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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Genom und Epigenetik

Mit dem Verstandnis der DNA-Struktur als Doppelkaler DNA im Jahr 1953 begann die
Aufklarung des genetischen Codes (Watson & Criég3). Die zellularen Mechanismen, mit
denen DNA Sequenzen zu Proteinstrukturen Ubersetrden, wurden in den folgenden
Jahren untersucht (Crickt al, 1961). Mehrzellige Organismen, besonders Eukanyo
bestehen aus vielfaltig differenzierten Zellen, ckel mit der DNA die genetische Information
des gesamten Organismus tragen, davon aber nun eBmachteil als Genprodukte
exprimieren. Uber dem genetischen Code als prirridoemationsebene miissen also noch
weitere Ebenen der Informationsspeicherung exestieDieser Code tber dem Code ist die
Epigenetik. Die Epigenetik untersucht erbliche Wsithiede in der Genexpression, welche
ohne Veranderungen der DNA-Struktur auftreten (\éaf Matzke, 1999).

Die nachst hohere Ebene der Genregulation umfassténte Modifikationen der DNA ohne
die Abfolge der Basensequenz zu beeinflussen. Sd wiB. die Inaktivierung eines
kompletten X-Chromosoms weiblicher Sdugetiere mhligde durch Methylierung gesteuert
(Beard et al, 1995; Panning & Jaenisch, 1996). Somatischeeddlliploider Organismen
tragen zwei Kopien jedes Allels. In Sdugern sindga Gene durch ,Imprinting* reguliert,
d.h. die Genexpression erfolgt nicht gleichzeitan\beiden Allelen, sondern ausschliel3lich
nur von einem Allel (Wilkinsoret al., 2007). So wird z.B. die Expression desulin-like
growthfactor-2 nur vom vaterlich vererbten Allel exprimiert (De@ta et al, 1991). Als
Ubergeordnete Ebene der Regulation der Genexprnessioin den folgenden Jahren die
posttranslationale Modifikation von Histonen entdamd intensiv untersucht worden (Reta
al., 2000; Strahl & Allis, 2000; Jenuwein & Allis, QD).

1.2 Histon-Code

1.2.1 Organisation des Chromatin

Die Expression von Genen eukaryotischer Organisneémgt besonders von der
Zuganglichkeit der DNA fir die Transkription ab. Eukaryoten ist die nukledre DNA zu
Chromatin verpackt. Die Grundeinheit des Chromaindas Nukleosom (Abbildung 1).
Dabei bilden die Histone H3 und H4 ein Tetrames daf jeder Seite von einem H2A/H2B
Histon-Dimer gebunden wird. Um dieses Oktamer sitb bp der DNA in einer

linksgangigen Superhelix gewunden. Dieser hochkoreste Nucleo-Proteinkomplex tritt

1
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alle 200 +/- 40 Basenpaare in allen eukaryotisscBenomen auf (Lugest al, 1997; Luger,
2003). Die Nukleosomen sind durch DNA-Linkereinamitvon 10 bis 80 bp miteinander
verbunden und werden durch das Histon H1 zu eidemlFaser kompaktiert..

10-nm filament . J-‘ LH S5\ Chromatin
¢ ¢ ¢l dd ¢l ¢ (¢ J%‘?%;;;;;;;;ﬁ | fibre
SN ISIIGNI N~ " ==mmmnmns
\

Higher-order folding

@)) Nucleosome core particle

- el

N-terminal "tail Globular domain

Abbildung 1 : Struktur des Chromatin. Die globuldren Histon-Domé&nen sind zum Oktamer assoziiert,
die frei beweglichen Termini ragen aus der Struktur heraus. Héhere Organisationsformen ergeben die

10 nm Faser, die sich zu Komplexen héherer Ordnung falten kénnen (aus Strahl & Allis, 2000).

Chromatin kann verschieden stark kondensiert seodurch auch die Zugénglichkeit der
DNA reguliert wird. Im sehr dicht gepackten Hetdmmmatin findet man wenig
transkriptionale Aktivitat (Zhimulewet al., 1986), im lockerer strukturierten Euchromatin
dagegen viel. Die Chromatinstruktur ist meist dyisam, und kann durch unterschiedliche
Modifikationen umgebaut rémodeleyl werden. Studien der Nukleosomenstruktur haben
gezeigt, dass die N- und C-Termini der Histone tniom Nukleosom mit verpackt sind,

sondern alkandom-Co#Struktur herausragen (Trievel, 2004).

1.2.2 Histon-Modifikationen

Die N- und C-Termini der Histone werden posttratistal auf vielfaltige Weise modifiziert.
Die Modifikationen sind kovalent und umfassen ulslethylierung, Acetylierung,
Phosphorylierung, und Ubiquitinylierung (Berger02 Neben ATP-abhangigen Chromatin-
remodelingVorgangen, die die Mobilitdt der Nukleosomen edrdl{Cairnset al 1996;
Collingwood et al., 1999), kénnen auch die Histon-Modifikationen dibr@natin-Struktur
durch Beeinflussung von Histon-DNA oder Histon-dist Wechelwirkungen verandern
(Zheng & Hayes, 2003). Die erstaunliche Diversuatl auf3erordentliche Spezifitat dieser
posttranslationalen Markierungen gaben Anlass zuAdmahme, dass die Modifikationen
einen Code darstellen, der von anderen Proteinkasege werden kann. Diesen bezeichnete
man als Histon-Code (Strahl & Allis, 2000). Die Wait der Modifikationen er6ffnet eine

2
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Fulle an moéglichen Kombinationen (Abbildung 2). Daarstand des Chromatin wird durch
unterschiedliche Histon-Modifikationen bestimmt,lete die Transkription ,an‘ oder ,aus’
schalten konnen.. So gilt z.B die Methylierung amstéh H3 Lysin 9 (H3K9) als
Transkriptions-reprimierendes Signal (Nakayarmsé al 2001; Heardet al 2001).
Phosphorylierung an Histon H3 Serin 10 hingegemksivierend, und diese Modifikationen
schliel3en sich gegenseitig aus @t al, 2002). Auch die Methylierung von H3K4 hat
Transkriptions-aktivierende Effekte (Berger, 2007).

(v ey <adige P L™ ® &
I phosphorylation J{ J l{ ”L ; _
ART QTAR9 TGGKAPRKQLATKAA K APATGGV KPH-I histone H3 | 135 aa

A o

methylation KGGKGLGKGGAKRHRZDVLRDNIQGITKPAIRRLAR-{ histone H4 | 102 aa

| (arginine)

methylation (/'VP %‘y
(active lysine)
QGG

éGRG KARAKAKSRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNY-[ histone H2A ] 129 aa

119
methylation
(repressive lysine) Ub)

(J%\ ubiquitylation PEPAKSAPAPKKG;KKAVTKAQKKDSKKRKRSRKESYSV { histone H2B | 125 aa

120

Abbildung 2 : Posttranslationale Modifikationen der Histone. Die modifizierten N-Termini der Histone
sind im Ein-Buchstaben Aminosaurecode dargestellt, die globulare Domane als Box (aus C.D: Allis,
Epigenetics, 2006).

Die Histon-Acetylierung ist generell mit aktivemramskribiertem Chromatin assoziiert
(Sterner & Berger, 2000). Durch die Acetylierungdvdie positive Ladung der Lysinreste
entfernt, und die Bindung mit der am Zucker-PhospgRiéackgrat negativ geladenen DNA
lockert sich. Die Methylierung ist die am besteraretkterisierte Modifikation und gilt als
bedeutendes Steuerungssignal (Trievel, 2004). DeeéhMierung unterscheidet sich von den
anderen Histon-Modifikationen, da sie an den Sk&den von Argininen und Lysinen
auftreten kann, und das Stickstoffatom, welches ifizoelt wird, einfach oder mehrfach
methyliert werden kann (Walsh, 2006). Abhangig den Position der Methylierung kann die
Modifikation aktivierend oder reprimierend wirkeil€i{eung & Lau, 2005). Neben den
Kinasen, welche fur die Phosphorylierung verantiatrt sind, sind die Histon-
Methyltransferasen (MTasen) die Histon-modifizieten Enzyme mit der hdchsten

Spezifitat. Diese werden spater noch im Detail hebé.
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1.2.3Dynamik des Histon-Codes

Die meisten Histon-Modifikationen sind reversibelTatsdchlich kann sich das
Modifikationsmuster einzelner Histon-Positionenértmalb von Minuten andern. Da zuerst
besonders die Histon-Acetylierung untersucht wusiieg hier mit den Histon-Deacetylasen
(HDACs) auch die ersten Enzyme gefunden worden, digse Modifikationen wieder
entfernen (Leipe & Landsmann, 1997). Durch Entfaghaer Acetyl-Markierung wird die
Transkription im Allgemeinen wieder reprimiert (Kaarides, 2007). In Zusammenhang mit
ATP-abhangigem Chromatiemodeling scheint  die Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von Histonen auch den AustadsciHistone nach der Replikation und
ihre Zusammenlagerung zu den bekannten Oktamerdmewirken (Kimuraet al., 2006).
Hierbei sind besonders die Aurora-Kinasen zu eneéhnlie z.B. durch Phosphorylierung
von Histon H3S10, einem mitotischen Signal, denlizgklus kontrollieren. Die Protein-
Phosphatase 1 kann diese Phosphatgruppen wiefemen{Emanuelet.al.,2008).

Die Methylierung wurde lange Zeit als stabiles &igmngesehen, welches nur durch
Austausch von Histonen entfernt werden kann. Imr J&004 wurde dann die erste
Demethylase gefunden, die spezifisch Methylgrupgeiiston H3K4 entfernen kann (S#ti
al., 2004). Diese Entdeckung unterstreicht die Bedwputler Methylierung als dynamisches
regulatorisches Signal fur die Genexpression.

Der postulierte Mechanismus der Lysin-Demethyligrurfolgt einem oxidativen
Reaktionsweg, bei dem Formaldehyd entsteht. Diewerndige Stabilisierung des
kationischen Zwischenproduktes durch ein freiestedglenpaar am Stickstoff macht diesen
Mechanismus fur trimethyliertes Substrat unmoglidhethylgruppen von trimethylierten
Lysinresten kénnen durch andere Gruppe von Denatlgl entfernt werden. Diese Enzymen
der JmjC-Familie katalysieren in Anwesenheit volllFend a-Ketoglutarat die Bildung von
Formaldehyd und Succinat (Tsukastaal, 2006; Marmorstein & Trievel, 2008).

Fur die Arginin-Methylierung wurde dagegen erst dimzym beschrieben, welches
antagonistische Enzymfunktionen ausfihrt, die hisdoginin Demethylase JmJd6 (Chagig
al., 2007). Diese enzymatische Funktion muss aber rgemauer untersucht werden,
wirkliche Arginin-Demethylaseaktivitat bestatigen kénnen (Smith & Denu, 2008). Eine
Enzymgruppe, die PADs (Peptidyl-Arginin Deiminasewdn denen es im Menschen vier
verschiedene Enzyme gibt, kdonnen Methylargininregte Citrullinresten umwandeln
(Cuthbertet al, 2004). Da das Produkt aber nicht unmethyliertegirn ist, erfillen die
PADs nicht die Voraussetzungen einer wirklichen Btmlase (Klose & Zhang, 2007).
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Somit kann die Arginin-Methylierung noch nicht alsllstandig reversible Histon-

Modifikation angesehen werden.

1.3 Enzymkatalysierte Methylierung von Biomolektlen

Die biologische Methylierung als regulatorischegn@i hat durch die Entdeckung des Histon-
Codes in den letzten Jahren aufRerordentlich an uB@dg gewonnen. Die enzymatische

Reaktion (Schema 1) ist aber schon sehr lange bekan

Nu

S N
HsC” o N ™ HZN?/COzH NH,
MTase N X
N
HO  OH <1l J
\» S N
AdoMet o N
HO
OH AdoHcy
y
fs
Nu

Schema 1: Die Methylierung nukleophiler Positionen (Nu) in Biomolekilen ist enzymkatalysiert.
Spezifische Methyltransferasen (MTasen) nutzen den ubiquitdren Cofaktor S-Adenosyl-L-methionin
(AdoMet) als Methylgruppendonor. Als Produkte entstehen das methylierte Biomolekil und das
demethylierte S-Adenosyl-L-homocystein (AdoHcy).

Die Enzyme, welche diese Reaktion katalysierennheman Methyltransferasen (MTasen).
Als Methylgruppendonor dient der natirliche Cofak&Adenosylt-methionin (AdoMet)
(Cantoni, 1952). Die Methylgruppe wird enzymkataysvon AdoMet auf unterschiedliche
Biomolekile Ubertragen und es entstetfAdenosylt-homocystein (AdoHcy) und das
methylierte Produkt. Methyliert werden neben kleeameMolekilen in der Biosynthese auch
grof3e Biopolymere wie DNA, RNA und Proteine (Jdits2002; Walsh, 2006; Grewal &
Rice, 2004). Diese Substrate werden meist sehrifgobz modifiziert. Sie enthalten
Erkennungssequenzen mit nucleophilen ZielpositiaieMethylgruppenakzeptoren.

