurrieren kénnte. Erst bei
hoheren = SAM-Konzentrationen  wiirde es  verdringt und die  maximale
Reaktionsgeschwindigkeit v,y erreicht.
Aus dem Schnittpunkt mit der Abszisse wurde fiir die ungehemmte Reaktion die
Michaeliskonstante K, nach folgender Formel errechnet:

X=-1/Kn
Die Michaeliskonstante K,, ist diejenige Substratkonzentration, bei der das Enzym mit

halbmaximaler Geschwindigkeit arbeitet, fiir SU(VAR)3-9 ist dies 8,57 uM SAM.
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Abbildung 4-6: Kompetitive Hemmung von SU(VAR)3-9 delta 213 durch Chaetocin in der Auftragung
nach Lineweaver und Burk. Standardmethylierungsassays wurden leicht variiert in Tripletts durchgefiihrt. Die
Konzentration von Histon H3 wurde konstant bei 3,2 uM gehalten. SAM (plus radioaktiv markiertes SAM)
wurde in Konzentrationen von 5 bis 60 uM zugegeben. Es wurden Kurven fiir 0 uM, 1,5 uM, 3 uM, 4,5 uM und
6 uM Chaetocin erstellt, indem die Reaktionsgeschwindigkeiten und Substratkonzentrationen jeweils reziprok

aufgetragen wurden. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus drei Reaktionsansétzen.

Nach der gleichen Formel ergaben sich fiir die verschiedenen Chaetocinkonzentrationen die
scheinbaren (apparenten) Michaeliskonstanten K, opp der gechemmten Reaktionen, die mit der
Inhibitorkonstanten K tiber folgende Formel verkniipft sind:

I
mapp (1+ []
K;

K ) K,

Dabei ist [I] die Konzentration des Inhibitors. Aufgeldst nach K; ergibt sich:

Die Inhibitorkonstante K; ist ein MaB fiir die Affinitdt zwischen Enzym und Inhibitor. Sie gibt

diejenige Konzentration des Inhibitors an, bei der die apparente Michaeliskonstante Ky, 4pp der
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gehemmten Reaktion gerade doppelt so grofl ist wie die Michaeliskonstante K, der
ungehemmten Reaktion.

Tabelle 4-2 fiihrt die Ergebnisse der Berechnungen fiir die verschiedenen im Lineweaver-
Burk-Diagramm verwendeten Chaetocinkonzentrationen auf. Der Durchschnittswert aller

errechneten Inhibitorkonstanten ist K; = 1,37.

Tabelle 4-2: Errechnete scheinbare Michaeliskonstanten K, ,;,, und Inhibitorkonstanten K; bei den

verschiedenen Chaetocinkonzentrationen im Lineweaver-Burk-Diagramm.

Chaetocin (uM) Scheinbare Michaeliskonstante K, app Inhibitorkonstante K;

(uM SAM) (uM Chaetocin)
1,5 22,94 0,89
3 23,77 1,69
4,5 36,22 1,39

6 44,78 1,42
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4.2.3 Chaetocin hemmt auch nach Spaltung seiner Disulfidbriicken
SU(VAR)3-9

SU(VAR)3-9 und verwandte Enzyme enthalten nahe ihren aktiven Zentren in Pri- und Post-
SET-Doméne eine ganze Reihe von Cysteinresten, die einen Einfluss auf die Enzymaktivitat
haben. Ebenso ist bekannt, dass das Reduktionsmittel Dithiothreitol (DTT) und andere
thiolreaktive Substanzen die Aktivitdit von SU(VAR)3-9 in hohen Dosen vermindern. Fiir
DTT ist das ab einer Konzentration von 10 mM der Fall. Dies konnte durch Bildung von
Schwefelbriicken zwischen SU(VAR)3-9 und DTT bzw. durch Aufbrechen der SU(VAR)3-9-
Schwefelbriicken bedingt sein. Beides wiirde zur Anderung der Enzymtertidrstruktur fiihren.
Da beide Monomere von Chaetocin eine Disulfidbriicke enthalten, stellte sich die Frage, ob
diese Disulfidbriicken fiir die inhibitorische Wirkung von Chaetocin wichtig seien, indem
auch sie die SU(VAR)-Tertidrstruktur storten. Um dies zu priifen, wurden die Standard-
Methyltransferase-Assays (siehe 3.2.4.1) mit Konzentrationen von 0 uM, 3 uM und 18 pM
Chaetocin und jeweils steigenden DTT-Konzentrationen durchgefiihrt. DTT sollte hierbei die
Disulfidbriicken von Chaetocin spalten und dessen vermeintliche Interaktion mit SU(VAR)3-
9 beeintrichtigen.

Wie in Abbildung 4-7 zu sehen, mindert DTT das inhibitorische Potential von Chaetocin
nicht, sondern fiihrt bei einer Konzentration von 10 mM sogar zu einer gegeniiber der

alleinigen Wirkung von Chaetocin verstiarkten Hemmung von SU(VAR)3-9.
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Abbildung 4-7: Die inhibitorische Wirkung von Chaetocin auf SU(VAR)3-9 wird auch nach Spaltung
seiner Disulfidbriicken durch DTT nicht gemindert. Standardmethylierungsassays wurden durchgefiihrt unter
Zugabe von 0 uM, 3 uM und 18 pM Chaetocin und jeweils steigenden DTT-Konzentrationen. Die Su(var)-
Aktivitdt wurde jeweils prozentual zur Aktivitdt ohne Chaetocin und DTT angegeben. Die Fehlerbalken

entsprechen der Standardabweichung aus jeweils zwei Reaktionsansitzen.
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4.2.4 Das menschliche SU(VAR)3-9-Ortholog SUV39H1 wird durch

Chaetocin gehemmt

Nachdem die inhibitorische Wirkung von Chaetocin auf das Drosophila melanogaster Enzym
SU(VAR)3-9 untersucht worden war, war seine Wirkung auf dessen humanes Ortholog
SUV39H1 von besonderem Interesse. Dieses ist kiirzer als SU(VAR)3-9 aufgrund der
fehlenden Fusion mit den 80 N-terminalen Aminoséduren des Translationsinitiationsfaktor elF-
2y. Fiir dieses Experiment wurde GST-SUV39HI1 in Escherichia coli exprimiert und iiber
Glutathion-Sepharose-4B-beads aufgereinigt, dabei war seine Aktivitit um den Faktor 10
geringer als die des SU(VAR)3-9.

120
0O SUV39 H1
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W SU(VAR)3-9 delta 213
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Abbildung 4-8: Hemmung der Aktivitit von humanem SUV39H1 durch Chaetocin.
Standardmethylierungsassays mit Drosophila melanogaster SU(VAR)3-9 delta 213 und wildtyp sowie dem
humanen SUV39H1 wurden unter Zugabe steigender Chaetocinkonzentrationen durchgefiihrt. Die Aktivitdt der
Enzyme wurde prozentual zur Aktivitdt ohne Zugabe von Chaetocin berechnet. Die Fehlerbalken entsprechen

der Standardabweichung aus jeweils zwei Reaktionsansétzen.

Zur Testung der Chaetocinwirkung wurde wiederum der Standardmethyltransferaseassay
nach der Spot-and-Count-Methode verwendet (siche 3.2.4.1). Es zeigte sich, dass auch
humanes SUV39H1 mit einer der SU(VAR)3-9 dhnlichen halbmaximalen



ERGEBNISSE 93

Hemmkonzentration I1Csy im Bereich zwischen 0,75 und 1,5 uM durch Chaetocin gehemmt

wurde (Abbildung 4-8).
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4.2.5 Wirkung von Chaetocin auf die nicht fir Histon H3 Lysin 9
spezifischen Methyltransferasen E(z)-Komplex, PR-SET7 und SET7/9

Beim Einsatz eines Inhibitors ist nicht nur ein hohes Hemmpotential gefordert, ebenso
wichtig ist, dass er spezifisch ist, d.h. seine Wirkung mdglichst nur auf ein Enzym oder eine
Enzymgruppe enfaltet. Um neben der Effektivitit auch eine Aussage tliber die Spezifitdt von
Chaetocin machen zu konnen, wurde die Substanz mit einer Reihe von bekannten
Histonmethyltransferasen getestet. Darunter waren auch E(z)-Komplex, PR-SET7 und
SET7/9. Diesen drei Enzymen ist gemeinsam, dass sie zwar alle eine SET-Doméne (aktives
Zentrum gleicht dem der Enzyme SU(VAR), Enhancer of zeste und Trithorax) haben, jedoch
nicht wie SU(VAR)3-9 spezifisch Histon H3 an Lysin 9 methylieren. Sie gehdren nicht zur
Klasse der SU(VAR)-Enzyme.

Es wurden jeweils Standardmethylierungsassays nach der Spot-and-Count-Methode
durchgefiihrt, wobei das zu methylierende Substrat fiir PR-SET7 Nucleosomen und fiir E(z)
Histon H3 war. Dabei zeigte sich, dass weder Drosophila melanogaster E(z)-Komplex noch
PR-SET7 durch Chaetocin in Konzentrationen unter 90 uM gehemmt wurden und ebenso
SET7/9 in Konzentrationen unter 18 uM Chaetocin nicht gehemmt wurde (Abbildung 4-10
und Abbildung 4-9).
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Abbildung 4-9: Chaetocin hemmt die Histonmethyltransferase SET7/9 in Konzentrationen bis 18 pM
nicht. Aktivitdit von Set7/9 in einem Standardmethylierungsassay nach Zugabe steigender

Chaetocinkonzentrationen.
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Abbildung 4-10: Chaetocin hemmt die Histonmethyltransferasen E(z) und PR-SET7 in Konzentrationen
unter 90 pM nicht. Aktivititen der Histonmethyltransferasen E(z)-Komplex, PR-SET7 und SU(VAR)3-9 in
Standardmethylierungsassays mit ansteigenden Chaetocinkonzentrationen. Enzymmenge: 15 pl E(z)-Komplex-
Eluat, 10 pl PR-SET7-FEluat und 8 pg SU(VAR)3-9 im Assayvolumen (40 pl). Substrate fiir die Methylierung:
Bei E(z)-Komplex und SU(VAR)3-9 Histon H3, fiir PR-SET7 Nucleosomen. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung aus 2 Reaktionsansétzen. Keine Fehlerbalken bei 3 uM, 18 uM und 90 pM Chaetocin, da
aufgrund limitierter Enzymmenge hierbei nur ein Reaktionsansatz getestet wurde. PR-SET7 wurde nicht mit 90

uM Chaetocin getestet.

E(z)-Komplex wurde in einem baculoviralen Expressionssystem hergestellt und aufgereinigt
(siehe 3.2.6). Er methyliert Histon H3 an Lysin 9 und Lysin 27. In Abbildung 4-10 ist
erkennbar, dass die halbmaximale Hemmkonzentration 1Csy zwischen 90 uM und 180 puM
Chaetocin liegen muss. Da die Herstellung im Baculosystem nur zu geringen Proteinmengen
und einer niedrigen Aktivitdt von E(z) fiihrte, erfolgte keine genauere Charakterisierung der
ICsp.

Die Histon H4 Lysin 20 spezifische Methyltransferase PR-SET7 wurde in Escherichia coli in
groBen Mengen exprimiert. Selbst die Zugabe eines Mikroliters der Chaetocin-Stammldsung
(d.h. die Konzentration von Chaetocin im Reaktionsvolumen war 180 pM) fiihrte zu keiner
sichtbaren Hemmung dieses Enzyms.