Die Methylierung von Proteinen verlauft posttratisiaal und wird von Protein-MTasen
vermittelt. Wahrend die DNA-MTAsen nur der methyiee Basen liefern, ist das

Substratspektrum der Protein-MTasen deutlich urefadsr. Proteine kénnen an den
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nucleophilen Seitenketten von Lysin, Arginin, Hilsti und Glutamin methyliert werden.
Dieses sind die haufiger vorkommenden N-Methyligem Die Seitenketten von Asparagin-
und Glutaminsaure konnen auch O-methyliert werd2e. Methylierungen veréandern die
chemischen Eigenschaften der Substrate. Die Metiwylg von Carboxylgruppen hebt ihre
negative Ladung auf und bewirkt eine hdhere Hydobjptitdt. Die N-Methylierung von
Lysinresten andert die positive Ladung dagegentnihogren-Knaak, 2007). Durch die
maoglichen Mono-, Di- und Trimethylierungen erhdithsaber der sterische Anspruch und die
Hydrophobizitat der Seitenkette deutlich und bieWechselwirkungsmdoglichkeiten fir
Protein-Protein Interaktionen (Walsh, 2006). Diesdwbesonders am Beispiel der Histon-
Methylierung und der damit verbundenen regulatbescFunktionen bei der Genexpression
deutlich.

1.4 Histon-Methyltransferasen

Unter allen Enzymen, die Markierungen fur den His@ode anbringen, sind Histon-MTasen
neben Kinasen die Enyzme mit der héchsten Spdzifitiié HMTasen modifizieren die N-
und C-Termini der Histone, welche frei aus dem Mokbm herausragen. In den basischen
Histon-Proteinen sind die Aminosauren Lysin- undjiAin weit verbreitet, und werden in

hohem Mal3e posttranslational modifiziert.

1.4.1 Arginin-Methyltransferasen

Arginin-MTasen sind in vielen Organismen, nicht alre Bakterien, identifiziert worden
(Gary& Clark, 1998; Boulangest al, 2004; Hung & Li, 2004). Beim Menschen hat man bis
jetzt acht verschiedene Protein-Arginin-MTasen (PRMgefunden. Sie werden als Typ |
oder Typ Il Enzyme klassifiziert (Bedford & Richard005). In Eukaryoten gibt es drei
Hauptformen an methyliertem Argininresten: N-Monaohnyéarginin, N,N’-asymmetrisches
Dimethylarginin und N,N-symmetrisches DimethylaigiiSchema 2). Die Typ | PRMTs
(z.B. PRMT1, PRMT3 oder PRMT6) produzieren asyrsetres Dimethylarginin, und Typ I
PRMTs (PRMT 5 und 7) katalysieren die Bildung voymmetrischem Dimethylarginin
(Smith & Denu 2008).
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NH
H HﬁJ\N'CHs
N o oN o™ Typ | B SH,
asymmetrisches N,N-

> H Q Dimethylarginin
NH Typ I+l NH Typ Il ~»N O"P

® S @
HzNa\NHz H~l}l CH
Arginin s NH

Monomethylarginin H.@J\ H
NN
CH3z CHj3
symmetrisches N,N'-Dimethylarginin

Schema 2: Methylierung von Arginin  Uber Monomethylarginin  zu symmetrischem und
asymmetrischem Dimethylarginin Uber die gemeinsame Zwischenstufe Monomethylarginin durch
PRMTs (nach Bedford & Richard, 2005 und Klose & Zhang, 2007).

Alle strukturell charakterisierten PRMTs bilden @re, was wahrscheinlich notwendig fur
ihre enzymatische Aktivitat ist. Die Dimerisierungeeinflut die Orientierung von
Aminosaureresten, wodurch erst die Bindung des lGafa AdoMet erméglicht wird. (Cheng
et al, 2005).

Die Histone H2A, H3 und H4 sind Substrate einigetVI's. lhre Methylierung ist Teil des
Histon-Codes und tragt zur Regulation der Genespyasbei. Die Arginin-Methylierung
kann sowohl die Aktivierung als auch die Reprimmgywer Transkription zur Folge haben.
Die Mechanismen dieser Regulation sind aber nochtgaelend unverstanden. Ein
regulatorischer Prozess, der im Zusammenhang mildehylierung des Ubernachsten Lysin-
Restes untersucht wurde, ist die Inaktivierung v@enen durch die asymmetrische
Dimethylierung von Arginin 2 von Histon H3 (H3R2n&®2 Diese Modifikation verhindert
die Wechselwirkung mit Setl oder MLL-Ash2-HMT-Koregken und verhindert so die
Methylierung von K4 (Kirmiziset al. 2007; Guccionet al.,2007).

1.4.2 Histon-Lysin-Methyltransferasen

Histon Lysin-MTasen (HKMTs) sind hochspezifische zigme, die meist nur einen
bestimmten Lysinrest eines Histons modifizieren karides, 2002). Die Lysin-Reste der
Histone kénnen Mono-, Di- oder Trimethyliert werdemd die unterschiedliche Anzahl an

Methylgruppen pro Position kann in verschiedenegulaorischen Funktionen resultieren.
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Durch die vielen Kombinationsmaoglichkeiten ist digsin-Methylierung ein hochkomplexer
Kodierungsmechanismus. Histon H3 kann an vielentiBoen methyliert werden, neben den
im N-Terminus gelegenen Lysinresten K4, K9, K27 b kann der im globularen Bereich
liegende Lysinrest, K79, methyliert werden (Festgal. 2002; Lacosteet al. 2002; van
Leuwenet al.,2002). Die wohl am besten untersuchte Methyliespogition ist die an H3K9.
Generell ist H3K9 in allen drei Methylierungsstufem Kennzeichen von transkriptionell
stillgelegtem Genen. Diese Markierung ist von PA&n bis zu den Tieren verbreitet.
Allerdings sind auch alle drei Methylierungsstufeon K9 in transkriptionell aktiven
Regionen gefunden worden (Krauss, 2007). Trotzderd generell eine Methylierung von
H3K9 als heterochromatische Histon-Modifikation asghen. Als  weitere
heterochromatische Marker gelten H3K27 und H4K2th@®aet al, 2004; Ringroset al,
2004). Die Hauptpositionen fiur Methylierung, dietraktivierter Transkription verkntpft
sind, sind H3K4, H3K36 und H3K79 (Martin & Zhand)db).

Die HKMTs lassen sich nach Strukturmerkmalen in iziWauptklassen unterteilen, die der
SET-Domanen Familie und der DOT1 Familie.

1.4.3Die SET-Doménen Familie der Protein-Lysin-Methyltransferasen
Die meisten HKMTs gehoren zur Klasse 5 der AdoM#téangigen MTasen mit einer SET-
Domane. Die Domane wurde als eine konservierte §eqjin dreiD.melanogasteProteinen
gefunden und nach ihnen benannugfressor of variegation, nBancer of zeste und
Trithorax). Die SET-Domane umfasst ca. 130 Aminosgaste. Ihr Vorkommen ist aber nicht
auf HKMTs beschrénkt und auch andere Proteinen &dsie enthalten (Dilloet al., 2005).
Die SUV39-Familie ist am eingehendsten untersuahiden. Ihre SET-Doméane besteht aus
3-Faltblattern, welche eine knotendhnliche Strukdusbilden. N- und C-terminal liegen
flankierende Sequenzen, die Pre- und Post-SET RegioDiese sind oft essentiell fir
enzymatische Aktivitat und konnten an der Subgtkatenung beteiligt sein (Schubet al,
2003). Die SET-Doménen enthaltenden Enzyme unteideh sich von anderen AdoMet-
abhangigen MTasen in einigen Merkmalen. Das wiskgigst, dass die Bindungsstellen fur
das Protein-Substrat und AdoMet auf gegenuberlgdgerSeiten der SET-Domane liegen.
Das ermoglicht eine Mehrfach-Modifikation des Sudigts, ohne dass es freigesetzt und neu
gebunden werden muss. Die Kristallstrukturen em§ET-Enzyme haben gezeigt, dass die
Cofaktor-Bindungstasche unter diesen MTasen koresengt (Zhanget al., 2002; Wilsonet
al., 2002; Trievel 2004). Zur Cofaktorbindung tragt giasitiv geladener Aminosaurerest
durch Bildung einer Salzbriicke mit der Carboxylgreiyon AdoMet bei. Ein aromatischer
8
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Rest in der Post-SET Region interagiert mit dem mha&ing des Cofaktors Uber-
Stapelung. Damit die Methylgruppe Ubertragen werdeann, muss das Ziel-Lysin
deprotoniert sein. SET-MTasen verfugen Uber ungewcih hohe pH-Optima, da dann das
Substrat fur die Methylgruppenibertragung depreaniverden muss (Chergg al, 2005).
Alternativ kénnen auch basische Aminoséurereste aktiven Zentrum das Proton

abstrahieren.

1.4.4DOT1 Histon-Lysin-Methyltransferasen

DOT1 HKMTs enthalten keine SET-Doméne und methghedie Position H3K79 (Fengt
al.,, 2002). Histone werden im freien Zustand nicht idrt, sondern missen zur
Methylierung im Nukleosom eingebettet sein. Wie lkin SET-MTasen liegen die
Bindungsstellen fir AdoMet und dem Substrat auérsthiedlichen Seiten der Enzyme. Der
katalytische Mechansimus DOT1-MTasen ahnelt stai dler SET-MTasen. Allerdings
fehlen hier im aktiven Zentrum Aminosaurereste,clveldas Ziellysin deprotonieren kénnen.
Auch die unterschiedlichen pH-Profile von SET- ub@®T1-MTasen deuten auf einen
anderen Mechanismus bei der Lysin-Deprotonierumgdi@& Methylgruppentbertragung hin
(Smith & Denu, 2008; Sawads al., 2004), z.B. eine tiefe Bindungstasche mit hydrdg&no
Umgebung, welche eine Absenkung des\iWertes des Ziellysinrestes erlaubt (Dao €in
al., 1991).

1.5 Histon-Lysin-Methyltransferase Dim-5

Dim-5 ist eine HMTase aus.crassaund gehort zum Typ der SUV39-MTasen mit einer SET-
Domaéne. Die Kristallstruktur der Dim-5 wurde 2002sbmmt. Sie ist eine der ersten
Kristallstrukturen eines Enzyms mit einer SET-Dom#@zhanget al, 2002). Die Bezeichnung
Dim-5 steht furDefective in Methylationdie Wirkung einer Mutation in diesem Gen (Tamaru
et al, 2003). Das Enzym methyliert Histon H3 und seimpezfitat wurde mit Hilfe von
synthetischen Peptiden des N-Terminus von Historbe&immt. Dabei wird der Lysinrest
H3K9 spezifisch trimethyliert. Ersetzt man Lysim@rch eine andere Aminosaure, so erkennt
das Enzym das variierte Peptid nicht und es wicthtninodifiziert. Die Trimethylierung von
H3K9 in N.crassakontrolliert die DNA Methylierung und damit die dmskription. Ein
Fehlen der H3K9-Trimethylierung resultiert in eirgtarken Hypomethylierung der DNA
(Tamaru & Selker, 2001). Dim-5 ist somit an derativorher beschriebenen Steuerung der
Genexpression durch Histon-Modifikationen beteiligtd liefert ein Beispiel fur einen

regulatorischen Zusammenhang zwischen DNA- undHiMethylierung.




Einleitung

Bei der Bestimmung der Spezifitdt des Enzyms wuedtgestellt, dass Trimethyl-K9 das
Hauptprodukt ist und kaum Zwischenstufen wie momaer dimethyliertes Substrat

entstehen. Das weist darauf hin, dass das Enzyrilelileylgruppen prozessiv tbertragt. Das
Peptidsubstrat bleibt gebunden und der demethgliédafactor AdoHcy wird in der Cofaktor-

Bindungstasche gegen AdoMet ausgetauscht (Taetaly 2003).

-

Abbildung 3 : Das aktive Zentrum der Dim-5 (griin) mit gebundenem Peptidsubstrat (hinten) und
AdoHcy (vorne). Stabchenmodell grau: AdoHcy, magenta: Substratpeptid (nach Zhang et al., 200).

Dim-5 besitzt 318 Aminosaurereste und ist damit klasste Mitglied der SUV39-Familie.
Strukturvergleiche mit anderen SET-Proteinen zeiggark konservierte Bereiche mit
mehreren invarianten Aminosauren. Die neun Cysteterder Pre-SET Domane sind in der
SUV39-Familie hoch konserviert. Sie komplexierennkZionen und sind fir die
enzymatische Aktivitat essentiell (Zhangt al, 2002). Dim-5 hat ungewo6hnliche
enzymatische Eigenschaften. Die hochste Aktivigigiizdas Enzym bei einem pH-Wert von
9.8, einer Temperatur von 10°C und einem geringalng&halt.

Auch fir dieses Enzym dient AdoMet als Methylgrupgenor. Die Cofaktor-Bindungsstelle
ist hier, im Gegensatz zu anderen MTasen, einemeffeasche, die den oben beschriebenen
Cofaktor-Austausch ermdglichen kann (Abbildung\8)n der Cofaktor-Bindungsstelle flihrt
ein Kanal, der durch mehrere 3-Faltblatter gebildiedt durch das Enzym. Auf der anderen
Seite befindet sich die Bindungsstelle fur das idepbstrat. Die spezifische
Substraterkennung resultiert aus WechselwirkungegnAminosaureseitenketten des Enzyms
mit denen des Substrats (Zhaag al, 2003). Besonders die Wasserstoffbrickenbildung
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zwischen H3S10 und Dim-5 D260 scheint essentieltdfé Substratbindung. Der katalytische
Mechanismus der Methylgruppenubertragung ist voai hwchkonservierten Tyrosin-Resten
anhangig, Y178 und Y283. Die terminale Aminogrupge K9, welche in einer \2-
ahnlichen Substitutionsreaktion methyliert wirdravidurch eine Wasserstoffbriicke mit Dim-
5 Y178 fur den nukleophilen Angriff auf die aktivie Methylgruppe AdoMet positioniert.
Beim pH-Optimum von pH 9.8 sind die Aminogruppe udié Tyrosin-Reste partiell
deprotoniert. Beide Gruppen haben eine pKa-Wertoarl0. Schema 3 zeigt den mdglichen
katalytischen Mechanismus der Methylgruppenibentiggunter Beteiligung der beiden

konservierten Tyrosinreste.

@TZ&Q’ Y178 YT 283 éﬂs
@0 SJe ©o0 HO
0\ / Dim-5 o—\ 2
&+, * N NH  — St e NH
met—AJiH T \/\/l Hey—/ o
(0] (@]
K9 K9me

Schema 3: Mdgliche Funktion der Kkatalytischen Aminosaurereste Y283 und Y178 beim

Methylgruppentransfer.

Das deprotonierte Y178 kann, falls das terminalsil.yioch eine positive Ladung tragt, seine
Deprotonierung unterstitzen. Die negative Ladun{y283 stabilisiert hingegen die positive
Ladung der Methylsulfonium-Gruppe des Cofaktorstdfionen an diesen beiden Positionen

fuhren zum kompletten Verlust der enzymatischenvtkit (Zhanget al, 2003).

1.6 Humane Histon-Lysin-Methyltransferase MLL

Die mixed lineage leukemigMLL) Genfamilie kodiert funf MLL-Proteine, funkinelle
Orthologe zum Drosophild@rithorax-Protein.. Davon ist MLL1 am besten untersucht. Das
Gen wurde als ein Proto-Onkogen identifiziert, meks in Verbindung mit akuten Leukamien
bei Kindern und Erwachsenen steht. In den Krebszellwurden chromosomale
Translokationen desMLL-Gens gefunden. Es sind mehr als 40 verschiedemtnelPa
identifiziert worden die mit MLL Fusionsproteine Iden, welche die pathogene
Dimerisierung oder Oligomerisierung von MLL bewirkéYokoyamaet al, 2004; Hess,

2004 a,b). Posttranslational wird das Protein ddiehlaspase | in zwei Fragmente gespalten,
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MLLM und MLL®. Die Prozessierung findet kurz nach der Transiastatt. Es hat sich
gezeigt, dass der N- und C-terminale Teil von MLaci der proteolytischen Spaltung
interagieren und einen Komplex bilden (Hsithal, 2003). MLL" enthalt eine Domé&ne mit
starken Homologien zu DNA-MTasen, und reprimiet GBenexpression. ML_hingegen
zeigt starke Transkriptions-aktivierende Eigensimafund besitzt intrinsische HMTase
Aktivitat (Yokoyamaet al, 2002).

1.6.1 Strukturelle Eigenschaften von MLL4

Das 2715Aminosauren enthaltende MLL4-Protein mieri Molekulargewicht von 293.330
Dalton ist eines der im Menschen vorkommenden figoformen des Enzyms und auf
Chromosom 19 lokalisiert. Die postulierte proteisighe Schnittstelle ist konserviert und tragt
die Sequenz G/DVDD. Die Spaltung durch Taspasesultiert in N- und C-Terminalen
Fragmenten. Eine nukleare Lokalisation des Protsirfsir MLL4 nicht experimentell belegt.
Da Sequenzvergleiche aber nukleare Lokalisierungsseen aufgezeigt haben, kann die
nukleare Lokalisation auch hierfir angenommen. RBéFerminus enthalt vier zweigeteilte
nukleare Lokalisationssequenzen und drei AT-Hodies,eine Bindung an DNA nahelegen.
Ein Zink-Finger-Motiv und drei PHD-Doméanen im N4t@nalen Teil kbnnen Protein-
Protein-Interaktionen vermitteln. Ausserdem entlids N-terminale Fragment noch eine

Bromodomane zur potentiellen Bindung acetyliertgsihreste (Abbildung 4).

N-TERMINUS C-TERMINUS

Taspase Schnittstelle &f

AT-Hooks PHD-

Domanen
= rch

C B | SET-Doméne |

MLS1b MLS2a

Zn-Finger
Motif

Abbildung 4 : Schematische Darstellung des MLL4-Gens mit bekannten Strukturelementen und der
postulierten Taspase-Schnittstelle. Alle Strukturelemente sind durch Sequenzvergleiche identifiziert
worden. Der N-terminale Teil (blau) enthalt die NL-Sequenzen (gelbe und violette Boxen), drei AT-
Hooks (rot), ein Zn-Finger Motiv (violett) und drei PHD-Domaéanen (gelb). An der postulierten Taspase-
Schnittstelle wird das Protein gespalten. Der C-terminale Teil enthalt mit der SET-Doméane die

HMTase-Aktivitat. Der N- und C-terminale Teil enthalten jeweils eine FY-reiche Doméane (hellblau).

12



Einleitung

Der kleinere C-Terminale Teil von MLL4 mit 651 Anoisduren bildet weniger strukturelle
Elemente. Die SET-Domaéane ist flir die nachgewieseidTase-Aktivitdit von MLL4
verantworlich. Ansonsten enthalten der N- und @ateale Teil noch zwei F/Y-reiche
Abschnitte die oft in Chromatin-assoziierten Pnoégi vorkommen, deren Funktion aber noch
unbekannt ist (Strukturvorhersagen durch Sequenalomien auf
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/protview?pegtENSP00000222270&db=core).

1.6.2 Enzymatische Aktivitat und Zusammensetzung humaneMLL-Komplexe

Die enzymatische Aktivitat der MLL-Proteine wird rdh eine im C-terminalen Teill
befindliche SET-Doméane vermittelt. Sie entfaltethsaber nur in einem Proteinkomplex mit
mehreren Untereinheiten. Ein solcher Komplex, Setdr auch COMPASS genannt, der flr
die Methylierung von Histon H3K4 verantwortlich ,istvurde zuerst aus Hefen isoliert
(Roguev et al, 2001). Daraufhin wurden viele Setl-ahnliche Koempl im Menschen
gefunden, die ebenfalls HMTase-Aktivitat aufweisdbdie Komplexe enthalten stark
konservierte Untereinheiten, die sich u.a. in dermast&ndteil unterscheiden, der die
enzymtische Aktivitat des Komplexes vermittelt. ®isind Setl- und Trithorax-Homologe
wie hSetl oder MLL1, MLL2, MLL3 und MLL4. Der Kermknplex mit den konservierten
Untereinheiten hDPY-30, RbBP5, WDR5 und ASH2L (ABbng 5) ist bei allen humanen
Setl-ahnlichen HMTase-Komplexen gleich (Ghtal, 2007).

Abbildung 5 : Mdgliche Interaktionen von MLL mit den konservierten Komponenten RbBP5, WDR5
und ASH2L, und eine mégliche Regulation der H3K4-Trimethylierung durch ASH2L (aus Steward et
al., 2006).
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WDRS5 ist verantwortlich fur die Substraterkennungd Bindung. Eine kirzlich bestimmte
Kristallstruktur von MLL1 im Komplex mit WDR5 und iston H3 zeigt, dass Enzym und
Substrat in die gleiche Bindungstasche von WDR&XSddain Das Modell postuliert eine
WDR5-vermittelte Interaktion zwischen MLL und HistoH3 zur Regulation des
Methylierungsstatus (Song & Kingston, 2008). RbBfiElet zusammen mit WDR5 die
Bindungsplattform fur MLL, bindet ASHZ2L, und ist sntiell fur die Aktivitdt des
Komplexes. ASH2L gehdrt zur Gruppe der TrithoragtBine und Ubt Funktionen in der
Kontrolle der Genexpression aus. ASH2L ist fur eirzymatische Aktivitdt des Komplexes
nicht essentiell, und scheint lediglich als Modatdtir den Methylierungsstatus des Substrats
H3K4 zu fungieren. Vollstandige Komplexe liefertiénerwiegend Trimethyl-H3K4 wahrend
eine Verringerung des ASH2L-Anteils zu einer vernwh Entstehung von Dimethyl-H3K4
fuhrte (Stewarekt al, 2006).

Die Substraterkennung durch WDR5 wird durch Modifiktnen benachbarter Histon H3-
Reste gestort. Die asymmetrische Dimethylierung Agginin 2 (H3R2me2a), welche durch
die humane Arginin-MTase PRMT6 ausgefuhrt wird, lie@t die Bindung eines MLL4-
ASH2-Komplexes und damit die Methylierung von H3Kaus. Umgekehrt zeigten
Chromatin-Studien die Abwesenheit von H3R2me2a3K4Htrimethylierten, transkriptional
aktiven Promotorregionen. Dies legt eine regulatdre Funktion des MLL4-ASH-
Komplexes in der Transkriptionskontrolle nahe (Goceet al, 2007). Die Rekrutierung der
HMT-Komplexe zu Promotoren zur transkriptionalentidderung kann tber die Bindung von
ASH2L an Transkriptionsfaktoren erfolgen (Rampetlal, 2007). Insgesamt ist z.Z. aber nur
unvollstandig geklart, wie MLL-Komplexe an spezifie Promotoren rekrutiert werden.

1.7 AdoMet und Analoga

AdoMet ist nach Adenosintriphosphat (ATP) der hgstie Cofaktor in Zellen und essentiell
fur das Wachstum von sowohl prokaryotischer alhaukaryotischer Zellen. Er dient als der
Methylgruppendonor fir Enzyme, welche die Methylieg von DNA, RNA, Proteinen und
kleinen Molektlen katalysieren (siehe 1.3). NebenMethylierung wird AdoMet fur weitere
Stoffwechselwege, wie z.B. bei der Cystein-Biosgsthund der Polyamin-Synthese genutzt.
Seine Rolle in diesen wichtigen biochemischen 8tethselwegen begriindet sich durch das
hoch energetische Sulfoniumzentrum, welches jedssbdnachbarten C-Atome fiir einen
nuklephilen Angriff aktiviert (Lu, 1999). In Zellewird die AdoMet-Synthese durch die
AdoMet-Synthetase katalysiert, welche den Adendgyl-von ATP auf Methionin Ubertragt.
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Durch das chirale Sulfoniumzentrum existiert AdoMetzwei epimeren Formen, des und
R-AdoMet. Die Chiralitdt am Schwefel ist entscheiddir die biologische Aktivitat. DaS
Epimer wird von der AdoMet-Synthetase gebildet igtdlie biologisch aktive Form (Chiang
et al,1996). Dagegen kann d&sSEpimer als Inhibitor fir MTasen wirken (Borchaet al,
1976). Das bei der Methylgruppenubertragung engsigd AdoHcy, welches auch ein guter
MTase-Inhibitor ist, wird in einer Folgereaktion Adlenosin und Homocystein hydrolysiert.
Letzteres kann zu Methionin methyliert und wiedeAdoMet eingebaut werden (Fontecave
et al, 2004).

Bei der Methylierung wird die aktivierte Methylgnoe auf nukleophile Zielpositionen, wie
N-, C-, O- oder S-Atome verschiedenster Substiddertragen. Die Methylierung erfolgt Gber
einen R2-dhnlichen Mechanismus, unter Inversion der Kamfgon eines AdoMet-
Analogons mit chiraler Methylgruppe. Das Substnatl Wler Cofaktor AdoMet werden im
Enzym gebunden und dadurch raumlich so positigni&ss die Zielposition die aktivierte

Methylgruppe nucleophil angreifen kann.

1.7.1 Synthetische Cofaktor-Analoga

Die Methylgruppen, die von den Protein-MTasen &ué iSubstrate Ubertragen werden, sind
schwer zu detektieren. Hauptsachlich werden ratiwakarkierte AdoMet-Analoga zur
Bestimmung von Methylierungspositionen oder derzspehen Aktivitat der Enzyme
eingesetzt. Die Methylgruppe kann niit oder **C markiert werden. Beide radioaktiven
Isotope sind weiche, schwache R-Strahler. Sie fassgh nicht sensitiv detektieren und
mussen zur Verstarkung der Signale der Zerfalle in.Bzintillationsfliissigkeiten vermessen
werden. Sowohl die Handhabung als auch die Furdditéh dieser Detektionsmethode ist

nicht anwendungsfreundlich.

1.7.2 Aziridin-Cofaktor Analoga

Zur alternativen Markierung von Methylierungspasien mit Reportermolekilen (z.B.

Fluoreszenzmarkern) mussen diese, wie die Methgtru sequenzspezifisch und kovalent
mit dem Substrat verknipft werden. Protein-MTasdh erflllen beide Vorraussetzungen:
Sie modifizieren ihre Substrate sequenzspezifisah die Methylgruppe wird kovalente mit

der Zielposition verknipft. Zur Erkennung durch dimzyme muissen die eingesetzten
synthetischen Cofaktoren wichtige Strukturmerkn@és nattrlichen Cofaktors beinhalten.
Ein Beispiel dafur sind die zur sequenzspezifiscb&A-Markierung genutzten Aziridin-

Cofaktoren. Anstelle des Sulfoniumzentrums und Blethylgruppe besitzen diese einen
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Aziridin-Ring (Schema 4). So ubertragt die DNA-AdeN6-MTAse M.Taql den
synthetischen Cofaktor N-Adenosylaziridin  (Az) auf das Zieladenin in ihrer
Erkennungssequenz (Pigredtal, 1998). Dabei findet ein nucleophiler Angriff aeihes der
beiden aktivierten C-Atome des Aziridins statt. $2ie Angriff fuhrt zur Offnung des

Aziridinringes und damit zur Kupplung des gesan@efaktors mit der Zielposition.