SET7/9 (zur Verfiigung gestellt durch A. Imhof) methyliert Histon H3 Lysin 4. Diese
Methyltransferase wurde ebenfalls in Konzentrationen bis 18 pM Chaetocin nicht gehemmt

(Abbildung 4-9).
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4.2.6 Chaetocin hemmt G9a und DIM-5 erst in hoheren Konzentrationen

Die obigen zur Untersuchung der Spezifitit von Chaetocin  verwandten
Histonmethyltransferasen E(z)-Komplex, PR-SET7 und SET7/9 enthalten zwar eine SET-
Domine, sie sind aber nicht fiir Histon H3 Lysin 9 spezifisch und nicht mit SU(VAR)3-9
verwandt.

Zur genaueren Eingrenzung der Chaetocin-Spezifitit boten sich deshalb G9a und DIM-5 an,
die beide eine (entfernte) Verwandtschaft zur SUV39-Familie aufweisen. G9a ist eine fiir
Histon H3 Lysin 9 spezifische Methyltransferase der Maus, DIM-5 das dem Drosophila
melanogaster SU(VAR)3-9 entsprechende Enzym in Neurospora crassa. Nach Expression
beider Enzyme in Escherichia coli und Aufreinigung, wurden wiederum

Standardmethylierungsassays mit steigenden Chaetocin-Konzentrationen durchgefiihrt.
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Abbildung 4-11: Chaetocin hemmt DIM-5 und G9a weniger stark als SU(VAR)3-9.
Standardmethylierungsassays der drei Enzyme wurden mit steigenden Chaetocinkonzentrationen durchgefiihrt.
Enzymmenge: 1 pl DIM-5-Eluat, 10 pl G9a-Eluat, 8 pg SU(VAR)3-9. Das Methylierungssubstrat war fiir alle
drei Enzyme 1 pg H3-Peptid. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus jeweils 2
Reaktionsansétzen. Keine Fehlerbalken fiir SU(VAR)3-9, dieses wurde nur als Kontrolle mitgetestet.
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Abbildung 4-11 zeigt, dass beide Enzyme zwar durch Chaetocin inhibiert werden, jedoch ist
dessen Wirkung weniger stark als auf SU(VAR)3-9. Die halbmaximale Hemmkonzentration
ICsg liegt fiir das Neurospora crassa SU(VAR)-Ortholog DIM-5 bei circa 3 uM Chaetocin
und fiir G9a bei circa 18 uM Chaetocin.
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4.3 WIRKUNG VON CHAETOCIN IN VIVO

4.3.1 Zelldichteabhingige Toxizitit von Chaetocin

Nach der Untersuchung von Effektivitit und Spezifitit des Inhibitors Chaetocin in vitro
interessierte besonders, ob es auch in vivo, d.h. z.B. in einem Zellsystem, wirksam sei. Bevor
aber Chaetocin-spezifische Effekte auf Enzyme oder Histone in vivo untersucht werden
konnten, musste zunéchst die Toxizitdt von Chaetocin auf Zellen gepriift werden.

Hierfiir wurden Drosophila SL2-Zellen mehrere Tage lang mit jeweils verschiedenen
Chaetocinkonzentrationen behandelt, wobei die Zellen jeden Tag gezéhlt wurden. Auffallend
war hierbei, dass Chaetocin einen toxischen Effekt anscheinend abhingig von der Zelldichte
bei Aussaat entwickelte. (Das Volumen der Zell-Medium-Losung war dabei jeweils konstant.)
Bei niedrigerer Zelldichte (0,5 Millionen Zellen/'ml) zu Beginn des Experiments wies
Chaetocin einen grofleren toxischen Effekt auf. Selbst bei der niedrigsten Chaetocin-
Konzentration wuchsen die SL2-Zellen nicht. Bei einer Aussaat von 2 Millionen Zellen/ml
fithrten bis zu 0,5 pM Chaetocin im Kulturmedium nur zu einer Wachstumsverzogerung der

Zellen von 24 bis 48 Stunden (Abbildung 4-12).
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Abbildung 4-12: Wirkung von Chaetocin auf Kultivierte Zellen. Drosophila SL2-Zellen, ausgesdt mit
verschiedenen Dichten (0,5 Mio. Zellen/ml, 1 Mio. Zellen/ml, 2 Mio. Zellen/ml), wurden fiir mehrere Tag mit
verschiedenen Chaetocinkonzentrationen (0 uM, 0,125 pM, 0,25 pM und 0,5 uM Chaetocin) behandelt. Jeden

Tag wurde eine Zellprobe entnommen und gezihlt. Die Abbildung zeigt die Zellzahl/ml an den Tagen O bis 5.

Die Werte entsprechen den Durchschnittswerten aus jeweils 4 verschiedenen Kammern.



100 ERGEBNISSE

4.3.2 Effekte von Chaetocin auf Histonmodifikationen

Nach Abschluss der Vorexperimente wurden Drosophila SL2-Zellen in einer Dichte von 2,5
Mio. Zellen/ml ausgesét und das Medium mit verschiedenen Konzentrationen von Chaetocin
versetzt (0 pM, 0,1 pM und 0,5 uM). Aliquots zur Untersuchung der Histon-Modifikationen
wurden an Tag 2 und 7 geerntet, die Histone sauer extrahiert (siche 3.2.9) und anschlie3end
massenspektrometrisch analysiert (siche 3.2.10).

Wie auch schon bei den in vitro Experimenten, wurde die Methylierung des Lysin 9 von
Histon H3 durch die Chaetocinbehandlung der Zellen beeinflusst. Massenspektrometrisch
konnte gezeigt werden, dass die Histon H3 Lysin 9 Dimethylierung durch Behandlung mit
Chaetocin verringert wurde. Dies war v.a. bei einer Chaetocin-Konzentration von 0,5 uM und
nach 7 Tagen Inkubation sichtbar, in geringerem Ausmal} aber auch bei 0,1 uM Chaetocin im

Medium (Abbildung 4-13).
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Abbildung 4-13: Hemmung der Histon H3 Lysin 9 Dimethylierung durch Chaetocin in vivo. Drosophila
SL2-Zellen wurden 7 Tage mit 0,1 und 0,5 puM Chaetocin und dessen Losungsmittel DMSO inkubiert, die
Histone sauer extrahiert und massenspektrometrisch analysiert. Unmod: nichtmodifiziertes Histon H3 Lysin 9.
Mel, me2, me3: Mono-, Di- und Trimethylierung von Histon H3 Lysin 9. Me3/Ac: Acetylgruppen weisen die
gleiche Massenverschiebung wie eine Trimethylierung auf. Die Prozentwerte fiir alle moglichen Modifikationen

einer Serie ergeben zusammen 100%.
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Da eine Trimethylierung von H3 Lysin 9 im Massenspektrum von einer Monoacetylierung
von Lysin 9 nicht zu unterscheiden ist, konnte diese Modifikation massenspektrometrisch
nicht untersucht werden. Zur Untersuchung einer moglichen Reduktion der Trimethylierung
von Lysin 9 wurde deshalb ein Western Blot mit einem fiir diese Modifikation spezifischen
Antikorper durchgefiihrt. Abbildung 4-14 zeigt, dass nach Behandlung mit Chaetocin auch
ein Abfall der H3 Lysin 9 Trimethylierung vorhanden ist. Das Signal in Spur 8 ist deutlich
schwécher als in Spur 4. Im Vergleich dazu kommt es nach Chaetocinbehandlung zu keiner
verminderten Dimethylierung von H3 Lysin 4. Diese Kontrolle zeigt gleiche Signalstirke im

Western Blot nach Zellinkubation mit DM SO und Chaetocin.

DMSO 0.5 pM Chaetocin

Rek. dH3 MNative Histone Native Histone

- dl Anti-H3K9me3

- - Anti-H3K4me2

o ’ ' Coomassie

1 2 3 4 5 6 7 8 92 10 11

Abbildung 4-14: Chaetocin vermindert die Histon H3 Lysin 9 Trimethylierung in vivo. Spuren 1-3:
Fortlaufende Verdiinnungen von rekombinantem Histon H3. Spuren 4-11: Aus Drosophila SL2-Zellen isolierte
Histone, ebenfalls fortlaufend verdiinnt von Spur 4 bis 7 und 8 bis 11. Spuren 4-7: Behandlung mit DMSO.
Spuren 8-11: Behandlung mit 0,5 uM Chaetocin. Auftrennung der Histone in 17% SDS-PAGE, Analyse durch
Western Blots mit spezifischen Antikérpern gegen Histon H3 Lysin 9 Trimethylierung (Anti-H3-K9me3) und
Histon H3 Lysin 4 Dimethylierung (H3K4me?2).
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Neben der Methylierung von Histon H3 Lysin 9 wurden auch die Acetylierung von Lysin 18
und 23 und die Methylierung von Lysin 27, Lysin 36 und 37 von Histon H3 untersucht. Es
zeigte sich, dass diese Modifikationen auch nach 7 Tagen Zellinkubation und bei einer
Konzentration von 0,5 uM Chaetocin im Medium durch Chaetocin nicht beeinflusst wurden

(Abbildung 4-15, Abbildung 4-16).
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Abbildung 4-15: Chaetocin hat keinen Effekt auf die Acetylierung von Histon H3 Lysin 18 und 23.
Drosophila SL2-Zellen wurden 7 Tage mit 0,1 und 0,5 puM Chaetocin und dessen Losungsmittel DMSO
inkubiert, die Histone sauer extrahiert und massenspektrometrisch analysiert. Unmod: nichtmodifiziertes Histon
H3 an Lysin 18 und 23. Acl: Singuldre Acetylierung von Histon H3 an Lysin 18 oder 23. Ac2: Sowohl
Acetylierung von H3 Lysin 18 als auch Lysin 23. Die Prozentwerte fiir alle moglichen Modifikationen einer
Serie ergeben zusammen 100%. Eine getrennte Analyse von Lysin 18 und Lysin 23 ist aufgrund der technischen

Gegebenheiten nicht moglich.
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Abbildung 4-16: Chaetocin hat keinen Effekt auf die Methylierung von Histon H3 Lysin 27, Lysin 36 und
37. Drosophila SL2-Zellen wurden 7 Tage mit 0,1 und 0,5 uM Chaetocin und dessen Ldsungsmittel DMSO
inkubiert, die Histone sauer extrahiert und massenspektrometrisch analysiert. Die Prozentwerte fiir alle
moglichen Modifikationen einer Serie ergeben zusammen 100%. Unmod: Histon H3 unmodifiziert an Lysin 27,
36 und 37. Me, 2me, 3me: Eine, zwei oder drei Monomethylierungen an Histon H3 Lysin 27, Lysin 36 oder
Lysin 37. Me2, 2me2, 3me2: Eine, zwei oder drei Dimethylierungen an Histon H3 Lysin 27, Lysin 36 oder Lysin
37. Me3, 3Me3: Eine oder drei Trimethylierungen an Histon H3 Lysin 27, Lysin 36 oder Lysin 37. 2me3
entspricht aufgrund von Propionylierung und Trypsinverdau me2 und wird daher nicht getrennt aufgefiihrt (siche

3.2.10.1). Eine getrennte Analyse der drei Lysine ist aufgrund der methodischen Gegebenheiten nicht méglich.
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Lediglich aus SL2-Zellen extrahiertes Histon H3 Lysin 79 wies wihrend der Zellbehandlung
mit Chaetocin voriibergehend (nach Inkubation fiir zwei oder drei Tage) eine Abnahme der
Monomethylierung und des unmodifizierten Lysin 79 auf und eine Zunahme der
Dimethylierung. Diese Effekte kehrten sich bei ldngerer Inkubationsdauer (7 Tage) aber leicht
ins Gegenteil um (Abbildung 4-17).
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Abbildung 4-17: Effekte von Chaetocin auf die Methylierung von Histon H3 Lysin 79. Drosophila SL2-
Zellen wurden mit DMSO, 0,1 uM und 0,5 uM Chaetocin iiber mehrere Tage inkubiert. Die Histone wurden an
Tag 2 bzw. 3 und Tag 7 sauer extrahiert und ihre Modifikationen massenspektrometrisch analysiert. Unmod:
Unmodifiziertes Lysin. Mel, me2, me3: Mono-, Di- und Trimethylierung von Lysin 79. Die moglichen

Modifikationen einer Serie ergeben an Tag 2 bzw. 3 und an Tag 7 aufsummiert 100%.
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4.3.3 Effekte von Chaetocin auf Drosophila melanogaster Fliegen

Nach erfolgter Charakterisierung des Effektes von Chaetocin auf die Histonmodifikationen
von Drosophila SL2-Zellen wurde die Wirkung der Substanz auf einen vollstindigen
Fliegenorganismus ndher beleuchtet.