CHs
HZI\;rCOZH NH, un?
N D N <N
o <Y &
He” Loy N N
(@)
HO OH — _ % .
» 5T 060/ o—m1u
NH, AdoMet 3 5
N
NN
¢
N
o) NH,
K M.Taql N
5—T CG-0 o—sz 04 y ¢ I 0
F—aAMeGC—T 5 7 6NH, HNSN 5 NTEN
N
Y 8<'N \/ h (/N |\)N
Z
DN@ N N N HO OH
© (@)
HO OH 5—T cG—o4 o—3
3—AMeGC T 5

N-Adenosylaziridin (Az)

Schema 4 : Sequenzspezifische Ubertragung der Methylgruppe von AdoMet (oben) und Kupplung des
Cofaktor-Analogons N-Adenosylaziridin (unten) innerhalb der 5TCGA-3' DNA-Sequenz durch die
DNA-MTase M.Tagq|l.

Da ein zusatzlicher Adeninchromophor innerhalb &NA keine gute Reportergruppe
darstellt, wurden verschiedene Fluorophore undiBiotit unterschiedlichen Positionen des
Adenin-Ringes verknupft. Damit gelingt die Ubertag gut detektierbarer Reportergruppen
auf die DNA. Sowohl ein Dansyl-modifizierter alschuein mit Biotin-modifizierter Aziridin-
Cofactor kann von M.Tagl sequenzspezifisch mit &arDNA-Doppelstrangen und mit
Plasmid-DNA gekuppelt werden (Plevaljciet al, 2004). Diese Markierungsmethode
ermdglicht es, die Anzahl und die Position der tihgenen Reportergruppen zu kontrollieren
und ,SMILing DNA’ (Sequence specific_dthyltransferase nduced _labelling of DNA
genannt. Das dabei entstehende Kupplungsprodukiemuseiden Susbtraten bindet stark an
die MTase. Deshalb bleiben die MTasen an der maeki€sSequenz gebunden, und muissen

zur vollstdandigen Markierung im stochiometrischenerhéltnis in Bezug auf die
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Erkennungssequenzen eingesetzt werden muss. DéirdelKomplex aus Enzym, Cofaktor
und Substrat muss zur Freisetzung der markierteA Bérmisch oder durch enzymatische
Fragmentierung der Proteine zerstort werden. Diébastand birgt auf der anderen Seite

grof3es Potential zur Isolierung und Untersuchumgdehre Substrate gebundenen MTasen.

1.7.3 AdoMet-Analoga mit Veranderungen der Methylgruppe

Die Aziridin-Cofaktoren sind synthetisch hergestelforden. Schon lange aber sind
enzymatische Methoden zur Herstellung von AdoMethi¢en bekannt. Die AdoMet-
Synthetase kann Methionin-Analoga umsetzen undudache in Abbildung 6 gezeigten
AdoMet-AnalogaS-Adenosylt-ethionin (AdoEth) undS-Adenosylt-propionin (AdoProp)
bilden (Schlenlet al. 1959; Schlenk & Dainko 1975).

HZNJCOZH NH, HZN;COZH NH,
N ~ N ~
N N
e ¢ ® (’f
~-S N N/) AUS N N/)
(0] (0]
HO OH HO OH
AdoEth AdoProp

Abbildung 6 : Strukturen der AdoMet-Analoga AdoEth und AdoProp. Sie unterschieden sich vom

nattrlichen Cofaktor nur in der verlangerten, aktivierten Seitenkette.

Die chemische Synthese von AdoMet-Analoga mit \fegéiungen der aktivierten
Seitenkette gelingt ausgehend von AdoHcy und eiAtikylierungsreagenz. Eine erfolgreiche
Synthese von AdoEth und AdoProp gelang durch Vedweg entsprechend stark aktivierter
Trifluormethylsulfonsaureester (Dalhoff, 2005)..eDimsetzung erfolgt im sauren Milieu,
wodurch alle nucleophilen Positionen in AdoHcy, sersdas Schwefelatom, protoniert und
damit geschitzt sind (Schema 5). So kann eine gelgiktive Alkylierung des Schwefels
erfolgen. Da die Alkylierung bezlglich des neu tgden Stereozentrums am Schwefelatom
unselektiv ist, wird ein Epimerengemisch erhaltedass anschlieBend mitteRP-HPLC

aufgetrennt wurde.

N SN NN
< ﬁ ) CHyCO,H/ @ ¢ f\,)

0
S N7 N T HCOzH RS NN
o 4+ R=0=S=CF3 ——> o
g (1:2)
HO OH HO OH
AdoHcy

Schema 5: Chemische Synthese der Cofaktor-Analoga AdoEth und AdoProp mit verlangerten

Seitenketten.
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Die beiden Cofaktor-Analoga kdnnen von M.Taql alsfakRtor genutzt werden und die
verlangerte Seitenkette wird sequenzspezifischZaeipositionen in der DNA Ubertragen.
Leider ist die Aktivitdit der DNA-MTase mit diesetryrghetischen Cofaktoren wesentlich
geringer als mit AdoMet und sinkt zudem mit zunehdex Lange der Seitenkette (Dalhoff,
2005). Ein Grund hierfur ist der groRere steris@hspruch der langeren Seitenketten, der zu
unginstigeren  sterischen  Effekten  im \28ihnlichen  Ubergangszustand  der
Alkylgruppentbertragung fuhrt. Diesem Umstand swlit der Einfuhrung elektronisch
aktivierter Seitenketten entgegengewirkt werdernnfidBauskas & Weinhold, 2007).

1.7.4 Doppelt aktivierte AdoMet-Analoga

Die aktivierende Wirkung der Seitenkette soll dudas Einfihren ungesattigter C-Atome in
Nachbarschaft zum Reaktionszentrum erzielt werdd&Nahrend der -artigen
Ubertragungsreaktion entsteht am nucleophil-anffeggn C-Atom ein trigonal
bipyramidaler Ubergangzustand. Es kommt zu einererbion der Konformation am
angegriffenen C-Atom, und einer zwischenzeitlickmhybridisierung der Orbitale von $p
zu sp (Schema 6). Das im Ubergangszustand vorliegendebjtaDkann mit demOrbitalen
der benachbarten ungesattigten C-Atome in Wechdalng treten. Damit wird der
Ubergangszustand stabilisiert und die Ubertragurgicktert (Dalhoff et. al, 2006 a).
Aufgrund der zusétzlichen Aktivierung durch die t8ekette werden diese Cofaktoren als

doppelt aktiviert bezeichnet.

AdoHcy

AdoPropen + \S/

& y

H

Nu

©
Nu

Schema 6: Vorgeschlagener Mechanismus fir die konjugative  Stabilisierung des

Ubergangszustandes bei der Ubertragungsreaktion mit doppelt aktivierten AdoMet-Analoga.

Es wurde eine ganze Reihe nach diesem Prinzip lbadger AdoMet-Analoga hergestellt
(Abbildung 7). Die Synthese erfolgte analog zu Attoind AdoProp ausgehend von AdoHcy
und aktivierten Seitenketten in saurer Umgebundh@tet al, 2006 b). Es wurden doppelt
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oder dreifach ungesattigte Verbindungen und Aromaegesetzt, wobei die Lage der

Mehrfachbindung im AdoMet-Analogon immer 3-standign Sulfoniumzentrum ist.

HoN,, COzH

g/ NH, “ NH, H2N.,, ,COMH NH,
N NIV H/ N SN l)/ N SN
(4 7 /

o <N IN,) ® <N IN,) \/@ <

HO OH HO OH HO  OH
AdoMet AdoPropen AdoPropin
HZN", COZH NH2 H2N "y COzH NH

2
i T )
\/S@‘ <N| N/) @\/S@\l <N| 7
0 0
HO OH HO  OH
AdoButin AdoBenz

Abbildung 7 : Strukturen einiger AdoMet-Analoga mit ungesattigten Seitenketten zur doppelten
Aktivierung im Vergleich zu AdoMet. Zur doppelten Aktivierung kdnnen Doppelbindungen,

Dreifachbindungen oder aromatische Systeme eingesetzt werden.

Die doppelt aktivierten AdoMet-Analoga AdoProperduidoButin wurden von der DNA-
MTase M.Taql als Cofaktoren akzeptiert (Schema Das Enzym katalysiert die
sequenzspezifische Ubertragung der SeitenkettediauZielposition Im Gegensatz zu den
Aziridin-Cofaktoren verlauft Reaktion bei den dofiktivierten Cofaktoren katalytisch, d.h.
das Enzym kann die Reaktionsprodukte freisetzerstett flr einen weiteren Katalysezyklus

zur Verfligung.

H2N., .CO,H NH,
=
NH2 N \N HNN
¢
N \N N z N ~
< T 2 N S
P o J
NN NTN
(@) HO OH )O§
2 AdoPropen %
5'—TNI CG-0 o—3 P ) 5'=—=T CG=O (e} 3
3 AMEGC T 5' . Me
2 M.Tagl 3—ATGC T 5

Schema 7: Ubertragung der verlangerten doppelt aktivierten Seitenketten von AdoPropen auf das
Zieladenin in der Erkennungssequenz durch M.Tagq|l.
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Ahnlich wie mit dem Cofaktor-Analogon Az stellt diginfihrung einer chemischen Gruppe
in ein Substrat noch keine gut detektierbare Maukig dar. Zu diesem Zweck ist die
Verknupfung mit einer Reportergruppe notwendig. reger Grol3e von Reportergruppen
sollen diese allerdings nicht direkt an die Seitgtek gebunden werden, da der sterische
Anspruch an die Cofaktor-Bindungstaschen der Enzyiole sehr grold wéare. Vielmehr soll
mit der verlangerten Seitenkette eine chemischey@ruibertragen werden, die in einem
zweiten Schritt mit einem entsprechend derivatisrar Reportermolekil reagiert. DNA-
Molekile konnten mit diesem Zweistufen-System scBpazifisch mit einem Fluorophor
markiert werden. Dabei Ubertragt eine DNA-MTaseeedoppelt-aktivierte Seitenkette mit
einer terminalen Aminogruppe auf die DNA, die imezt@n Schritt mit einem Amin-
reaktiven Fluoreszenzfarbstoff verknipft wurde (loakicius et al, 2007). Diese
Markierungsmethode unter Anwendung der doppeltvegkten Cofaktor-Analoga wurde
MTAG (methyltransferase-directedrdnsfer of _Ativated _Goupg genannt. Mit Hilfe der
doppelt aktivierten AdoMet Analoga konnen prinzibisehr viele funktionelle Gruppen
enzymatisch tbertragen werden. Damit stehen fig eachtragliche chemische Markierung

verschiedene Reaktionsmdglichkeiten zur Verfigung.

1.8 Chemische Reaktionen in biologischen Systemen

Um zelluldre Prozesse aufklaren zu konnen, miussemddekile in ihrer natirlichen
Umgebung sichtbar gemacht, verfolgt, isoliert umtkntifiziert werden. Mit genetisch
kodierten Markern wie dersreen Fluorescent Protei(GFP) lassen sich einzelne Protein
verfolgen. Die GroRe dieser Reportergruppe kanm diee Lokalisation und Funktion der
Proteine stark beeinflussen. Diese Methode lasét aiich nicht von Proteinen auf weitere
Klassen von Biomolekiilen, wie Lipide oder Nukleinsgn, Ubertragen. In den letzten Jahren
ist ein alternatives Konzept zur Markierung von mBalekilen entstanden: Der
bioorthogonale chemische Reporter (Prescher & Berto2005). Eine bioorthogonale
chemische Gruppe wird durch Nutzung zelleigenerffi@exhselwege in ein Biomolekil
eingebaut. AnschlieRend wird der Reporter zugegetmeth durch eine bioorthogonale
Reaktion an die zuvor eingefiihrte chemische Griggbeinden.

1.8.1Die Staudinger-Ligation

Die strukturelle Vielfalt und Reaktivitat der fumbmellen Gruppen in Biomolekilen machen

selektive Reaktionen schwierig. Reaktionen, dieaim Biomolektlen oder in biologischen

Systemen in wassrigen Medien selektiv verlaufennhenan bioorthogonal. Dabei reagieren
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funktionelle Gruppen, die gar nicht oder nur setites in Biomolekilen vorkommen. Dazu
gehort unter anderem die Azid-Gruppe. Aufgrund rihiReaktivitdt wird diese in
unterschiedlichen bioortogonalen Reaktionen eirtgegié6hn & Breinbauer, 2003). Eine der
Reaktionen ist die von Saxon &Bertozzi (2000) fimldgische Umgebungen eingeflihrte
Staudinger-Ligation. Diese chemoselektive Ligatierfolgt durch die Reaktion eines
Triarylphosphins mit einem Alkylazid (Schema 8).dNaAbspaltung von Stickstoff entsteht
ein Aza-Ylid, welches sich intramolekular umlagerid nach Hydrolyse zur Bildung des
Amid-verknupften Produktes fuhrt.

0 0
H3CO N, H,CO
R-N; + P O — R—NN@ O
S >
Ph Ph NHR'

PR Ph  NHR'

PR Ph  NHR' PR YPh NHR'

Schema 8: Mechanismus der Staudinger-Ligation zwischen einem Triarylphosphin und einem Azid

zum Amid-verknipften Produkt (aus Hang & Bertozzi, 2001).

Das bei dieser Reaktion entstehende abiotischerylpfesphinoxid sollte wegen der
Anwendung in biologischen Systemen entfernt wei@enrlose Staudinger Ligation). Durch
Einsatz von Phosphinen mit Ubertragbaren Acyl-Gempfxonnten das lber die Amid-
Bindung verbundene Ligationsprodukt und freies fiighosphinoxid erhalten werden (Hang
& Bertozzi, 2001).

Anwendungen dieser Methode fanden sich besondatsriMarkierung von Glycoproteinen
durch VerknUpfung biotinylierter Triarylphosphine itm biosynthetisch eingebauten
Azidozuckern. Auch Proteine, die die nicht-natliméo Aminosdure Azidohomoalanin mit
dem zelleigenen Translationsapparat einbauen konsied mittels der Staudinger-Ligation
markiert worden (Saxon & Bertozzi, 2000; Kiiekal, 2002).

1.8.2 Click-Chemie
Weitere Ansatze zur Verknipfung zweier Biomolekiidgéert die sogenannte Click-Chemie.

Darunter werden Reaktionen zusammengefasst, diachimnd effizient verlaufen und dazu
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mehrere weitere Kriterien erfillen muissen. Sie mfdisgandere funktionelle Gruppen
tolerieren, hohe Ausbeuten erzielen, in wassrigemgébungen ablaufen und die stabilen
Produkte miussen einfach zu isolieren sein. Die ig8ten Beispiele hierfur sind
Cycloadditionen mit ungesattigten Verbindungen, leaghile Substitutionsreaktionen wie
Ringoffnungen und Additionen an ungesattigte C-Chifechbindungen (Kollet al, 2001).
Die beliebteste Reaktion fur Anwendungen in biadchen Systemen ist eine Cu(l)-
katalysierte Variante der Huisgen 1,3-dipolaren |@addition, die weitlaufig auch als ,die’

Click-Reaktion bezeichnet wird.

1.8.3Die Cu(l)-katalysierte 1,3-dipolare Huisgen Cycloadition

Fur die Cu(l)-katalysierte Click-Reaktion ist im g&msatz zur z.B. thermischen Reaktion ein
terminales Alkin erforderlich. Es reagiert mit eiméAzid zu einem disubstiutierten Triazol
(Schema 9.

N
_ ® ©  cuy N/
R——H + N=N-N-R'

Schema 9: Cu(l) katalysierte Reaktion eines terminalen Alkins mit einem Azid zu einem Triazol.

Bei der nicht-katalysierten Cycloaddition nach Heis entsteht eine 1:1 Mischung aus 1,4
und 1,5-disubstituierten Regioisomeren (Betkal, 2006). Die Cu(l)-Katalyse verlauft tber
einen Ubergangzustand, der selektiv das 1,4-Regias liefert (Torngeet al, 2002). Da
Azide und terminale Alkine in biologischen Systenmem sehr selten anzutreffen sind und die
Reaktion in wassriger Umgebung ablauft, erfillt Gikck-Reaktion die Bedingungen einer
bioorthogonalen Reaktion.

Das Kupfer wird meist als Cu(ll)-Salz der Reaktibmgefiigt, und die katalytisch aktive
Cu(l)-Speziesn situ durch Reduktion, haufig mit Natriumascorbat, egteliese ist aber
instabil, und wird durch Luftsauerstoff reoxidieder disproportioniert zu Cu(ll) und Cu(0).
Mechanistische Untersuchungen legen die Vermutwge,ndass die entstehenden Triazole
als reaktionsbeschleunigende Liganden fur Cu(lpefiekonnten, da einige Click-Reaktionen
autokatalytischen Charakter zeigelris-(Benzyltriazolmethyl)amin (TBTA) ist besonders
effektiv als aktivierender Ligand (Chaat al, 2004). Seine geringe Lo6slichkeit in Wasser
erfordert jedoch einen gewissen Anteil organisdiiemungsmittel im Reaktionsmedium, was
im Gegensatz zu den fur die Click-Chemie geforaeKaterien steht. Aber auch andere, in
Wasser |6sliche Verbindungen wies-(Hydroxypropyltriazolylmethyl)amin (TPTA) und
Prolin wurden als Liganden fir Cu(l) beschriebehd@et al, 2004, Feldmaet al, 2004).
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Thermische dipolare  Cycloadditionen  verlaufen  naclkeinem  konzertierten
Reaktionsmechanismus. Fir die Cu(l)-katalysierteiavide wird ein anderer Mechanismus
vorgeschlagen. Die stufenweise erfolgende Cycldimhdivird durch eine monomere Cu(l)-
Spezies katalysiert. (Rostovtsetval, 2002).

1.8.4Die Click-Reaktion und ihre Anwendung in biologisclen Systemen

Azide und Alkine sind in biologischen Umgebungeme®u inert, sind aber als funktionelle
Gruppen in organische Verbindungen leicht einfuhrb2er Tranlsationsapparat kann
synthetische Aminosduren wie z.B. Azidohomoalanin Hroteine einbauen. Die Azid-
funktionalisierten Proteine kénnen anschlie3endr e Click-Reaktion mit biologischen
Reportern markiert werden. Dies kann an Zellobe# oder in Proteinlésungen
durchgefuhrt werden (Link & Tirell, 2003). Auch Alkzi oder Alkin-modifizierte Oberflache
von Viruspartikeln konnte mit Hilfe der Click-Reat Fluoreszenz-markiert werden (Wang
et al, 2003). Durch die Toxizitat des Kupfers ist dieak#on nichtin vivo anwendbar.
Dynamische Prozesse koénnen alsovivo nicht verfolgt werden. Zur Behebung dieses
Nachteils entwickelte Bertozzi eine Alternative zKupferkatalyse. Durch Nutzen der
Ringspannung kénnen mit Cyclooktinen, den kleinstdar stabilen Cycloalkinen,
bioorthogonale Markierungsreaktionen mit Azidenennilden Bedingungen durchgefuhrt
werden (Agarcet al, 2004). Die Reaktivitat bezuglich der Azide ideadings geringer als bei
der Cu(l)-katalysierten Variante. Zur Beschleuniguder Cu-freien Reaktion wurden
zusatzlich elektronenziehende Gruppen an den CktileRing angebracht. Dadurch konnte
die Reaktivitat gegenuber Aziden deutlich gesteigerden (Baskiret al, 2007). Die neue
Cu-freie Click-Reaktion erlaubt jetzt sogar das falgen von Stoffwechselprodukten in
lebenden Organismen Uber mehrere Entwicklungss(umghlinet al, 2008).
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2 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit ist in drei Abschnitte urigit. Der erste Abschnitt beschéatftigt sich
mit der Auswahl und der Uberpriifung von Protein-Mddia hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur
Ubertragung von funktionellen Gruppen unter Ausontz der Aziridin- und doppelt
aktivierten synthetischen Cofaktoren. Die Protelis$tate der Enzyme sollen durch die
Ubertragungsreaktion sequenzspezifisch modifizieerden. Dazu soll insbesondere die
Histon-Lysin-MTase Dim-5 Beachtung finden. Bevore dReaktion mit vollstandigen
Proteinen durchgefiihrt werden kann, soll ein Testsy mit einem Substratpeptid entwickelt
werden, wodurch der Umsatz der synthetischen Cafa@kt mit dem Enzym einfach
analysierbar wird. Das kurze Peptid mit einer Erkergssequenz fir die entsprechende
Protein-MTase beinhalten, diese Sequenz konnteerspidit beliebigen Proteinen fusioniert
werden, so dass Fusionsproteine durch MTasen unthefische Cofaktoren chemisch
funktionalisiert werden konnten.

Im zweiten Abschnitt soll eine geeignete biokomigati chemische Reaktion an der
enzymatisch ins Substrat eingefiihrten funktionell&@muppe gefunden werden. Zur
Markierung von Proteinen soll dadurch ein Repome@rgebracht werden kdénnen. Das
Reporter-Molekll kann z.B. ein beliebiger Fluoropbder eine biologischer Affinitatsgruppe
sein. Die Markierungsreaktion soll zunachst mit dewdifizierten Peptid optimiert werden,
bevor Histone als ganze Proteine markiert und detekwerden konnen. Geeignete
funktionalisierte Reporter fir das Testsystem ure Rfoteinmarkierung missen entworfen
und synthetisiert werden. Die Analytik fur beideaRgonen muss definiert und optimiert
werden.

Im dritten Abschnitt soll das Zwei-Stufen-Markiegasystem auf andere Protein-MTasen und
neue Substrate angewandt werden. Ein beliebigdsiRPsnll mit einem Peptid-Tag versehen,
mit der Protein-MTase Dim-5 und einem synthetisc@efaktor modifiziert, und im zweiten
Schritt markiert werden. Fir die humane Protein-s&aMLL4 sollen durch spezifische
Markierung unbekannter Substrate diese isoliert identifiziert werden. Dazu soll die
Methode von der Markierung gereinigter Proteine koimplexe Proteingemische bis zu

ganzen Zelllysaten erweitert werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Expression und Reinigung der Variante Dim-2A 17

Der E.coli Stamm BL21 DE3 Codon Plus RIL wird mit dem Expreasvektor pGEX-2T
Dim-5A17 transformiert. Das Enzym wird dann wie besclarelexprimiert und gereinigt
(Zhanget al, 2002). In dieser Arbeit wird keine weitere Vatarverwendet, so dass die
Variante Dim-RA17 im Weiteren kurz als Dim-5 bezeichnet wird. Naater
Affinitatsreinigung an einer Glutathion-Matrix wirdlas Fusionsprotein einer weiteren
Reinigung durch Gelfiltration unterzogen. kobildung 8 ist ein typisches Coomassie-

gefarbtes SDS-Gel der Affinitatsreinigungsstufegeatellt.

kKDa 1 2 6 ?__
116 = = —
o = = ®
s - 8 .
« =20k B

Abbildung 8: SDS-Gel der sdulenchromatographischen Reinigung von Dim-5 aus E.coli Lysat an
einer Glutathion-Matrix. Der rote Pfeil zeigt die Proteinbande der Dim-5. Spur 1:
Molekulargewichtsmarker; Spur 2: nicht induzierte Probe; Spur 3: induzierte Probe; Spur 4: Durchlauf;
Spur 5: Waschschritt I; Spur 6: Waschschritt II; Spur 7: Elution mit Glutathion.

Wie sich an der intensiven Bande der induziertasb®rin Spur 3 erkennen lasst, wird das
Protein gut exprimiert. Die Bande ist in der niciduzierten Probe (Spur 2) kaum ersichtlich.
Die erhaltene Bande lauft kurz unterhalb der 6@J& Karkerbande (Spur 1), was dem
berechneten Molekulargewicht von 60 kDa etwa erdspr Das Gesamtmolekulargewicht
ergibt sich aus der Dim-5, mit einem Molekulargéwigon 34 kDa, und dem GST-Tag mit
26 kDa. Anders als von Zhargt al. (2002) beschrieben wird der GST-Tag am Protein
belassen, da der Verdau mit der Protease Faktaricka vollstandig erschien und auch das
Fusionsprotein gute Aktivitdt zeigt. Da das Eluahwder Glutathion-Saule noch erhebliche
Mengen an Protein-Verunreinigungen enthalt, wirdegger zweiten Reinigungsstufe mit

einer Superdex 75 Gelfiltrationssaule unterzogenilgung 9).
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Abbildung 9: Coomassie-gefarbtes SDS-Gel der Dim-5 enthaltenden Fraktionen nach Superdex 75

Gelfiltration des Eluats der Glutathion-Saule. Spur 1: Molekulargewichtsmarker; Spuren 2-11: Dim-5

enthaltende Fraktionen nach Gelfiltration.