Hierzu wurden Drosophila melanogaster In(1)w"/Su(var)3-9/+ Fliegen in Gliser mit
speziellem Instant-Medium gebracht. Dieses wurde fiir die Vorversuche zunichst mit
verschiedenen Losungsmitteln versetzt, um deren Effekte auf die Augenfarbe der Fliegen zu
testen. Es stellte sich heraus, dass DMSO (Chaetocin lag in DMSO-L&sung vor) allein schon
ab Konzentrationen von 1:4000 im Medium einen Effekt hatte und zur Vermehrung der
Phinotypen mit rotem Pigment fiihrte. Butanol hingegen zeigte keinen Effekt auf die
Augenfarbe der Fliegen.
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Abbildung 4-18: Effekt von Chaetocin auf die Augenfarbe minnlicher Drosophila melanogaster
In(1)w™/Su(var)3-9/+ Fliegen.  Die Fliegen wurden in Glisern mit Medium mit verschiedenen
Chaetocinanteilen (1:1000, 1:4000 und 1:10000) gehalten. Als Kontrollen dienten DMSO-Verdiinnungen bzw.
reines Medium (Mock). Neu geschliipfte Fliegen wurden unterteilt in Fliegen mit weissen und bis zu 1/3 bzw.
2/3 und 3/3 rot pigmentierten Augen und ausgezdhlt. In der Abbildung sind die prozentualen Anteile der
jeweiligen Untergruppen aufgefiihrt.
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Die Chaetocin-DMSO-Losung wurde im Hauptversuch mit Butanol auf verschiedene
Konzentrationen verdiinnt und ins Instant-Medium gebracht. Als Kontrollen dienten DMSO-
Butanol-Verdiinnungen. Die in derartigem Medium geschliipften Fliegen wurden dann
verschiedenen Augenfarbengruppen zugeordnet und ausgezahlt.

Wie in Abbildung 4-18 zu sehen, fiihrt eine Konzentration von 1:1000 Chaetocin im Medium
zu einer um etwa 7% vermehrten Expression ménnlicher Phédnotypen mit rotem
Augenfarbpigment im Gegensatz zu DMSO. Beim Vergleich mit unbehandelten Fliegen
ergibt sich eine Steigerung von 13%. Allerdings zeigt auch DMSO 1:1000 eine Wirkung auf
die Augenfarbe, wenn auch nicht in derselben Ausprigung wie Chaetocin. In hdheren
Verdiinnungen hingegen ist kein Effekt von Chaetocin im Vergleich zu DMSO sichtbar. Auch
bei weiblichen Fliegen zeigt Chaetocin in den obigen Konzentrationen keine Wirkung auf die

Augenfarbe. (Daten nicht aufgefiihrt)
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5 DISKUSSION

Mittels des Screenings einer Naturstoftbibliothek von etwa 3000 Substanzen wurden erstmals
Inhibitoren einer Lysin-Histonmethyltransferase identifiziert. Inhibitoren anderer
histonmodifizierender Enzyme hatten sich in der Vergangenheit als duB3erst niitzliche Tools in
der Erforschung epigenetischer Zusammenhédnge erwiesen und konnten teilweise innerhalb
klinischer Studien auch therapeutisch eingesetzt werden. Chaetocin, eine der identifizierten
SU(VAR)3-9 inhibierenden Substanzen, wurde ndher charakterisiert. Es erwies sich als
spezifisch fiir die Histonmethyltransferase SU(VAR)3-9 und hemmte diese kompetitiv. Auch

in vivo war eine Hemmung der Methylierung von Histon H3 Lysin 9 nachweisbar.

5.1 DISKUSSION DER METHODEN

5.1.1 Screening der Naturstoffbibliothek

Um Modulatoren der Histonmethyltransferase SU(VAR)3-9 zu identifizieren, wurden etwa
3000 small molecules einer Naturstoffbibliothek gescreent. Dabei wurden jeweils 8
Komponenten gepoolt und im Standardmethyltransferaseassay mit SU(VAR)3-9 und H3-
Peptid auf ihr inhibitorisches Potential getestet (siche 4.1).

Small molecules sind organische Substanzen, charakteristischerweise mit einem
Molekulargewicht unter 1500 Dalton. Sie sind entweder synthetisch hergestellt oder Derivate
von in der Natur vorkommenden Substanzen. Der Vorteil, den man sich im Screening von der
Testung von Naturstoffen versprach, ist eine grolere Ausbeute an nutzbaren Modulatoren als
dies bei Testung von synthetischen Komponenten der Fall wére. Ein betrdchtlicher Teil der
heute bekannten Inhibitoren von histonmodifizierenden Enzymen besteht nidmlich aus
Derivaten von Naturstoffen. Das prominenteste Beispiel ist der HDAC-Inhibitor Trichostatin
A. Trichostatine wurden 1976 aus Streptomyces hygroscopius isoliert (Tsuji et al., 1976).
Aber auch die HDAC-Inhibitoren Trapoxin A und B wurden aus dem Pilz Helicoma ambiens
als zyklische Tetrapeptide isoliert (Itazaki et al., 1990). Denkt man an ein mogliches
therapeutisches Potential, so kann man anfiihren, dass etwa 30% der weltweit verkauften
Medikamente in ihrer Grundstruktur auf Naturprodukten basieren (Grabley and Thiericke,
1999). Die vielleicht eindrucksvollsten Beispiele sind die Acetylsalicylsdure, deren
Grundstruktur Salicylsdure ein Produkt der Weide ist, und Penicillin G.

Die grosse Ausbeute von 41 Substanzen, welche die SU(VAR)3-9-Aktivitit um mehr als 60%

verringerten, scheint obige Spekulationen zu bestétigen. In einem Screen fiir Inhibitoren von
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Arginin-Histonmethyltransferasen, bei dem synthetische Komponenten untersucht wurden,
konnten Cheng et al. nur 9 Inhibitoren in einer Substanzbibliothek von 9000 Substanzen
identifizieren (Cheng et al., 2004a). Der Grund fiir die groBere Ausbeute in einer
Naturstoffbibliothek ist jedoch unklar. Es liese sich vermuten, dass die Hersteller bestimmter
small molecules diese bilden, um sich an Umwelteinfliisse anzupassen. Konkret konnte dies
z.B. fiir Chaetomium minutum, den Pilz aus dem Chaetocin isoliert wurde, bedeuten, dass er
von einer verminderten SU(VAR)3-9-Aktivitét in seiner Umgebung profitiert. Angenommen,
Chaetomium minutum lebt in parasitirer Gemeinschaft mit einem Wirtsorganismus.
Moglicherweise fiihrt eine verminderte Genrepression durch die erhdhte Plastizitdt im
Wirtsgenom zu Wirtsphidnotypen, die ein besseres Wachstum von Chaetomium minutum
garantieren. Da SUV39H1-Uberexpression zur Wachstumsverzogerung betroffener
Organismen flihrt (Melcher ef al, 2000), konnte die Aktivititsverminderung im
Umkehrschluss zur Proliferationssteigerung des Wirts fithren. Das wiére die ideale
Lebensgrundlage fiir einen Parasiten.

Substanzbibliotheken konnen auf verschiedene Arten fiir das Studium zelluldrer
Mechanismen eingesetzt werden. Es gibt den phidnotyporientierten Ansatz, bei dem die small
molecules auf ihre Wirkung auf einen bestimmten biologischen Prozess gescreent werden.
D.h. es werden zumeist Zellen mit den Substanzen inkubiert. Alternativ kann eine
Substanzbibliothek auch auf die Wirkung der Komponenten auf die Aktivitét eines einzelnen
aufgereinigten oder rekombinanten Proteins getestet werden. Wir entschieden uns fiir die
zweite Version, weil wir speziell an der Wirkung der Substanzen auf das Enzym SU(VAR)3-
9 interessiert waren. Noch interessanter wére es gewesen, Inhibitoren von E(z) zu
identifizieren, da die Rolle dieser Histonmethyltransferase in menschlichen Karzinomen
besser untersucht ist als die von SU(VAR)3-9. Dies war aber deshalb unmdglich, weil E(z) in
unserem Labor nur in kleinen Mengen und mit niedriger Aktivitét hergestellt werden konnte.
Fiir ein High-throughput-Screening gelten normalerweise verschiedene Forderungen: Der
Screen sollte soweit wie moglich automatisiert sein und zur Minimierung der Kosten
moglichst klein gehalten werden (Ward et al., 2002). So werden héufig Roboter und spezielle
Pipetten =~ verwendet. = Cheng et al. benutzten bei der Suche nach
Argininmethyltransferaseinhibitoren einen ELISA-basierten High-throughput-Assay, bei dem
ein Roboter zum Einsatz kam. Die Methylierung wurde autoradiographisch mit Antikdrpern
sichtbar gemacht. Fiir unser Screening wiren generell drei Methoden in Frage gekommen: Ein
Standardmethyltransferaseassay mit nachgeschalteter massenspektrometrischer Analyse, ein