Die Dim-5 enthaltenden Fraktionen weisen nach defil@ation deutlich weniger Protein-
Verunreinigungen auf als das Eluat der Glutathiani& Die ersten Fraktionen enthalten
Uberwiegend Verunreinigungen im hochmolekularere®ér, und in den spéteren Fraktionen
nehmen niedermolekulare Verunreinigungen zu. Diaktionen werden diesem Umstand
entsprechend getrennt aufgeteilt und eingefrorars finf Litern E.coli-Zellkultur werden
10-13 mg Enzym gewonnen (nach Bradford Bei= 595 nm und UV-Messung mit

£%°=96.322,5 L M* cmi %, € berechnet auf www.expasy.org/tools/protparam.html )
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3.2 Aktivitdtsbestimmung von Dim-5 in radioaktiven Methylierungsassays

3.2.1 Aktivitat mit Histon Oktamer

Die gereinigte Protein-MTase Dim-5 soll zun&chst dem natirlichen Cofaktor AdoMet in
radioaktiven Methylierungsassays auf ihre Aktivitdh untersucht werden. Hierzu wird in
Anlehnung an é&hnliche Untersuchungen Histon-Oktarmaes Kalbsthymus als Substrat
eingesetzt (Zhangt al, 2003). Die Reaktionen werden mit radioaktiv-martéam AdoMet &
(5'-Adenosyl)+-[methy}*H]-methionin, *H-AdoMet) als Cofaktor durchgefiihrt. Direkt nach
Mischen des Reaktionsansatzes wird ein Startwexdrgenen und durch Auftropfen auf einen
P81 Whatman-Filter wird die Reaktion gequencht. diaf gleiche Weise werden Proben nach
unterschiedlichen Zeitintervallen erhalten. Ubetissiges®H-AdoMet wird durch Waschen
mit einem 200 mM N#COs-Puffer entfernt, so dass die in Proteine eingeb&adioaktivitat
durch Szintillations-Zahlung bestimmt werden kakontrollen ohne Enzym (KI) bzw. ohne
Substrat (KII) dienen zur Bestimmung des unspedifis Hintergrundes. Schon der Startwert
R 0 zeigt eine erhohte Aktivitat gegentber den Kallen Kl 0 und KII O (Abbildung 10).
Nach 30 Minuten kann eine sehr gute Aktivitat degyins mit dem Gesamt-Histon gemessen
werden, wahrend fir die Kontrollen nur Hintergrukiatat messbar ist.
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Abbildung 10 : Aktivitat von Dim-5 mit AdoMet und tritiertem AdoMet mit Kalbsthymus-Histon. Die
0-Werte entsprechen den Startwerten, die Reaktionszeit betragt 30 min

Kl: Kontrolle ohne Enzym; KIllI: Kontrolle ohne Substrat; R: Reaktion mit Substrat und Enzym.
Reaktionsbedingungen: 0.8 uM Dim-5, 11 uM Histon H 2454, 50 uM AdoMet, 0.45 uM tritiiertes AdoMet
in Dim-Reaktionspuffer (50 mM Glycin, 2 mM DTT, pH 9.8).
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3.2.2 Aktivitat mit dem Fluorescein-Histonpeptid

Zur  vereinfachten  Durchfihrung von Testreaktionenes d Modifikations- und
Markierungssystems wird statt des natirlichen SatsstHiston H3 zunachst ein Peptid
eingesetzt. Dieses Peptid mit der Sequenz ARTKQTBRBGKA, enthalt die ersten flinfzehn
Aminosauren von Histon H3 mit der Zielposition Ly3i(K9), die von Dim-5 spezifisch
modifiziert wird. In der Kristallstruktur der Dim-Bnit AdoHcy sind vom Substrat nur wenige
Aminosauren aufgeldst (Positionen 7-12). Aktivitdttersuchungen haben aber gezeigt, dass
das Enzym mit dem 15mer-Peptid aktiver ist als P@ptiden, die die Aminosaurereste 1-13
oder 5-15 enthalten. Offensichtlich sind die auffegenden Aminosaurereste wichtig fur
Wechselwirkungen mit dem Enzym und zur Substraterkeg (Zhanget al, 2003). Deswegen
wird das 15mer als Substratpeptid gewahlt. Mit elePeptid konnten auch K4-spezifische
KMTs untersucht werden. Da die Peptidsequenz nigWtaktiv ist, wird Fluorescein als
Reporter an den N-Terminus gebunden (Abbildung Di¢ Fluoreszenz kann mit einem
Fluoreszenz-Detektor wahrend HPLC-Laufen verfolgirden. Im Folgenden soll tberprift

werden, ob das synthetische Peptid als Substrabuarb genutzt werden kann.

NH,

0

N
1)LNH2
0

Magenta: Fluorescein, im Folgenden als NH; Zielposition Lysin-9 der Dim-5

.— dargestellt. Cg4H128N26026
Exakte Masse: 1916.95

Molekulargewicht: 1918.07

Abbildung 11 : Strukturformel des 15mer Histonpeptids. In magenta ist der N-terminal gebundene
Fluoresceinrest dargestellt, in blau die Aminoséaure K9, welche sequenzspezifisch von Dim-5 modifiziert

wird.

Um das Peptid analog zum Histon-Oktamer nutzen dmné&n, muss die Ausfihrung des
radioaktiven Aktivitatstests mit den P81 Filterntiopert werden. Der Waschpuffer hat mit
200 mM einen fur diese Anwendung zu hohen Salzgjetnadl fiihrt dazu, dass das Peptid von
den Filtern gewaschen wird. Ein Waschschritt nrieen weniger konzentrierten Waschpuffer
von 50 mM Salzkonzentration belal3t das Peptid a&umh dFilter und wéscht Uberschissigen

(radioaktiven) Cofaktor weg.
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3.2.3 Aktivitat von Dim-5 bei verschiedenen pH-Werten

Weitere Funktionsstudien beschreiben Dim-5 alsesapfindliches Enzym, das auch nur in
einem eingeschrankten pH-Bereich aktiv ist (Zhahgl, 2002). Um diese Eigenschaften fur
das neue Substrat zu Uberprifen, wird die Aktivdligit Dim-5 mit AdoMet bei verschiedenen
pH-Werten bestimmt. Bei pH-Werten von 7.5 — 8.508n-5 aktiv und es treten im Rahmen
der Messgenauigkeit kaum Unterschiede auf. Im \é&hlzur Reaktion beim optimalen pH-
Wert von 9.8 betragt die Aktivitat bei allen GbnigpH-Werten allerdings nur ca. 50%
Abbildung 12).
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Abbildung 12: Aktivitat von Dim-5 mit AdoMet und tritiiertem AdoMet bei verschiedenen pH-Werten auf
dem synthetischen Peptid. Dargestellt sind die Reaktionswerte nach 20 min.

Kl: Kontrolle ohne Enzym; KIlI: Kontrolle ohne Substrat; R: Reaktion mit Enzym und Substrat.
Reaktionsbedingungen: 0.8 pM Dim-5; 5 uM Peptid; 50 pM AdoMet; 0.45 pM tritiiertes AdoMet.
Reaktionspuffer fur pH 7.5 — 8.5: 50 mM Tris-HCI, 2 mM DTT; Reaktionspuffer fur pH 9.8: 50 mM
Glycin, 2 mm DTT.

Fir Dim-5 wurde mit einem 20mer-Histonpeptid eig-Wert von 2.3 mift bestimmt (Gowher
et al, 2005). Im Verhéltnis zu anderen Lysin-spezifistiTasen, derencWerte unter 1
min liegen, oder Enzymen die nur einige Umsétze pumdt aufweisen (Trievel 2004, Chin
et al, 2006), ist die Aktivitat der Dim-5 sehr hoch. Dach eignet sie sich gut zur Aufstellung

eines Testsystems mit den synthetischen Cofaktoren.
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3.3 Untersuchung der Dim-5 mit Cofaktor-Analoga

3.3.1 Aziridin-Cofaktoren

Zunachst soll eine mdgliche Kupplung von Aziridiof@ktoren an di€—Aminogruppe von
K9 des Testpeptids durch Dim-5 untersucht werdea.Adalyse der Testansatze durch HPLC
auf einer C-18eversed-phaséRP) Saule durchgefuhrt. Das Peptid wird durch dagminal
gebundene Fluorescein detektiert. Da der HPLC-L&#tdp einen sauren pH-Wert aufweist
(pH 2.0) muss die Wellenlange fur die Excitatioggpasst werden. Im Basischen liegt das
Absorptionsmaximum von Fluorescein ldeE 485 nm und verschiebt sich im Saurem\za
440 nm (UV-Messungen). Dagegen verschiebt sichEshassionsmaximum im Sauren nicht
und liegt weiterhin bek =510 nm.

Dim-5 wird mit den Cofaktor-AnalogaN-Adenosylaziridin (Az) und biotinyliertem Az-
Cofaktor (6BAz, Abbildung 13) bei pH 9.8 getestet.

X
HN” "NH
H Hn- .uH
NH, HNSSN s
N N TN 0
EX ¢
NN NN
Y N
o) 0
Az 6BAz
HO OH HO OH

Abbildung 13 : Strukturen der Cofaktor-Analoga Aziridin (Az) und N6-Biotin-Aziridin (6BAZ).

Da die Cofaktoren die Polaritdt des Peptids ddutienken sollten, wird eine Elution von
modifizierten Peptiden bei gréReren Retentionsmeikewartet. Es konnen jedoch keine
Kupplungsprodukte der Cofaktor-Analoga mit dem Refastgestellt werden. Der Grund daflr
liegt wahrscheinlich im basischen pH-Wert von TBeser bietet fur das Enzym optimale
Bedingungen, aber der Aziridin-Stickstoff ist dejoroert (erwarteter pKa ~ 8). Dadurch sind
die beiden C-Atome des Aziridin-Ringes fur einetkleaphilen Angriff der Aminogruppe von
K9 nicht aktiviert. Daraufhin wird der pH-Wert dBeaktionen schrittweise gesenkt. Obwohl
in den Radioaktivassays gezeigt wurde, dass Dinuéh &ei pH 7.5 aktiv ist, fand hier
ebenfalls keine Ubertragung der Cofaktoren stats& Umstand ist nicht nur den divergenten
pH-Optima zuzuschreiben, sondern konnte auch int V@ 6Baz auf eine zusatzliche

sterische Hinderung im aktiven Zentrum des Enzymdeduten.
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3.3.2Bindungstests mit potentiellen Protein-MTase Inhibioren
Zum besseren Verstandnis der Cofaktorbindung vom-Bisollen Funktionsstudien mit
AdoMet-ahnlichen

Aminosaureteil beinhalten, durchgefihrt werden. dar Arbeitsgruppe Weinhold sind

Verbindungen, die Modifikationenm a Adenin-Ring oder am
verschiedene Verbindungen synthetisiert worden, a® Inhibitoren fir DNA-MTasen
eingesetzt werden sollten (Abbildung 14). Um festzllen, ob diese Verbindungen einen
Inhibitor fur die Protein-Methylierungsreaktion dbr Dim-5 darstellen kdnnen, wird die
Bindungsfahigkeit an Dim-5 durch kompetitive Hemmuder Methyltransfer-Reaktion in
radioaktiven Methylierungsassays getestet. Die Medngen werden im Vergleich zu AdoMet
im Uberschuss eingesetzt. Wird die Methylierungdiea gehemmt, so ist es wahrscheinlich,
dass die Verbindungen im aktiven Zentrum des Enaymslem nattrlichen Cofaktor um die

Bindungsstelle konkurrieren.
NH, NH, NH,

H,N,, .CO,H
<) 59 STy
|
S N N’) HoN N |\rJ ,S@ N N’)
\[f \ ;o: | 2 o o
HO OH HO OH HO OH
5'-Acetylthio-5'- Sinefungin 5'-Dimethylthio-5*-
desoxyadenosin (ATA) desoxyadenosin (DMTA)
NH HN ™ S CO2H NH,
NH,
o ¢ 1) &1 S
NS N N HO N N HO N N
[ o
HO OH HO HO
5'-Methylbutylthio-5'- TL-100-2 N6-Methyl-2'-desoxy-

desoxyadenosin (MBTA)

adenosin (N6-Me)

H, HN"~-OH NH,
H2N N SN SN N SN N SN
] ¢ | ¢ I ¢TI
s NTN HO HO N™N S NTN
|;O:1| o O 0]
HO OH HO OH
5'-Aminoethylthio-5'- TL-104 TL-106 5'-Propylthio-5'-desoxy-

desoxyadenosin (AETA)

adenosin (PTA)

Abbildung 14 : Strukturen der im Inhibitionstest eingesetzten Verbindungen
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Die Verbindungen sind von dem natirlichen CofakémtoMet abgeleitet. Sinefungin ist
aulBerdem als DNA-MTase-Inhibitor beschrieben (Sutdbier et al, 1997). Durch das

weitgehende Beibehalten des Cofaktor-Grundgerustésder Ribose- und Adeninstruktur
sollen ahnlich gute Bindungseigenschaften wie miioMet oder AdoHcy erzielt werden.
Wenn ein Inhibitor mit Modifikationen an der N6-fam oder einer veranderten Aminosaure-
Seitenkette im Enzym bindet, so kdnnen zusatzlishvorliegenden Réntgenkristallstruktur
Ruckschliisse Uber Platzverhéltnisse und Ausrichtuleg Bindungstasche der Dim-5
geschlossen werden. Diese Informationen kdnnen @aich beim Design neuer Cofaktor-

Analoga Anwendung finden.
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Abbildung 15 : Inhibition der Methylierung mit Dim-5 und AdoMet durch Einsatz von Adenosin-
Derivaten. R(a) = Vergleichsreaktion fiir die Inhibitoren ATA-N6-Me; R(b):

Vergleichsreaktion fiir Inhibitoren AETA — PTA. Reaktionsbedingungen: 0.8 uM Dim-5, 5 uM Peptid,
10 pM AdoMet, 0.45 uM tritiiertes AdoMet, Inhibitoren jeweils 160 uM in Dim-5 Reaktionspuffer pH 9.8,
20 min bei RT.

Wie in Abbildung 15 gezeigt, hat keine der Verbinden eine deutliche Auswirkung auf die
Methylierungsgeschwindigkeit. Auch Sinefungin zdigttz beschriebener Wirkung auf DNA-
MTasen keinen Effekt auf Dim-5. Im Vergleich zur imllreaktion (R(a)) ohne Inhibitor ist
mit Zusatz von TL100-2 eine Verringerung des Unmeatzm ca. 20% erkennbar. TL106 und
PTA (hier Kontrollreaktion R(b)) kdnnen wie TL100eke Methylierung um ca. 20% senken.
Da keine Verbindung eine deutliche Unterdriickung Rtethylierungsreaktion hervorruft,

werden keine weiteren Tests mit ahnlich struktterenerbindungen durchgefihrt.
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Das Testen der Aziridin-Cofaktoren im kompetitivéiethylierungsassay werden nicht
angestrebt, da die Ubertragungsreaktion unter d&Vqrgaben der MTase chemisch nicht
moglich sein sollte. Stattdessen werden in einemiteve®n Kompetitionsassay die
Bindungsfahigkeit von doppelt aktivierten Cofaktorgetestet, da diese pH-Wert unabhangig
eingesetzt werden kénnen (Abbildung 16). Diese Wellmgen werden im Vergleich zu
AdoHcy getestet, welches ein guter Inhibitor istokicy geht als Reaktionsprodukt bei der
Methylierung hervor und ist sowohl fir DNA- als &autiir Protein-MTasen der naturliche
Inhibitor der Methyltransferasereaktion (Produkiimtion).
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Abbildung 16 : Inhibition der Methylierung mit Dim-5 und AdoMet durch Einsatz der doppelt aktivierten
Cofaktoren AdoPropen und AdoButin und AdoBenz im Vergleich zu AdoHcy.

Reaktionsbedingungen: 0.8 uM Dim-5, 5 uM Peptid, 10 uM AdoMet, 0.45 uM tritiiertes AdoMet,
Inhibitoren jeweils 160 uM in Dim-5 Reaktionspuffer pH 9.8, 20 min bei RT

Der Einsatz der doppelt aktivierten Cofaktoren Iktvieine deutliche Verringerung der
Methylgruppenibertragung. Alle Verbindungen inhibre starker als AdoHcy, d.h. sie zeigen
auch eine bessere Bindung. AdoPropen hemmt dietigeakit ca. 80% am starksten. Diese
sehr guten Bindungseigenschaften zeigen, dass digbhindungen potentiell auch als
Cofaktoren fir Dim-5 fundieren konnten. Fir die dtagungreaktion mit AdoPropen und
AdoBitin muss nur die Positionierung der Seiterdetim Enzym die fir die doppelte

Aktivierung nétige Konformation zeigen.
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3.4 Transferase-Aktivitat der Dim-5 mit doppelt aktivierter Cofaktoren

3.4.1 Aktivitat von Dim-5 mit AdoPropen

AdoPropen zeigt im Inhibitionsversuch die bestedBimy und wird als erstes Cofaktor-
Analogon mit Dim-5 untersucht (Abbildung 17). Dasizgm wird stbchiometrisch zum
Substrat (50 uM) eingesetzt. Nach verschiedenetinggvallen wird der Reaktion Aliquot
entnommen und mittelRPHPLC analysiert. Fir ein gut detektierbares Sigmatden pro
Lauf 5 pmol Peptid auf die Saule aufgebracht. Deenle Allylgruppe bewirkt nur eine geringe
Abnahme der Polaritdt des Testpeptids. Zur TrenruamgProdukt und Edukt war deswegen

die Erstellung eines optimalen Stufengradientewantlig.

R = —CH; (AdoMet)
=—CH,CH=CH, (AdoPropen)
= CH,(=CCHj3 (AdoButin)
—CH,C=CH (AdoPropin)

H,N.,_CO,H
' NH2 —CH,Ph (AdoBenz)
(,N ] N —CH,CH=CH,C=CH (AdoEnIn)
® J
~S N N
@]
AdoMet-Analogon
H O HO OH H O
@»—-ARTKQTAR-N N¢STGGKA —_— @~ ARTKQTAR-N N,STGGKA
H Dim-5 H
20C
. modifiziertes
H, Testpeptid HN-< R Peptid

Abbildung 17 : Modifikation des Lysin 9 (K9) mit Dim-5 doppelt aktivierten AdoMet Analoga. magenta:

Fluorescein, blau: K9, rot: zu Ubertragende Seitenkette.

Das alkylierte Peptid eluiert mit einer groRereneReonszeit (Abbildung 18). Dim-5 konnte

also AdoPropen als Cofaktor nutzen und die Allypgre auf das Peptid Ubertragen. Die
Reaktion mit AdoPropen verlauft mit stéchiometrsehMengen Enzym sehr schnell. Beim
ersten Stundenwert ist bereits kompletter Umsatzbeabachten. Néhere Untersuchungen
zeigen, dass die Reaktion schon nach wenigen Mirmueeinem Grol3teil abgelaufen ist. Nach
hochstens 30 min ist der Umsatz quantitativ. Ddmaudvird die Konzentration den Enzyms

gesenkt. Abbildung x zeigt die Ubertragung derediette von AdoPropen auf das Testpeptid

unter stochiometrischen und katalytischen Bedingang
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Abbildung 18 : HPLC-Analyse der Umsetzung von AdoPropen mit dem Testpeptid durch Dim-5 nach
verschiedenen Reaktionszeiten A) Stéchiometrischer Transfer der Propenyl-Seitenkette durch Dim-5 (je
50 uM). B) Katalytischer Transfer der Propenyl-Seitenkette durch Dim-5 auf das Peptid im Verhéltnis
1:10. In den Chromatogrammen treten keine weiteren Signale auf. 300 uM (S)- AdoPropen in Dim-

Reaktionspuffer pH 9.8.

Bei einer Enzymkonzentration von 5 uM und einertidl&pnzentration von 50 uM (Abbildung
B) wird nach 3 h vollstandiger Umsatz erreicht. DRsopen-modifzierte Peptid wird
massenspektrometrisch  durcliiquid Chromatography-Electrospray lonisation Mass

Spectrometry(LC-ESI MS) analysiert. Als Kontrollen werden ztgigh nicht-modifiziertes
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und trimethyliertes Peptid vermessen. Abbildungz&fyt das Massenspektrum des Propen-

modifizierten Peptids.

[M]* = 979.491

rel. Intaensitat

; ¢ [M]*?= 653.602
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Abbildung 19 : Extracted lon Chromatogram (EIC) des Allyl-markierten Peptids. Angegeben sind die
Massen fur [M]**" und [M]"*".

Die Proben werden in einem sauren Laufpuffer geeme§sH 2.75). Das Peptid kann an funf
basischen Resten protoniert werden, weswegen intivPbdus gemessen wird . Detektiert
werden die Massenpeaks fir [¥Jund [M]**". Die beobachteten Werte von 979.491 ([

und 653.602 ([MJ*") stimmen gut mit den berechneten Werten von 979ut@l 653.713 fiir
das Peptid mit einer zusatzlichen Propenylgruppedib. Das Ergebnis steht im Gegensatz zur
naturlichen Reaktion, bei der Uberwiegend Trimesisyh produziert wird. Im Falle von
AdoPropen wird die Seitenkette nur einmal Ubertnagribstrate werden von Dim-5 prozessiv
methyliert, d.h. das Substrat bleibt gebunden withder Cofaktor ausgetauscht wird (Tamaru
et al, 2003). Der Substratkanal konnte zu schmal fug €lbertragung mehrerer Allylreste sein
oder das allylierte Produkt kénnte nur unzureichandDim-5 binden und rasch dissoziieren.
Ein prozessiver Mechanismus ware damit unmoglictes& Umstand wirkt sich auf eine
folgende chemische Markierung allerdings positig,ala genau eine neue chemische Gruppe
in das Substrat eingefugt wird, die dadurch ge#i@t Markierungsreaktionen angesteuert

werden kann.
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3.4.2Versuche zur Markierung der Doppelbindung

Dim-5 und AdoPropen bilden ein gutes Testsystem Hnmtwicklung einer neuen
Modifikations-Markierungs-Methode fir Proteine. Mader Optimierung der Analytik von
HPLC und ESI-MS kann die katalytische Funktionalisng durch einen doppelt aktivierten
Cofaktor und einer Protein-MTase gezeigt werdeterdings bietet die Doppelbindung wenig
gut etablierte Mdglichkeiten fir chemische Real@orzur Einfihrung eines Reporters unter
Bedingungen, die das Peptid (und spater auch BRe)tén nativen Zustand belassen. Eine
beschriebene Methode zur Markierung von ProteingnhdReaktion an einer Doppelbindung
ist die Mizoroki-Heck-Reaktion (Kodanet al, 2007). Ein Aryliodid reagiert unter Palladium-
Katalyse mit einem Alken. Die Ausbeute an markmrtBrotein betragt allerdings nur 2%.
Daher stellt diese Methode aufgrund der geringesb&ute kein attraktives System dar, dessen

Optimierung sich lohnt.

3.4.3 Aktivitat von Dim-5 mit AdoButin

Der Cofaktor AdoButin tragt als funktionelle uncegihzeitig aktivierende Gruppe eine interne
Dreifachbindung. Dim-5 kann den Cofaktor umsetzaferdings nur im stéchiometrischen
Verhéltnis zum Peptidsubstrat. Ein katalytischeariBfer wird nicht erreicht. Der Umsatz
betragt ca. 30% nach 4 h (Abbildung 20). Am Zeitualr ist abzulesen, dass eine langere
Inkubationszeit die Ausbeute nicht mehr deutlickeigert, von 3 h auf 4 h ist kaum eine
weitere Produktbildung zu beobachten. Da der Cofakh Basischen mit einer Halbwertszeit
von Ty = 24 min bei 60°C und pH 7.9 zerféllt (Dalhoff, ), konnte der Cofaktor nach
einigen Stunden schon vollstandig hydrolysiert séNahrscheinlich ist durch die starre
Dreifachbindung diex-CH, Gruppe der Cofaktor-Seitenkette im aktiven Zenten Dim-5
sterisch schlecht fur einen nukleophilen Angriffrctu die e-Aminogruppe des Ziel-Lysins

positioniert.
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Abbildung 20 : HPLC-Analyse der Umsetzung von AdoButin mit dem Testpeptid durch
stochiometrische Mengen an Dim-5 (50 pM) nach verschiedenen Reaktionszeiten. In den
Chromatogrammen treten keine weiteren Signale auf. 300 uM (S)-AdoButin in Dim-Reaktionspuffer pH
9.8.

Die massenspektrometrische Analyse des mit denE&gitenkette modifizierten Peptids zeigt,
dass auch hier genau eine Seitenkette Ubertrageth W&efunden wird ein Signal fur
[M] **H = 657.751 (ber.: 657.716) und ein Signal fir {M]= 640.045 (ber.: 639.983) des nicht
modifizierten Peptids. Auch wenn durch enzymatischmsatz keine vollstandige
Modifikation des Peptids mit einer Butin-Seitenke#trreicht wird, kann das alkylierte Peptid
durchRP-HPLC einfach gereinigt werden. Damit liegt einerigett modifizierte Fraktion vor,
die in weiteren Schritten mittels einer Click-Reakt markiert werden konnte. Eine
Dreifachbindung kann Uber eine Huisgen-Cycloadditiit einem Azid reagieren. Leider ist
an internen Dreifachbindungen die Kupfer-katalysi&fariante dieser Reaktion nicht méglich.
Andere Bedingungen wie Erhitzen kdnnen auch niehugzt werden. Das Peptid ist gegenuber
hoheren Temperaturen (40 - 50°C) zwar tolerantki@@&n an Proteinen sind unter diesen
Bedingungen aber nicht mehr mdglich und fihren itlgefneinen zur Denaturierung der
Proteine. Um eine der Modifikation folgende cherescMarkierungsreaktion an der
funktionellen Gruppe durchfiihren zu kdénnen, missertere doppelt aktivierte Cofaktoren

mit anderen funktionellen Gruppen getestet werden.
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3.4.4 Aktivitat mit weiteren doppelt aktivierten Cofaktor en

Der Cofaktor AdoPropin tragt, ahnlich wie AdoButein Alkin zur Doppelaktivierung, aber in
diesem Fall an einer terminalen Position Ubertrag&eitenketten kénnten also mit der
Kupfer-katalysierten Click-Reaktion prinzipiell nkaért werden. Mit Dim-5 kann keine
Modifikation des Peptids festgestellt werden. Ungagst wahrscheinlich eine Hydrolyse des
Cofaktors im basischen Reaktionspuffer (pH 9.8 dehr schnell verlauft. Schon nach
15 - 20 min Inkubation im Puffer bei RT kann durghtionentauscher-HPLC kein intakter
Cofaktor mehr nachgewiesen werden. Die Halbweltsggspricht mitt,, = 30 min bei 60°C
und pH 7.9 (Dalhoff, 2005) ungefahr der Stabilitéh AdoButin.

Der Cofaktor AdoBenz zeigt zwar gute Bindung imioa#ttiven Verdrangungsassay, aber
keinen Umsatz auf dem Peptid. Der sterisch anspuatle Aromat kann in der engen

Bindungstasche wohl nicht Gibertragen werden.
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3.5 Synthese eines neuen Cofaktors mit terminaler Dreachbindung und
Aktivitatsuntersuchung mit Dim-5

3.5.1Synthese des AdoMet Analogons AdoEnIn

Um eine funktionelle Gruppe und wirksame doppelkgivierung in einem AdoMet-Analogon

kombinieren zu kdnnen, wird ein weiterer Cofaktotwackelt: Ein Alkin soll als funktionelle

Gruppe terminal vorliegen und eine Doppelbinduniy mar Aktivierung dienen, da diese als

Gruppe im AdoPropen gute Effekte fur eine doppAkévierung gezeigt hat. Ein passender

Alkohol mit beiden Funktionen ist irEf-Konfiguration kommerziell erhéaltlich. Der Alkohol

wird als Mesylat aktiviert und danach mit AdoHcy gesetzt §chema 10.