Assay in Kombination mit der autoradiographischen Methode und ein Spot and Count Assay.
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Der Nachteil der Massenspektrometrie ist der grof3e technische Aufwand, der nétig ist, um die
Assaysamples fiir die Analyse vorzubereiten und auch der Zeitaufwand, um die Spektren
auszuwerten. Die Autoradiographische Methode ist schlecht zu quantifizieren, da jede Probe
auf ein Gel aufgetragen werden muf, ist auch hier ein groerer Aufwand vonndten. Wir
entschieden uns daher fiir einen Spot and Count Standardmethyltransferaseassay als
Screeningmethode. Dieser wurde ohne die Verwendung von Robotern und anderen
technischen Hilfsmitteln pipettiert. Um die Praktikabilitit zu verbessern, wurden jeweils 8
Substanzen gepoolt. Wir gingen davon aus, dadurch zwar einige der Modulatoren von
SU(VAR)3-9 nicht zu identifizieren. Die starken Inhibitoren sollten sich aber trotzdem
durchsetzen. Wir etablierten einen empirisch festgelegten Grenzwert von 65% SU(VAR)3-9-
Restaktivitit, bei dessen Unterschreitung der betroffene Pool in seine Einzelsubstanzen
aufgesplittet wurde. Diese wurden dann nochmals mit SU(VAR)3-9 im Standard-
Histonmethyltransferase-Assay gestestet. Um die Praktikabilitit dieses Grenzwertes zu testen,
wurden auch die 8 Pools aufgesplittet und einzeln getestet, die zwischen 65 und 70%
Restaktivitidt aufwiesen: Ein Inhibitor war enthalten, der die SU(VAR)3-9-Aktivitit um
95,5% verringerte, drei mit einer Su(var)3-9-Restaktivitidt zwischen 20 und 25%. Die Testung
einiger Pools mit SU(VAR)-Aktivititen zwischen 70 und 80% ergab einen Inhibitor. (Ein
Inhibitor war dabei als Substanz definiert, die die SU(VAR)3-9-Aktivitit auf unter 25% des
Ausgangswertes verminderte.) Von den 33 getesteten Pools mit unter 65% SU(VAR)3-9-
Restaktivitidt enthielten 20 Pools ein bis zwei Inhibitoren. 7 Pools enthielten keine
Substanzen, die die SU(VAR)-Aktivitit beeinflussten. 6 Pools enthielten zwei bis drei
Substanzen, die zwar nicht als Inhibitoren gezdhlt wurden, die aber die SU(VAR)-Aktivitdt
jeweils auf unter 50% inhibierten und deren Wirkung sich im Pool wohl aufaddierte. Der
etablierte Grenzwert erwies sich daher als praktikabel, hitte aber ebensogut durch den

Grenzwert von 70% Restaktivitit ersetzt werden konnen.
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5.1.2 Spot and Count Assay verschiedener Histonmethyltransferasen mit

Chaetocin

Zum Nachweis der Spezifitit der Chaetocinhemmung fiir SU(VAR)3-9 wurde die Substanz
im Standardmethyltransferaseassay (siche 3.24.1) mit verschiedenen
Histonmethyltransferasen getestet. Um eine Vergleichbarkeit der jeweiligen Assays zu
erreichen, wurde versucht, jeweils gleiche Mengen und  Aktivititen der
Histonmethyltransferasen im Assay einzusetzen. Ebenso wurden aus Griinden der
Vergleichbarkeit alle Reaktionen bei 30 °C fiir 30 Minuten inkubiert.

Fiir SU(VAR)3-9 lag diese Inkubationsdauer aufgrund von Ergebnissen aus Vorexperimenten
in unserem Labor nahe. Fiir andere Histonmethyltransferasen war sie moglicherweise
ungiinstig gewéhlt. Die Methylierungsreaktionen kdnnten hierbei schon jenseits des linearen
Bereichs der betreffenden HMTs und gesittigt sein, daher konnte S-Adenosyl-Homocystein
als kompetitiver Inhibitor von S-Adenosyl-Methionin wirken und zusitzliche inhibitorische
Effekte von Chaetocin oder anderen Inhibitoren wéren schwer sichtbar.

Entsprechend den Untersuchungen von Eskeland et al. ist die Methylierungsreaktion des
Enzyms SU(VAR)3-9 delta 213 wéhrend eines Zeitraums von 60 Minuten linear (Eskeland et
al., 2004). Chin et al. zeigten, dass auch das menschliche Homolog SUV39H1 iiber 40
Minuten eine lineare Reaktionsgeschwindigkeit aufweist (Chin et al., 2006). Dagegen werden
DIM-5 und PR-SET7 in Studien nur 5-15 Minuten inkubiert (Xiao et al., 2005; Zhang et al.,
2002).

Laut einer anderen Studie ist die HMT G9a nur fiir cirka 10 Minuten linear und es besteht
gemischte Produkthemmung (Patnaik et al., 2004). Eine in unserem Labor erstellte Aktivitéts-
Zeit-Kurve von G9a mit und ohne Chaetocin hingegen zeigte zwar auch einen Abfall der
Reaktionsgeschwindigkeit nach 10 Minuten, allerdings zeigte sich der inhibitorische Effekt
von Chaetocin ebenfalls erst nach diesen 10 Minuten und verstédrkte sich in den folgenden
Minuten. Dies spriache dann doch fiir eine ldngere Inkubationsdauer.

Ein weiterer postulierter Nachteil der Inkubation iiber 30 Minuten war, dass selbst bei
linearem Verhalten der Histonmethyltransferasen im ungehemmten Zustand durchaus die
Moglichkeit bestand, dass nach Zugabe von Chaetocin die Reaktionen iiber dieselben
Zeitrdaume nicht linear bleiben wiirden. Dies konnte unsere eigene Untersuchung von G9a mit
und ohne Inhibitor nicht bestitigen. Auch eine Wiederholung der Linearitéitspriifung von
SU(VAR)3-9 delta 213 zeigte in gechemmtem und ungehemmtem Zustand linearen Verlauf

und eine deutlicher werdende Hemmung mit fortschreitender Zeit.
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5.1.3 In vivo Testung von Chaetocin an SL2-Zellen

Fiir die Untersuchung einer mdglichen in vivo Hemmung von SU(VAR)3-9 durch Chaetocin
wurden Drosophila SL2-Zellen ausgewihlt. Da das Screening an Drosophila SU(VAR)3-9
delta 213 erfolgt war, erschien dies als der logische Schritt. SL2-Zellen bieten gegeniiber
Séugerzellen auBerdem den Vorteil, dass der praktische Aufwand ihrer Kultur sehr gering ist
und Kontaminationen selten sind. Nachteilig ist aber, dass die fiir SL2-Zellen gefundene
Inhibition der Histon H3 Lysin 9 Dimethylierung nicht ohne weiteres auch fiir Sdugerzellen
angenommen werden kann. Wir versuchten deshalb, Hela-Zellen einer humanen
Cervixkarzinomlinie und 3T3-Zellen der Maus (Fibroblasten) mit Chaetocin zu inkubieren.
Dies war deshalb unmdglich, weil sich der toxische Effekt von Chaetocin, der sich auch schon
bei den SL2-Zellen manifestiert hatte, bei Sdugerzellen um ein Vielfaches potenzierte. Selbst
kleinste Chaetocinkonzentrationen fiihrten zum Zelltod. Moglicherweise konnte ein in der
Zukunft anzufertigendes, chemisch modifiziertes, weniger toxisches Derivat des Chaetocin in

weiteren Untersuchungen eingesetzt werden.
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5.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

5.2.1 Modulatoren von SU(VAR)3-9

Im Screening der Naturstoftbibliothek fanden sich 28 Substanzen, die die Aktivitdt von
SU(VAR)3-9 delta 213 auf unter 25% hemmten. Sie wurden als Inhibitoren definiert.
Vergleicht man die Strukturen verschiedener Inhibitoren aus dem Screening miteinander auf
der Suche nach Gemeinsamkeiten, so fallen mehrere Dinge auf. So enthalten fast alle der in
Abbildung 5-1 gezeigten Strukturen planare Teilkomponenten. In dieser Hinsicht besteht
Ahnlichkeit zum SU(VAR)-Substrat S-Adenosyl-Methionin mit seiner Purinstruktur. Als
zweites enthalten mit Ausnahme der Acridiziniumbromide alle aufgefiihrten Substanzen eine
Kombination aus Carbonyl-, Hydroxyl-, Carboxyl- oder Carboesterstrukturen um ein
zyklisches  Grundsystem. Auch hierin besteht eine Ubereinstimmung mit S-
Adenosylmethionin. Nur Chaetocin enthélt aber Schwefelatome, und wie in Abbildung 5-1
ersichtlich verfiigt auch SAM {iber ein positiv geladenes Schwefelatom.

Letztendlich muss aber bemerkt werden, dass all diese Ahnlichkeiten eher allgemeiner Natur
sind. Es gibt keine wirklich eindeutig gemeinsame Strukturkomponente, die in allen
Inhibitoren vorhanden wére und die somit nach dem Schliissel-SchloB-Prinzip mit dem
aktiven Zentrum von SU(VAR) interagieren konnte. Hierbei muss auch in Betracht gezogen
werden, dass nur von Chaetocin gezeigt wurde, dass es SAM-kompetitiv hemmt. Uber den
Wirkungsmechanismus der anderen Substanzen ist nichts bekannt. Moglich wére fiir sie auch
ein allosterischer Hemmmechanismus auflerhalb des aktiven Zentrums (der SET-Doméne)
und die nicht kompetitive Hemmung von SU(VAR)3-9. Da auch die Chromodoméne fiir die
Aktivitit von SU(VAR)3-9 eine Rolle spielt (Chin et al., 2006) wire auch eine Interaktion
dort vorstellbar.

Um bessere Aussagen machen zu konnen, wére es daher notwendig gewesen, den Einfluf3
aller Inhibitoren auf die Enzymkinetik zu untersuchen um dann einen zweiten Blick auf
Inhibitor- und Enzymstruktur zu werfen und mdogliche Interaktionen zu identifizieren. Neben
einem enormen zeitlichen Aufwand gab es einige andere Griinde, die dafiir sprachen, dies zu

unterlassen.
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Abbildung 5-1: Vergleich der Strukturen verschiedener Inhibitoren aus dem Screening.
A: (1) Aminoacridiziniumbromid (2) Chaetocin (3) Purpurogallin (4) 8-Oxo-12-nordriman-11-
sduremethylester (5) Norstictinsiure.

B: Strukturformel von S-Adenosylmethionin zum Vergleich.

Mit einigen der Inhibitoren aus dem Screening konnte aufgrund ihrer mangelnden Spezifitit
nicht weitergearbeitet werden: So erwiesen sich die Substanz 3174 mit der Position 35 G 04,
2,3-Dichlor-4b,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro-1,4-dihydroxybenzo[ 3,4]cyclobuta[ 1,2-

b]cycloocten und 3-Dimethylamino-5-(2-thienylcarbonyloximino)-2-thioxothiazolidin-4-on
als HDAC-Inhibitoren, Purpurogallin hemmt auBler SU(VAR)3-9 auch noch eine
Xanthinoxidase (Sheu et al., 1998). Da im Screening wegen groBerer verfiigbarer Mengen
ausschlieBlich mit H3-Peptid gearbeitet worden war, musste das inhibitorische Potential jedes
Inhibitors noch einmal mit Histon H3 im Assay lberpriift werden, um peptidspezifische
Effekte auszuschlieBen. Einige der Stoffe, unter anderem auch Purpurogallin, zeigten dabei
eine verminderte Enzymhemmung. Limitierend fiir die weitere Arbeit mit den Inhibitoren
war aber letztendlich die Tatsache, dass die Substanzen der Naturstoffbibliothek nur in sehr
geringen Mengen von unter 1 Milliliter nachbestellbar waren. Chaetocin, einer der besten
Inhibitoren im Screening wie auch im Assay mit Histon H3, war zum Zeitpunkt unserer

Experimente kéuflich erwerblich. Es war der einzige Inhibitor, der in Mengen verfiigbar war,
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mit denen man sinnvolle Experimente auch in der Zellkultur planen konnte. Aus diesem
Grund wurde Chaetocin und seine Wirkung auf SU(VAR)3-9 und andere HMTs in vitro und

in vivo naher charakterisiert.

5.2.2 Spezifitit von Chaetocin: Hemmung von SU(VAR)3-9 oder Hemmung
der Methylierung von Histon H3-K9?

Um einen Eindruck von der Spezifitit der Chaetocinhemmung fiir SU(VAR)3-9 zu
bekommen, wurden verschieden HMTs mit Chaetocin getestet. Dabei stellte sich heraus, dass
E(z)-Komplex, PR-SET7 und SET7/9 auch in hohen Konzentrationen nicht gehemmt wurden,
die halbmaximalen Hemmkonzentrationen 1Csy lagen jeweils iiber 180 uM und konnten daher
nicht bestimmt werden, weil die Chaetocin-Stammlosung keine hohere Konzentration im
Assay zulieB. DIM-5 und G9a hingegen wurden bei hoheren Chaetocinkonzentrationen
gehemmt, DIM-5 mit einer ICsy von etwa 3 uM und G9a mit einer ICsy von cirka 18 uM
Chaetocin.

Der Grund fiir diese eingeschrinkte Spezifitdt konnte darin liegen, dass diese beiden HMTs
mit SU(VAR)3-9 ndher verwandt sind als E(z)-Komplex, PR-SET7 und SET7/9. Es ist
verstiandlich, dass DIM-5 als Ortholog von SU(VAR)3-9 in Neurospora crassa gehemmt
wird, da auch humanes SUV39H1 gehemmt wird. Ein Blick auf den Verwandtschaftsbaum in
Abbildung 5-2 zeigt, dass auch G9a viel mehr Strukturdhnlichkeiten mit dem Maus-
SU(VAR)-Ortholog aufweist, als E(z), PR-SET7 und SET7/9. Es ist mit SU(VAR)3-9
unmittelbar verwandt. G9a, DIM-5, SUV39H1 und SU(VAR)3-9 methylieren alle Histon H3
Lysin 9. Interessant ist aber auch, dass sowohl G9a als auch DIM-5 im Unterschied zu
SU(VAR)3-9 keine Chromodomine enthalten (Tamaru et al., 2001), die ja neben der SET-
Domine fiir die HMT-Aktivitit eine Rolle spielt. Falls Chaetocin seine Hemmwirkung auch
tiber die Interaktion mit der SU(VAR)-Chromodoméne entfalten wiirde, so wire umso mehr
verstandlich, warum eine Wirkung auf DIM-5 und G9a zwar vorhanden ist, aber nicht in dem
Ausmal} der Wirkung auf SU(VAR)3-9 und SUV39HI1. Von Interesse wire in diesem
Zusammenhang auch der Test von S. pombe CLR4 mit Chaetocin, dieses SU(VAR)3-9-
Ortholog enthilt ebenfalls eine Chromodomaéne.

Fraglich ist aufgrund der gegeniiber SU(VAR)3-9 achtzehnfach hoheren ICsy von G9a
letztendlich, ob Chaetocin als SU(VAR)3-9-Inhibitor oder als ein Inhibitor der Histon-H3-
K9-Methylierung bezeichnet werden sollte. Denn G9a und SU(VAR)3-9 sind zwar verwandt,
aber im Unterschied zu DIM-5 und SU(VAR)3-9 keine Orthologe.
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In vivo konnte eine Reduktion der Di- und Trimethylierung von Histon H3 Lysin 9
nachgewiesen werden. In der Maus werden diese beiden Methylierungen von verschiedenen
Enzymen iibernommen. G9a macht eine Mono- und Dimethylierung (Rice et al., 2003),
Suv39hl die Trimethylierung (Rice et al., 2003; Schotta et al., 2004). Man konnte also
schluBBfolgern, dass die Verdnderungen in vivo nicht alleine durch eine Hemmung von

SU(VAR)3-9 sondern auch von G9a bedingt sind.

M. musculus D. melanogaster 5. pombe
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Abbildung 5-2: Verwandschaftsbaum von SET-Domiinen-Proteinen der Maus (aus (Schotta et al., 2004)).

Basierend auf vergleichenden Sequenzanalysen.

Allerdings wurden unsere in vivo Versuche an Drosophila SL2-Zellen vorgenommen. In
Drosophila wurde erst nach Abschluss dieser Arbeit ein dem Maus-G9a entsprechendes
Enzym identifiziert, dG9a, das Euchromatin mono-, di- und trimethyliert (Stabell et al., 2006).
Ein Test mit Chaetocin war deshalb nicht mdglich. Drosophila SU(VAR)3-9 ist fiir
heterochromatische Di- und Trimethylierung zustindig und Nullmutanten zeigen einen

Verlust der Di- und Trimethylierung von Histon H3 Lysin 9 am Chromozenter (Ebert ef al.,
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2004). AuBlerdem konnte innerhalb von Versuchen in unserem Labor nachgewiesen werden,
dass rekombinantes SU(VAR)3-9 zu Di- und Trimethylierung von Histon H3 féhig ist.
Abbildung 4-5 z.B. zeigt die SU(VAR)3-9 Histon H3 Lysin 9 Methylierung in einem in vitro
Assay, hierbei ist eine Mono-, Di- und Trimethylierung moglich. Auch in diesem Versuch
wird entsprechend den in vivo Versuchen bei niedrigen Chaetocinkonzentrationen zunichst
die Di- und Trimethylierung gehemmt, bei hoheren Chaetocinkonzentrationen auch die
Monomethylierung (dies war in vivo nicht nachweisbar). Ein Hemmung von Di- und
Trimethylierung in Drosophila wire demnach also nicht einer gleichzeitigen Hemmung von
SU(VAR)3-9 und dG9a in vivo gleichzusetzen.

Fiir die Klarung der Fragestellung, ob alleine SU(VAR)3-9 bzw. seine Orthologe durch
Chaetocin in vivo gehemmt werden, konnten weitere Versuche an Séugerzellen z.B. der Maus
oder mit Drosophila SL2-Zellen helfen. Hierbei miisste immunhistochemisch durch
spezifische Antikorper fir Di- und Trimethylierung geklart werden, ob z.B. bei der Maus nur
die Suv39hl-abhingige Trimethylierung oder auch die G9a-abhingige Dimethylierung
gehemmt werden. Wichtig wire dies auch deshalb, weil beide Enzyme mit sehr
unterschiedlichen Chromatinzustinden assoziiert sind: G9a und Mono- und Dimethylierung
von H3-K9 mit Euchromatin, Suv39hl und Trimethylierung mit perizentrischem
Heterochromatin. Erste Versuche an Mauszellen (3T3) scheiterten an der stark toxischen
Wirkung von Chaetocin. Die kiirzliche Identifikation von Drosophila dG9a wiirde mit
Antikorpern gegen H3-K9-Di- und -Trimethylierung auch eine Untersuchung an den
gegeniiber Chaetocin unempfindlicheren SL.2-Zellen ermdglichen: Hier kdnnte man zwischen
einer euchromatischen dG9a-abhdngigen Hemmung der Methylierung und einer

heterochromatischen SU(VAR)3-9-abhingigen Hemmung unterscheiden.

5.2.3 Kompetitive Hemmung von SU(VAR)3-9 durch Chaetocin

Zur ndheren Charakterisierung der Hemmung von SU(VAR)3-9 durch Chaetocin wurden
Assays zur Untersuchung der Enzymkinetik durchgefiihrt. SU(VAR)3-9 wurde mit steigenden
Chaetocinkonzentrationen versetzt und die Aktivitdt doppeltreziprok gegen die S-
Adenosylmethioninkonzentration in Form eines Lineweaver-Burk-Diagramms aufgetragen
(Abbildung 4-6). Da alle Kurven die Y-Achse im selben Punkt schnitten, wurde
angenommen, dass Chaetocin SU(VAR)3-9 kompetitiv zu SAM hemme.

Fiir die Enzymkinetik wurde die delta-213-Mutation des Enzyms verwendet, da diese
aufgrund des fehlenden N-Terminus nicht dimerisieren kann und daher ein linearer

Zusammenhang zwischen Enzymkonzentration und Aktivitit besteht. Beim Wildtyp wiére
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dies durch kooperative Effekte eventuell nicht der Fall. Durch Verwendung von SU(VAR)3-9
delta 213 sind daher genauere Werte fiir die Michaeliskonstante K,, und die
Katalysekonstante kg, zu erwarten. Die Reaktionen wurden mit und ohne Chaetocin jeweils
nur 5 Minuten inkubiert, um sicher im linearen Bereich der Enzymkinetik zu liegen. Dies
wird in Abschnitt 5.1.2 naher erlautert. Die Inhibitorkonstante K; war in unseren Versuchen
etwa 1,4. Per Definitionem muf3 fiir eine rein kompetitive Hemmung die halbmaximale
Hemmbkonzentration ICs groBer als die Inhibitorkonstante K; sein. Die ICs betrdgt aber etwa
1 puM. Handelt es sich also trotz eindeutigen Lineweaver-Burk-Diagramms um keine
kompetitive Hemmung?

Hierzu ist zu bemerken, dass ICsyp und K; an verschiedenen Serien von SU(VAR)3-9 bestimmt
wurden. Die K,,, welche in die Berechnung von K; einflief8t, differierte in unserem Labor bei
verschiedenen Bestimmungen sehr stark: Wurde sie von Eskeland et al. mit cirka 25,9 uM
beschrieben (Eskeland er al,, 2004), so lag sie wihrend der Chaetocin-SU(VAR)-
Kinetikversuche bei 8,6 uM. Im ersten Fall wurde fiir die Bestimmung H3-Peptid verwandt,
im zweiten rekombinantes Histon H3. Solche Streubreiten sind nicht ungewdhnlich, denn
auch die Ky, fiir SUV39HI1 variierte bei Chin et al. in verschiedenen Versuchen zwischen 6
bis 12 pM (Chin et al., 2006). Dies unter Verwendung von rekombinantem H3 und Wildtyp-
H3. Die K;,, fiir G9a wurde von Patnaik et al. auf einen Bereich zwischen 1,8 (Wildtyp-H3)
und 2,65 (rekombinantes H3) festgelegt (Patnaik et al., 2004). Die Abweichung von ICsy und
K von der Definition kdnnten also auch durch Streuung erklért werden.

Vergleicht man die Strukturen von Chaetocin und S-Adenosylmethionin in Abbildung 5-1
und Abbildung 5-3, so stellt man allerdings auch nicht unbedingt eine Ahnlichkeit fest, an der
man einen kompetitiven Hemmmechanismus ablesen konnte. Seeger et al. untersuchten das
Bindungsepitop von SAM an SU(VAR)3-9. Dabei stellte sich heraus, dass das Adenin des
SAM in engem Kontakt zum Enzym steht. Der aromatische Ring wird von SU(VAR)3-9
umschlossen. Eine von dieser Arbeitsgruppe verdffentlichte Bindungstasche von SU(VAR)3-
9 mit assoziiertem SAM war zum Zeitpunkt dieser Arbeit leider nicht mehr verfligbar. In
einer Arbeit mit dem SU(VAR)3-9-Ortholog DIM-5 konnte gezeigt werden, dass die post-
SET-Doméne des Enzyms Teile des SAM-Adeninringes bindet (Zhang et al., 2003). Die
entsprechende Struktur in Chaetocin konnte moglicherweise die Indolinstruktur sein.

Zwei neuere Studien zeigen eine Moglichkeit der Hemmung auf: Vaquero et al. beschreiben,
dass die Histondeacetylase SIRT SUV39H1 in der SET-Domine an Lysin 266 deacetyliert
und so dessen Aktivitét steigert. Sie stellen die Hypothese auf, dass eine Acetylierung die

Interaktion zwischen SET und post-SET verdndert und dadurch die Enzymaktivitit
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vermindert (Vaquero et al., 2007). Isham et al. gehen davon aus, dass Chaetocin in seiner
Struktur einem acetylierten Histonlysinrest gleiche (Isham et al., 2007). Moglich wére also,
dass Chaetocin durch eine Ahnlichkeit zum acetylierten Lysinrest 266 die Interaktion
zwischen SET und post-SET schwiicht und so zum Beispiel zu einer Anderung der
Konfiguration der Bindungstasche fir SAM fiihrt. Dies konnte die nicht mit kompetitiver
Hemmung iibereinstimmende ICsy von Chaetocin erkldren. Da andererseits, wie bereits
erwidhnt, auch SAM mit der post-SET-Doméne interagiert, ist eine gleichzeitige Konkurrenz
von Chaetocin und SAM um eine Bindungsstelle nicht ausgeschlossen.

Eine Moglichkeit zur besseren Charakterisierung des Bindungstyps, wenn auch nicht des -orts
von Chaetocin an SU(VAR)3-9 wire die Kalorimetrie, durch die die Bindungsenergie

bestimmt wird.

Abbildung 5-3: Vergleich der Strukturformeln von Chaetocin (links) und SAM (rechts).
Hellblau: C-Atome. Weil3: H-Atome. Gelb: S-Atome. Rot: O-Atome. Dunkelblau: N-Atome.

Interessant wére auch die Untersuchung des Hemmmechanismus’ von Chaetocin gegeniiber
dem Substrat Histon H3 gewesen. Versuche in unserem Labor fiihrten leider zu keinem
eindeutigen Ergebnis, da Histone sehr stark an ReaktionsgefdBwinde adhdrieren und dies

keine genaue H3-Titration ermoglicht.
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5.2.4 Zelldichteabhéangige Toxizitit von Chaetocin

Fiir die Untersuchung der Wirkung von Chaetocin in vivo wurden Versuche an Drosophila
SL2-Zellen durchgefiihrt.

Dabei zeigte sich ein toxischer Effekt von Chaetocin. Da Chaetocin wie auch Chetomin,
Sporidesmin, Gliotoxin, Aranotine und Oryzachlorin zu den 3,6-Epidithio-2,5-Piperazinen
gehort, ist dies nicht verwunderlich (Hauser et al., 1970). Mittlerweile sind rund 50 ETPs
identifiziert. Neben einer antibiotischen Komponente, die ihren Produzenten wohl als
Selektionsvorteil dient, antiviralen und immunmodulatorischen Eigenschaften verfiigen diese
Substanzen auch iiber zytotoxische Effekte (Waring and Beaver, 1996). Der charakteristische
Diketopiperazinring mit seiner internen Disulfidbriicke ist verantwortlich fiir die meisten
biologischen Eigenschaften dieser Molekiile (Waring et al., 1996). Sporidesmin
beispielsweise wirkt stark lebertoxisch und hdmolytisch. Dies scheint einerseits durch bei der
zyklischen Reduktion der Disulphide/Autoxidation der Thiole freiwerdende freie Radikale
wie Superoxid oder Hydrogenperoxid bedingt zu sein (Munday, 1989). In einigen Studien
wirkten Zn-Ionen (Smith et al., 1977) und freie Radikalfinger wie Vitamin E protektiv
(Munday, 1989). Ein weiterer Grund fiir die Toxizitdit konnte eine Inaktivierung von
Proteinen durch Bildung gemischter Disulphide mit den ETPs sein, wie es in vitro
nachgewiesen werden konnte (Gardiner et al., 2005).

Fiir Chaetocin wurde durch die Erstbeschreiber ein antibakterieller und zytostatischer Effekt
beschrieben (Hauser et al., 1970). Die akute Toxizitdt wurde durch Hauser et al. durch
perorale Verabreichung (DLsy 1,7 mg/kg) und intraperitoneale Applikation (DLsy groBer
1g/kg) an der Maus ermittelt. Da Chaetocin in seiner Strukturformel allen ETPs stark dhnelt,
ist davon auszugehen, dass auch seine Toxizitdt durch das Thiol-Disulphid-Redoxsystem oder
Konjugation mit Proteinen zu erkldren ist. Mit einigen Cysteinresten nahe der SET-Doméne
verfiigt SU(VAR)3-9 iiber Angriffsstellen, an denen eine Quervernetzung mit Chaetocin
denkbar wire. In vitro Versuche unter Zugabe des Reduktionsmittels Dithiothreitol zur
Spaltung molekiilinterner Disulphidbriicken und subsequenten Erleichterung der Bildung
gemischter Disulphide zeigten einen geringen Einfluss auf die Enzymhemmung durch
Chaetocin, bei hohen DTT-Konzentrationen verstirkten sie diese.

Interessanterweise war die Zelltoxizitdt von Chaetocin in unseren Experimenten abhingig von
der Dichte der adhidrenten Zellen vor Gabe des Inhibitors in das Nahrmedium. Bei sehr
niedrigen Zelldichten starben die Zellen nach Inkubation mit Chaetocin, bei hoéheren
Zelldichten zeigte sich lediglich eine Verzogerung des Wachstums. Ein solcher Effekt konnte

auch bereits in Versuchen von Bernardo et al. 2003 fiir Gliotoxin beobachtet werden
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(Bernardo et al., 2003). Ob dies in unseren Experimenten auf ein vermindertes
Chaetocin/SL2-Zellen-Verhiltnis bei hoheren Zelldichten zuriickzufiihren war oder aber
durch einen Schutzmechanismus, der nur im Kollektiv greifen konnte, bedingt war, wurde
nicht klar. Man konnte an einen Mechanismus &dhnlich dem der Virusantwort eines
Zellkollektivs denken. Dort fithren von befallenen Zellen abgegebene Interferone dazu, dass
nichtinfizierte Zellen sich gegen eine Virusinfektion schiitzen. Moglich wére, dass durch
Zellkommunikation bestimmte Transporter geblockt werden, so dass Chaetocin nicht mehr in
»gesunde* Zellen eindringen kann.

Fir das ETP Gliotoxin wurde jedoch 2003 durch Bernardo et al. ein
Redoxaufnahmemechanismus beschrieben, der in Zellen zu bis zu 1500-fach hoéheren
Gliotoxinkonzentrationen fiihren kann als im Medium vorliegend (Bernardo et al., 2003).
Dabei ist die reduzierte Form des Toxins in der Zelle gefangen und kann die Zellmembran
nicht mehr durchdringen. Bei abnehmender Zelldichte wire dann mehr Toxin in der Zelle im
Gleichgewicht zwischen reduzierter und oxidierter Form. Ein &hnlicher Mechanismus wie

dieser ware auch fur Chaetocin vorstellbar.

5.2.5 Effekte von Chaetocin auf die Methylierung von Histon H3

Bei Inkubation von Drosophila SL2-Zellen zeigt sich ein Effekt von 0,5 uM Chaetocin im
Medium auf die Di- und Trimethylierung von Histon H3 Lysin 9 nach etwa 7 Tagen. Ein
geringer ausgepragter Effekt ist aber auch schon nach 3 Tagen bzw. bei einer Konzentration
von 0,1 puM sichtbar. Die Analyse der Methylierung von Histon H3 Lysin 79 zeigt eine
Zunahme von Di- und Trimethylierung nach 2-3 Tagen, die aber nach 7 Tagen nicht mehr
besteht.

Diese Effekte sind nicht durch eine Chaetocin-bedingte Induktion der Apoptose bedingt, da
im Versuch die Dichten der SL2-Zellen so gewihlt wurden, dass sie auch bei hoheren
Chaetocinkonzentrationen noch wuchsen. Die Verdanderungen der Methylierungen sind daher
auf Enzyminhibition bzw. —aktivierung zuriickzufiihren.

Das spite Auftreten des Effektes von Chaetocin auf die Methylierung von Histon H3 Lysin 9
konnte dadurch bedingt sein, dass die Histonmethylierung an sich eine sehr stabile
Modifikation ist (Bannister et al., 2002; Imhof and Becker, 2001). Eine Studie von Byvoet et
al. 1972 zeigte, dass Histonproteine die gleiche Halbwertszeit wie di- und trimethylierte
Lysin- und Argininreste haben (Byvoet, 1972).

Voriibergehende Effekte von Chaetocin auf die Methylierung von H3-K79 zeigen sich

allerdings schon nach 3 Tagen. DOT1L, das verantwortliche Enzym, wurde urspriinglich in S.
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cerevisae als disruptor of telomeric silencing entdeckt (Singer et al., 1998). Die Methylierung
von Histon H3 Lysin 79 ist wichtig flir Gen-Silencing und die addquate Lokalisation von SIR-
Proteinen in S. cerevisae (Ng et al., 2002). Die Funktionen von DOTIL und SU(VAR)3-9
konnten sich aufgrund der bisher publizierten Daten im Bereich des Telomers beriihren:
Suv39hl spielt bei der Maus fiir die Telomerldnge (Garcia-Cao et al., 2004) und DOT1 in
Saccharomyces cerevisae fiir das telomerische Silencing (Ng ef al., 2002) eine Rolle. Hierzu
ist allerdings anzumerken, dass eine Methylierung von H3-K9 in S. cerevisae nicht existiert
und erst vor kurzem ein Enzym entdeckt wurde, das als ein Uberbleibsel eines H3-K9-
Methylierungssystems betrachtet werden konnte (Klose et al., 2007). Studien iiber die Rolle
von DOTIL im telomerischen Silencing bei Sdugern oder in Drosophila existieren bis dato
nicht. Die folgenden Ausfithrungen haben demnach spekulativen Charakter.

Moglicherweise nehmen die Di- und Trimethylierung von H3-K79 als Reaktion auf und
Ausgleich fiir die verminderte H3-K9-Methylierung voriibergehend zu, da beide
Modifikationen synergistisch zum Silencing fithren. Auf der anderen Seite wurde in fritheren
Studien (Singer et al., 1998) berichtet, dass sowohl Deletion als auch Hochregulation von
Dotl in S. cerevisae zu einem Verlust des Silencing fiihren. Entspriache dies der Realitét, so
wiaren die DOT1-Effekte frither messbar als die Effekte von Chaetocin auf SU(VAR)3-9,

wiirden aber zum gleichen Endergebnis fiihren.

53 AUSBLICK
5.3.1 Effekte von Chaetocin auf Drosophila melanogaster In(1)w™/Su(var)3-
9/+

Zur weiteren Charakterisierung der Effekte von Chaetocin wiren Tests im Modellorganismus
Drosophila melanogaster aufschlureich gewesen. Hierfiir wiaren besonders die Fliegen des
Typs In()w"*/Su(var)3-9/+ geeignet gewesen (siche 3.1.6: Bei diesen Fliegen ist eine
zusétzliche Kopie von Su(var)3-9 vorhanden, auBerdem ist das fiir rote Augenfarbe
kodierende white-Gen durch Mutagenese invertiert und an einen Lokus transloziert, der dem
PEV unterliegt. Dadurch ist es stillgelegt und die Fliegen zeigen eine weille bzw. rot-weil3-
gesprenkelte Augenfarbe. Hemmung von SU(VAR)3-9 durch Chaetocin sollte daher bei
diesen Fliegen zur Augenfarbe rot fithren.)

Innerhalb erster Versuchsreihen stellte sich aber heraus, dass das Losungsmittel DMSO, in
dem sich Chaetocin befand, selbst schon einen Effekt auf die Augenfarbe der Fruchtfliegen

hatte. Butanol hingegen wére als Losungsmittel geeignet. Da aber mittlerweile Chaetocin
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kommerziell als Pulver nicht mehr erwerbbar ist, wurden weitere Versuche mit
Verdiinnungen von DMSO plus Chaetocin in Butanol durchgefiihrt. Es zeigte sich zwar ein
geringfiigiger Effekt v.a. auf die ménnlichen Fliegen, jedoch konnte dieser aufgrund des
Vorgehens nicht eindeutig auf die Wirkung von Chaetocin zuriickgefiihrt werden. Daher
wurden keine weiteren Versuche mit hoheren Chaetocinkonzentrationen durchgefiihrt, da hier
noch groBere DMSO-Effekte zu erwarten gewesen waren.

Ein Ausweg wiirde die Umkristallisierung von Chaetocin und Losung in Butanol fiir weitere

Experimente darstellen.

5.3.2 Die Bedeutung von Chaetocin als wissenschaftliches Hilfsmittel oder

zukiinftiges Medikament

Die urspriingliche Fragestellung dieser Arbeit war die Suche nach einem Inhibitor der
Histonmethyltransferase SU(VAR)3-9, dessen Wirkung in vitro und in vivo charakterisiert
werden sollte. Dabei wurde neben der Verwendung als Werkzeug fiir die Molekularbiologie
auch die Moglichkeit eines spéteren Einsatzes in der Humanmedizin als Krebstherapeutikum
in Betracht gezogen.

Bei genauerer Analyse der Funktion von SU(VAR)3-9 in vivo stellt sich aber heraus, dass
eine solche Option zweifelhaft ist. Ein double-knockout von Suv39h1 in Miusen fiihrt z.B. zu
einer hohen Inzidenz an B-Zell-Lymphomen (Peters et al., 2001). Dieser Effekt wére dann
wohl auch von Chaetocin zu erwarten. Andererseits ist die Methylierung von Histon H3 Lysin
9 aber mit aberrantem Gen-Silencing in Krebszellen assoziiert (Nguyen et al., 2002). Hier
wiirde die Behandlung mit Chaetocin einen Vorteil bedeuten.

Theoretisch moglich wire auch ein Einsatz von Chaetocin zur Therapie der Friedreich-Ataxie,
bei der durch repetitive Tripletts das Gen fiir Frataxin stillgelegt ist. Die Histone H3 und H4
an diesem Genlokus sind hypoacetyliert, H3-K9 ist vermehrt trimethyliert. Es gibt keine
befriedigende Therapie, der Radikalfinger Idebenone wird noch erprobt. Kiirzlich
veroffentlichten Herman et al. eine Studie, in der Lymphozyten erkrankter Individuen mit
HDAC-Inhibitoren erfolgreich behandelt werden konnten (Herman et al., 2006). Eine
epigenetische Therapie mit Chaetocin scheint daher denkbar. Dabei miisste aber ein Derivat
des Inhibitors eingesetzt werden, das die Blut-Hirn-Schranke durchdringen kann und
vorzugsweise neuronenspezifisch wirkt bzw. nach Passage der Blut-Hirn-Schranke erst von
Enzymen aktiviert wird. (Ein Mechanismus, den man sich bei der Therapie des M. Parkinson

mit L-Dopa in Kombination mit Hemmstoffen der nicht hirnschrankengéngigen peripheren
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Dopa-Decarboxylase-Hemmstoffe Carbidopa und Benserazid zunutze macht.) Noch idealer
wire ein auf das betroffene Gen beschriankter Wirkmechanismus.

Auch der Einsatz von Chaetocin in der Therapie einer HIV-Infektion erscheint denkbar.
Latent mit HIV infizierte Zellen stellen ein Hemmnis in der therapeutischen Viruselimination
bei infizierten Patienten dar. Eine Inhibition der Histondeacetylase-Aktivitdat mit Trichostatin
A begiinstigt die Bindung von RNA Polymerase II an das HIV LTR (long terminal repeat)
(Williams et al., 2006). Das HIV Tat Protein, welches fiir die Transkriptionselongation
notwendig ist, wird jedoch durch die HDAC SIRT1 reguliert und eine Behandlung mit small
molecule Inhibitoren von SIRTI1 fiihrt zu einer verminderten Expression der HIV-Gene
(Pagans et al., 2005). Da SIRT1 SUV39HI1 reguliert und dessen Aktivitdt steigert (Vaquero et
al., 2007) wiére der Umkehrschluss moglich, dass eine Inhibition von SUV39HI durch
Chaetocin am ehesten zu einer Verminderung der HIV-Genexpression und damit zu einer
erschwerten Therapie fithren wiirde. Wiirde Chaetocin jedoch synergistisch zu Trichostatin A
wirken, konnte es Vorteile fiir die Therapie einer HIV-Infektion bergen.

Da Chaetocin aber eine toxische Wirkung aufweist, miisste vor einer wie auch immer
gearteten therapeutischen Verwendung erst ein wirksames Analogon mit besserer
Vertrdglichkeit identifiziert werden. Verschiedene Gruppen haben im Verlauf der letzten
Jahre Konzepte zur Identifikation solcher Stoffe mit therapeutischem Potential entwickelt.
Muegge et al. stellten 2001 ein Verfahren vor, nach dem man durch die Analyse funktioneller
Gruppen wie z.B. Aminen, Amiden, Alkoholen, Ketonen, Carboxylsduren, Guanidinen,
Estern etc. das Potential einer Substanz als Medikament beurteilen konnte (Muegge et al.,
2001). Eine Analyse von Chaetocin nach den von Muegge et al. aufgestellten Regeln fallt
positiv aus. Die therapeutische Verwendung von Chaetocin oder eines Analogons ist trotzdem
fragwiirdig, da bisher alle Epidithiopiperazine toxische Wirkung zeigen und der Austausch
einiger Substituenten an der toxischen Grundkomponente, dem Disulphid-Ringsystem, nichts
andert. Andererseits sind ETPs als Krebstherapeutika trotz allem interessant, Gliotoxin
beispielsweise wies in vivo Aktivitit gegenliber Mammatumoren der Ratte ohne erkennbare
Toxizitdit auf (Vigushin et al., 2004). Isham et al. zeigten 2007, dass Chaetocin ein
vielversprechendes Therapeutikum des Multiplen Myeloms darstellen konnte (Isham et al.,
2007). Chaetocin verfiigt iiber ein hohes Ausmall an selektiver Toxizitdt gegeniiber
Myelomzellen. Der toxische Effekt wird dabei durch intrazelluldren oxidativen Stress und
daraus resultierende Apoptose vermittelt. Myelomzellen scheinen empfindlicher gegeniiber

oxidativem Stress zu sein als nichtmaligne Zellen. Die Gruppe untersuchte auch die Wirkung
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von Chaetocin auf die Histon-H3-Acetylierung, die nach Behandlung unverdndert war. Die
Histonmethylierung wurde nicht untersucht.

Als molekularbiologisches Werkzeug findet Chaetocin schon heute in unserem Labor
Anwendung. Auch wenn es vielleicht nicht die Bedeutung des HDAC-Inhibitors Trichostatin
A erlangen wird, so bietet seine Verwendung doch den Vorteil, unabhéngig von genetischen

knockouts die SU(VAR)3-9-Aktivitdt zeitlich begrenzt und kontrolliert zu inhibieren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Posttranslationale Histonmodifikationen leisten einen wichtigen Beitrag zur Regulation der
Genexpression. Beim Aufbau und bei der Aufrechterhaltung stabiler Genexpressionsmuster
spielen v.a. die Histonmethyltransferasen eine Schliisselrolle. Eine Missregulation kann daher
zur malignen Entartung von Zellen oder auch zur Entstehung verschiedener chronischer
Erkrankungen flihren. Die Entdeckung, dass Inhibitoren von Histondeacetylasen
antiproliferative Wirkungen aufweisen, hat zu zahlreichen Studien in diesem Bereich gefiihrt.
Einige dieser Inhibitoren befinden sich mittlerweile in Phase I und II der klinischen
Evaluation als Tumortherapeutika. Bei Aufnahme dieser Arbeit war aber noch kein Inhibitor
einer Histonmethyltransferase bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es daher, einen potenten Hemmstoff der Histonmethyltransferase
SU(VAR)3-9 zu identifizieren.

Dazu wurde eine Substanzbibliothek aus ca. 3000 kleinen Molekiilen mittels eines Screens
getestet. Es wurden 28 Substanzen gefunden, die die Aktivitdt von SU(VAR)3-9 erheblich
verminderten. Die meisten dieser Substanzen waren nur in sehr kleinen Mengen von bis zu 1
ml verfiigbar. Daher wurden weitere Experimente nur mit Chaetocin, einem der potentesten
Inhibitoren im Screening, durchgefiihrt, da dieses relativ einfach in grosseren Mengen
verfligbar war. Chaetocin wurde auf seine Spezifitit im Standardmethyltransferaseassay mit
verschiedenen Histonmethyltransferasen getestet. Es erwies sich als spezifisch fiir Drosophila
SU(VAR)3-9 und seine Orthologe beim Menschen und in Neurospora crassa mit einer 1Cs
von circa 1 uM fiir SU(VAR)3-9. Allerdings hemmte es auch G9a, eine mit SU(VAR)3-9
verwandte Histonmethyltransferase, wenn auch erheblich schwiécher. Zur Untersuchung des
Hemmmechanismus wurde ein Lineweaver-Burk-Diagramm angefertigt. Es zeigte sich, dass
Chaetocin SU(VAR)3-9 kompetitiv zum Substrat S-Adenosyl-Methionin hemmt. Ein in vivo
Versuch im Drosophila SL2-Zellsystem mit Analyse der Histonmethylierung durch
Massenspektrometrie  nach  Inkubation  von  Zellen  mit  unterschiedlichen
Chaetocinkonzentrationen schloss sich an. Auch hier konnte eine Inhibition der SU(VAR)3-9
vermittelten Di- und Trimethylierung von Histon H3 Lysin 9 nachgewiesen werden.
Allerdings trat auch eine starke Toxizitdt von Chaetocin zu Tage. Inkubation von Drosophila
In(L)w"?/Su(var)3-9/+ zur Untersuchung einer Anderung der Augenfarbe nach Chaetocin-
Behandlung fiihrte zu keinem eindeutigen Ergebnis.

Chaetocin stellt ein interessantes Instrument zur Untersuchung epigenetischer Mechanismen

dar. Seine Toxizitdt konnte einen therapeutischen Einsatz allerdings einschrinken. Erste
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Untersuchungen zur Myelomtherapie mit Chaetocin zeigen jedoch vielversprechende

Ergebnisse sowohl in vitro als auch im Mausmodell mit selektiver Toxizitit gegeniiber

malignen Zellen.
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BSA

Engl.: Bovine Serum Albumine

cpm Engl.: Counts per minute

CTCF Engl.: CCCTG-binding factor (Schiitzt imprinting control regions vor
DNA-Methylierung)

C-Terminus Carboxy-Terminus eines Proteins/Peptids

DL5g Dosis, bei der bei 50% der untersuchten Population der Tod eintritt

dm Drosophila melanogaster

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DNMT DNA-Methyltransferase

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ETPs Epidithiopiperazine

FCS Engl.: Fetal calf serum

H3 Histon H3

H3-K9 Histon H3 Lysin 9

HAT Histonacetyltransferase

HDAC Histondeacetylase

HMT Histonmethyltransferase

HP1 Heterochromatin Protein 1

hs Homo sapiens

IC50 Halbmaximale Hemmkonstante

ICR Engl.: Imprinting control region

ICSI Intrazytoplasmatische Spermieninjektion

IPTG Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid, Induktor des Lactoseoperons bei
E. coli.

IVF In vitro Fertilisation

JHDM Engl.: JmjC-domain containing histone demethylase

kb Kilobase

K; Inhibitorkonstante

K Michaeliskonstante
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Km app Scheinbare Michaeliskonstante

LB Engl.: lysogeny broth; Nahrlosung zur Anzucht von Bakterien
MECP2 Methyl-CpG-bindendes Protein 2

mm Mus musculus

N-Terminus

Aminoterminus eines Proteins/Peptids

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PEV Engl.: Position effect variegation; Anderung des Phiinotyps durch
Aktivierung/Inaktivierung eines Gens in Heterochromatinnéhe

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid, ein Proteaseinhibitor

PRC Engl.: Polycomb repressive complex

PRMT Proteinargininmethyltransferase

RNAI RNA-Interferenz

SAM S-Adenosyl-L-Methionin

SET-Doméne Su(var)-, E(z)-, Trithorax-Domine

SDS Natriumdodecylsulfat

Su(var)3-9 Suppressor of variegation 3-9

TSA Trichostatin A

Vinax Maximale Reaktionsgeschwindigkeit

wt Wildtyp (eines Proteins)
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Histone methylation plays a key role in establishing and
maintaining stable gene expression patterns during cellular
differentiation and embryonic development. Here, we report
the characterization of the fungal metabolite chaetocin as the
first inhibitor of a lysine-specific histone methyltransferase.
Chaetocin is specific for the methyltransferase SU(VAR)3-9
both in vitro and in vivo and may therefore be used to study
heterochromatin-mediated gene repression.

During the life of every multicellular organism, totipotent cells have to
acquire specific functions and maintain their differentiated state. The
differentiated state of a cell is determined by its specific pattern of gene
expression, which in turn is established and maintained through the
differential packaging of DNA into chromatin. The basic unit of
chromatin is the nucleosome, a nucleoprotein particle that consists of
147 base pairs of DNA that are wrapped around a proteinaceous core
of the four core histones H2A, H2B, H3 and H4 (ref. 1). It is widely
accepted that the post-translational modifications of the histone
N-terminal tails, as well as modifications within the globular domain,
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regulate the level of chromatin condensation and are therefore
important in regulating gene expression®. Inhibitors of histone acet-
yltransferases can affect the heritable changes in gene expression of
specific genes and are used as drugs for cancer therapy®. In addition to
histone acetylation, histone methylation has also been shown to be
important in establishing stable gene-expression patterns. Some of the
known histone methyltransferases (HMTs) are misregulated in
tumors?, and methyltransferase-induced heterochromatin formation
could be involved in neurodegenerative diseases’.

To find small molecules that affect HMT function, we screened
a small library of compounds for their ability to inhibit the activity
of recombinant Drosophila melanogaster SU(VAR)3-9 protein.
SU(VAR)3-9 is a key player in establishing condensed heterochroma-
tin by specifically methylating Lys9 of histone H3 (ref. 6) and is
conserved in most higher eukaryotes. The screening was done by
pooling eight individual compounds and testing the pooled mixtures
in a standard radioactive filter-binding assay (Supplementary
Methods online). Every pool that reduced HMT activity by more
than 60% was considered inhibitory, and the individual compounds
were retested for activity (Fig. 1a). Of the 2,976 compounds screened,
22 reduced HMT activity by more than 80% under standard con-
ditions. To verify the activity, and to exclude a possible peptide-
specific effect, we further tested the most active inhibitors using
intact recombinant H3 molecules as substrates (Fig. 1b). One of
the strongest inhibitors was the fungal mycotoxin chaetocin
(Fig. 1c, 1), which was initially isolated from the fermentation broth
of Chaetomium minutum’ and belongs to the class of 3-6 epi-
dithio-diketopiperazines (ETPs). It has a half-maximal inhibitory
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Figure 1 /n vitro inhibition of dSU(VAR)3-9. (a) Schematic outline of the inhibitor screen. (b) SDS-PAGE analysis of in vitro methylated H3 in the
presence or absence of 10 pg of inhibitor. (c) Structure of chaetocin. The chaetocin used in all reactions was >95% pure (Supplementary Fig. 2 online).
(d) Inhibition curves for various recombinant HMTs. Methyltransferase assays were performed as described previouslyl3. Reactions were done in duplicate
and error bars reflect the standard deviation from at least two different experiments.
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Figure 2 /n vivo inhibition of SU(VAR)3-9. (a) SL-2 cells were grown in the
absence (dark bars) or presence (light bars) of chaetocin. Methylation levels
were measured by quantitative MALDI-TOF MS as described previouslyl1:14,
Shown are the relative values for the differentially modified peptides as a
fraction of the total H3 (=100%). (b) To study Lys4 dimethylation and Lys9
trimethylation, increasing amounts of recombinant histones (lanes 1-3) or
histones isolated from SL-2 cells treated (lanes 8-11) or not treated (lanes
4-7) with chaetocin were loaded on an 18% SDS PAA gel and analyzed

by western blotting with specific antibodies against H3K9me3 and H3
dimethylated at Lys4 (H3K4me2). (c) Effect of chaetocin on H3 Lys9
methylation as a function of time. H3 Lys9 methylation levels of histones
extracted from nuclei of SL-2 cells at 1, 3 and 5 d after induction were
measured by quantitative MALDI-TOF MS. Shown are the relative values
for H3K9me2 peptide from histones that were untreated (open circles)

and treated with 0.1uM chaetocin (filled circles) or 0.5 uM chaetocin
(filled triangles).

concentration (ICsq) for SU(VAR)3-9 of 0.6 pM and acts as a com-
petitive inhibitor for S-adenosylmethionine (SAM, Supplementary
Fig. 1 online). As SU(VAR)3-9 has a cluster of cysteine residues in its
active site®, and as we have observed a drop in activity with thiol-
reactive substances such as DTT at high doses (>10 mM), we
wondered whether the disulfide bond of chaetocin is important for
its inhibitory activity. To examine this, we performed the inhibition
assays in the presence of increasing amounts of DTT to reduce the
disulfide bonds within chaetocin but did not see a substantial decrease
in inhibition by SU(VAR)3-9 (Supplementary Fig. 1).

To test the enzyme specificity of chaetocin, we also tested other
known HMT enzymes that contain a SU(VAR)3-9, enhancer-of-zeste,
trithorax-homology (SET) domain for their sensitivity to chaetocin
(Fig. 1d). We found that although chaetocin inhibited the human
ortholog of dSU(VAR)3-9 with a similar ICsy value (0.8 pM), it
inhibited other known Lys9-specific HMTs such as mouse G9a and
Neurospora crassa DIM5 with a higher ICsy value (2.5 and 3 pM,
respectively). We also tested the recombinant Drosophila E(z)-complex
(expressed and purified in a baculoviral expression system), which
preferentially methylates H3 at Lys27, the bacterially expressed H4
Lys20-specific HMT PRSET7 and the Lys4-specific lysine methyl-
transferase SET7/9. In all three cases we found ICs; values that were
much higher than for the other enzymes (>90 puM for the dE(Z)
complex and >180 uM for PRSET7 and SET7/9). This suggests that
chaetocin is an inhibitor of enzymes belonging to the class of the
SUV39 family with the strongest inhibitory potential for SU(VAR)3-9
and is a weaker inhibitor of more distantly related enzymes of this
family, such as G9a or DIMS5 (ref. 8), with a higher ICsq value. HMTs
that do not belong to the SU(VAR)3-9 class of enzymes, such as E(z),
PRSET7 or SET7/9, are not inhibited, despite having a recognizable
SET domain. Taking this together with the finding that chaetocin acts
as a competitive inhibitor for SAM, we suggest that the SAM-binding
cleft of E(z) and PRSET?7 is too divergent from the SU(VAR)3-9 class
of enzymes to be bound by chaetocin.

To study the effectiveness of chaetocin at inhibiting SU(VAR)3-9
in vivo, we cultivated SL-2 Drosophila tissue culture cells in the
presence or absence of the inhibitor. The chaetocin used was >95%
pure and stable during the course of the experiment (Supplementary
Fig. 2 online). Like other ETPs, chaetocin has a toxic effect on cells
grown in culture’. When cultivating SL-2 cells, we observed that the
toxicity is highly dependent on the initial cell density when chaetocin
is added to the culture. Cells seeded at low density (<5 x 10 cells per
ml) are very sensitive to chaetocin treatment, whereas cells seeded at
higher density (>2 x 10° cells per ml) can be treated with up to 0.5
UM chaetocin, which causes only a growth retardation of 2448 h
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(Supplementary Fig. 3 online). The toxicity of other known ETPs,
such as gliotoxin, has been attributed to their ability to form mixed
thiols with various cellular proteins®. From these results, and based on
the observation that a fly strain deficient for SU(VAR)3-9 is viable!?,
we suggest that the toxic effects are not caused by the inhibition of
SU(VAR)3-9, as the disulfide bonds are not required for HMT
inhibition. Therefore, we seeded cells at a density of 2.5 X 10 cells
per ml, treated the culture with different concentrations of the
inhibitor (0.1 pM and 0.5 pM) for several days and took aliquots
after 1, 3 and 5 d of culture to study the level of histone modification.
Histone modification patterns were analyzed by MS, as previously
shown'!l. Consistent with the inhibition of SU(VAR)3-9
in vitro, the number of H3 molecules dimethylated at Lys9
(H3K9me2) was markedly reduced when cells were grown in medium
containing 0.5 UM chaetocin (Fig. 2a) after 5 d. Histones isolated
from cells treated with 0.1 uM and for a shorter time also showed a
drop in Lys9 methylation, but not as strongly as with the higher
concentration (Fig. 2b). Because of the similar mass shift of a
trimethyl and an acetyl group, the quantification of the H3 isoform
trimethylated at Lys9 (H3K9me3) is obscured by the acetylated
form. Therefore, we used an antibody that is specific for trimethylated
Lys9 (ref. 12) to selectively investigate the effect of chaetocin on
Lys9 trimethylation (Fig. 2¢). Using this antibody, we also observed
a substantial drop in Lys9 trimethylation in the chaetocin-treated
cells. These findings are consistent with observations in flies that
lack a functional dSU(VAR)3-9 enzyme. The histones isolated
from these flies show a marked loss of di- and trimethylation at
Lys9 but not of any other lysine'”. Accordingly, chaetocin does
not influence the degree of methylation of other lysines such as
Lys27, Lys36, Lys79 or Lys4 when analyzed by MS or western
blotting (Fig. 2).
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As chaetocin also inhibits G9a in vitro, we cannot exclude the
possibility that the reduction of H3K9me2 is due to the inhibition of
the Drosophila ortholog of mammalian G9a. However, we consider
this to be unlikely because of the similar reduction of H3K9me2 in
flies deficient in dSU(VAR)3-9. The specificity of chaetocin for HMTs
that target Lys9 within the H3 tail not only will allow a detailed
analysis of methyltransferase-mediated gene repression but also pro-
vides an excellent tool to mechanistically dissect the processes that lead
to the formation of mono-, di- and trimethylated H3 by dSU(VAR)3-9.
Despite showing toxic effects in a tissue-culture system, the analysis of
derivatives of chaetocin that lack the disulfide bond and therefore have
lower toxicity should allow the use of these molecules for various
therapeutic or experimental applications.

Accession codes. BIND identifiers (http://bind.ca/): 300892—-300895.
Note: Supplementary information is available on the Nature Chemical Biology website.
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