CO,H HyN,, ~CO,H

Hg'\llj/ NH lJ NH,
NN NN
¢ f CH3CO,H/ N ° ¢ f\)
S N ’) SN HCO,H \\/\,S N -
o NT 4+ \\¢\/O\S/:O (1:1) z 0 N
i1 "CHj N
0 RT, 2h
HO OH HO OH
AdoHcy aktivierter Alkohol AdoEnIn

Schema 10: Synthese des doppelt aktivierten Cofaktor-Analogons AdoEnIn aus AdoHcy und aktivierten
Alkin-Alkohol.

Die Epimere konnten mit praparativ&@P-HPLC nicht getrennt werden und werden als
Gemisch erhalten. Das Verhéltnis beider Epimereurgjefahr 1:1. Damit besteht in den

Reaktionsansatzen die Halfte der Cofaktor-Konzéintraaus dem nicht-aktivemR)-Epimer.

3.5.2Umsetzung von AdoEnIn mit dem Testpeptid durch Dim5

Trotz der im Vergleich zu AdoButin noch um ein veeds C-Atom verlangerten Seitenkette ist
Dim-5 mit AdoEnIn aktiv. Wird Dim-5 stochiometrisdum Peptid eingesetzt, kbnnen ca. 55%
Umsatz erreicht werden. Die Reaktionen werden ty@sveise einige Stunden lang inkubiert
und jede Stunde wird ein Aliquot analysiert. Dabi@llt auf, dass mehr als 80% der
Produktbildung innerhalb der ersten Stunde staltinund der Produktzuwachs wahrend der

weiteren Inkubation nur wenige Prozent betragt (fhimg 21).
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Abbildung 21 : HPLC-Analyse der Umsetzung von AdoEnIn mit dem Testpeptid durch stéchiometrische
Mengen an Dim-5 (50 pM) nach verschiedenen Reaktionszeiten. In den Chromatogrammen treten

keine weiteren Signale auf. 300 pM (S)-AdoEnIn in Dim-Reaktionspuffer pH 9.8.

Das Cofaktor-Analogon wird im basischen Reaktioffgouebenfalls hydrolysiert, und auch
durch Nachlegen von Cofaktor kann nicht mehr mamifies Peptid erhalten werden. Das
Enzym wird stbéchiometrisch zum Testpeptid eingasaer trotzdem wird nur etwas mehr als
die Halfte des Peptids modifiziert. DaR){Epimer wirkt vielleicht als kompetitiver Inhibitp
da es zwar im aktiven Zentrum binden koénnte, abiehtnumgesetzt werden kann. Die
Zerfallsprodukte des Cofaktors konnten auch algbltdren wirken. Aus diesen Griinden kann
durch spateres Nachlegen des Cofaktors keine Ustemjerung erreicht werden. Nach
Reaktion mit dem Cofaktor AdoEnIn wird die Masses deodifizierten Peptids durch LC-ESI
TOF MS bestimmt. Abbildung 22 zeigt die Masse it T mit 991.977 (ber. = 991.999 ) und
[M] " mit 661.671 (ber.= 661.668). Auch hier wird nuneeiSeitenkette auf das Substrat
Ubertragen. Damit steht ein terminales Alkin alhogonale funktionelle Gruppe fir gezielte

Markierungsreaktionen am Peptid zur Verfigung.
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Abbildung 22 : LC-ESI TOF Massenspektrum (EIC) des mit der AdoEnIn-Seitenkette modifizierten
Peptids. Gefunden wurden Massen fiir [M]*** und [M]"*".

Mit dem Massenspektrum kann nur bestatigt werdass dlie Seitenketten der Cofaktoren
vollstandig Ubertragen werden, und dass sich jewmir eine neue funktionelle Gruppe auf
dem Peptid befindet. Offen bleibt, ob das Enzym deh synthetischen Cofaktoren seine
Substratspezifitat (H3K9) behalt. Durch Sequenzigrides mit AdoEnin modifizierten

Testpeptids wird erstmals festgestellt, dass didi@tion in der Tat an K9 stattgefunden hat
(Abbildung 23).
519/519

604/604 332/332

bd7/711

FI-ARITIKIQ T ﬁl(s GGKA

803/567

g75/939
e 11014/1168

e 1232712596

Abbildung 23 : MS-Sequenzierung des mit einer Enin-Seitenkette modifizierten Peptids. Der Strichcode
zeigt die Fragmente, die bei der Sequenzierung identifiziert wurden. Die vordere Zahl beschreibt die
Masse, die fur das angegebene Fragment des nicht-modifizierten Peptids gefunden wurde. Die hintere
Zahl zeigt die entsprechende Masse des Enin-modifizierten Fragments. Fl = Fluorescein.
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Fur die Sequenzierungs-Analyse wird unmodifiziertaad Enln-modifiziertes Peptid

fragmentiert und mit MALDI TOF analysiert. Vom N-ifeinus des Peptids wird nur ein
Fragment gefunden. Dieses entspricht der Masse Rloarescein und den ersten beiden
Aminosauren und weist flr das modifizierte und udifibierte Peptid die gleiche Masse auf.
Alle weiteren gefundenen Fragmente gehen vom C-iheisnaus. Die ersten beiden C-
terminalen Fragmente zeigen auch hier fir das Kdpaptid und das modifizierte Peptid die
gleichen Massen. Alle weiteren Fragmente, in dge&t die Ziel-Aminoséaure K9 enthalten
ist, zeigen fur das modifizierte Peptid einen Mags&achs von 64 Da. Diese Masse
entspricht genau der Enin-Seitenkette. Damit wiedejgt, dass sich die Modifikation an K9
befindet. Dim-5 behélt mit AdoEnIn ihre Substrataptit, und damit wahrscheinlich auch mit

allen anderen doppelt aktivierten Cofaktoren.

3.5.3 Andere Protein-MTasen und ihre Aktivitat mit doppelt aktivierten- und Aziridin-
Cofaktoren

Dim-5 besitzt laut Literatur unter den KMTs einea @gdl3ten Umsatzgeschwindigkeiten und
wird deswegen bevorzugt untersucht. Sie weist af@iktivitat mit den meisten doppelt
aktivierten Cofaktoren auf. Neben Dim-5 werden emtKMTs auf ihre Aktivitat mit doppelt
aktivierten Cofaktoren untersucht. Clr4 &shizosaccharomyces pombed Su(VAR)3-9 aus
Drosophila melanogastesind wie Dim-5 H3K9-spezifisch.

Clr4 mit einem Molekulargewicht von 35 kDa wird wieschrieben exprimiert und gereinigt
(Min et al, 2003). Im Methylierungsassay mit radioaktivethl-pnethyl]-AdoMet zeigt das
Enzym Aktivitat mit dem Testpeptid (Abbildung 24jlier ist deutlich zu sehen, dass die
Aktivitat viel geringer ist als die von Dim-5. Diglbertragungsgeschwindigkeit von Clr4
betragt nur 0.54 mih (Collazoet al, 2005). Die Methylierungsreaktion wird fiir 60 nibei
30°C durchgefuhrt und das Enzym halb-stéchiométrimem Testpeptid eingesetzt. Das pH-
Optimum fur ClIr4 liegt zwischen 7.5 - 8.5 und istngit im Vergleich zu Dim-5 deutlich
niedriger. Das Senken des pH-Wertes von 8.5 Ub@ra8f 7.5 bewirkt allerdings eine
kontinuierliche Abnahme der Aktivitat. Die gesteaigeHalbwertszeit der Cofaktoren kénnte

aber die langsamere Ubertragungsgeschwindigkeéiseausgleichen.
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Abbildung 24 : Aktivitdt von Clr4 mit tritiertem AdoMet und dem Testpeptid bei verschiedenen pH-
Werten. Dargestellt sind die 0 h-Startwerte, und Reaktionswerte nach 60 min bei 30C. KI: Kontrolle
ohne Substrat; Kll: Kontrolle ohne Enzym; R: Reaktion mit Enzym und Substrat.
Reaktionsbedingungen: 0.8 uM Cir4; 5 uM Peptid; 50 uM AdoMet; 0.45 pM ftritiiertes AdoMet.
Reaktionspuffer fur pH 7.5 — 8.5: 50 mM Tris-HCI, 2 mM DTT.

Nachdem bestatigt werden konnte, dass das syrthetiReptid auch als Substrat fur die KMT
Clr4 dient, wird die Aktivitat mit den Aziridin- whdoppelt aktivierten Cofaktoren durch den
HPLC-Assay untersucht. Die Aziridin-Cofaktoren Ardu6BAz (Abbildung 13) kdnnen trotz
des neutralen pH-Wertes der Reaktion von 7.5, &ei der Aziridin-Ring zumindest teilweise
protoniert sein sollte, nicht zur Reaktion gebraslerden. Nachfolgend werden die doppelt
aktivierten Cofaktoren mit Clr4 getestet. Mit AdoBen kann im stéchiometrischen Verhaltnis
der Protein-MTase zum Testpeptid (je 50 uM) einngjtativer Umsatz nach 3 h Reaktionszeit
erzielt werden (Abbildung 25).
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Abbildung 25: HPLC-Analyse der Umsetzung von AdoPropen mit dem Testpeptid durch
stochiometrische Mengen an Cir4 (50 uM) nach verschiedenen Reaktionszeiten.

In den Chromatogrammen treten keine weiteren Signale auf 300 pM (S)-AdoPropen in Clr4-

Reaktionspuffer pH 8.5.

Inkubationen mit AdoButin und AdoEnIn zeigen dagedeeinen Umsatz, obwohl der
neutralere pH-Wert die Stabilitdt der Cofaktorerutieh steigern, und damit eine langere
Reaktionsdauer ermdglichen sollte. Fur Clr4 wemtein25 uM fur AdoMet und 100 puM fir
ein 15mer Peptid hohe \KWerte beschrieben (Collazet al, 2005). Mit 50 uM Peptid
befindet man sich also deutlich unter deny-Wert, was die Reaktionsgeschwindigkeit
naturlich herabsetzt. Mit dem naturlichen Cofaktord dem sterisch eher anspruchslosen
AdoPropen kann eine Ubertragung der Seitenkettatifistien, wohingegen die groReren
Cofaktoren AdoButin und AdoEnIn wahrscheinlich nigjut in die Cofaktorbindungstasche
binden bzw. durch unginstige Positionierung derteBkette im aktiven Zentrum keine

Ubertragung ablaufen kann.
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3.6 Kupfer-katalysierte 1,3-dipolare Huisgen Cycloadditon (Click-
Reaktion) zur chemischen Markierung der Ubertragena Alkingruppe
Nachdem keine der zusétzlich getesteten ProteinsklTainen besseren Umsatz als Dim-5 mit
AdoEnIn zeigte, wird dieses Enzym weiterhin benutan die EnIn-Seitenkette auf das
Testpeptid zu Ubertragen. An die Ubertragene Satensoll dann durch die Click-Reaktion
ein Affinitdtsmarker kovalent mit dem modifiziertd®eptid gekuppelt werden. Bevor diese
Reaktion jedoch am modifizierten Peptid durchgefiiird, sollen die Reaktionsbedingungen
mit dem Alkohol 2-Penten-4-in-1-ol und Dansylazigtimiert werden (Schema 11). Als
Ligand fur das katalytische Cu(l), welchas situ durch Reduktion aus Cu(ll) mit
Natriumascorbat hergestellt wird, dientis-(Benzyltriazolylmethyl)amin (TBTA). Die
Verbindung ist allerdings nicht wasserloslich, sssldie Reaktion in einem Gemisch tars

Butanol und Wasser durchgefihrt werden muss.

\N/ \N/
CuSO,
OO Natriumascorbat N=N
= © @ H TBTA =N H
HO "7 + NZN-N AN A —_— Hov,%/g/N\/\,NS=O
0 tBUOH/H,0 1:1.5 8
o 5h, 30C

Schema 11: Testsystem zur Optimierung der Reaktionsbedingungen fiir die Cu(l)-katalysierte Click-
Reaktion zwischen dem Alkin und Dansylazid. TBTA wird als Ligand zur Stabilisierung der
redoxempfindlichen Cu(l)-Spezies eingesetzt. Die Reaktion wird in einem Gemisch aus tert-Butanol und
Wasser (1:1.5, v/v) bei 30C fiir 5 h durchgefihrt.

Fur erste Tests werden millimolare Konzentratiomem Reaktionspartner gewahlt. In den
spateren Markierungsreaktionen wird das alkylié?eptid aber im deutlichen Unterschuss
vorliegen. Das Azid hingegen kann weiterhin in h@&heKonzentrationen eingesetzt werden.
Der Reaktionsverlauf wird zunachst anhand der Bidddes fluoreszierenden Produktes durch
Dunnschichtchromatografie Uberprift. Zur genauekealyse wird die Reaktion durcRP-
HPLC analysiert (Abbildung 26) und die neu entstaredVerbindung mit einer Retentionszeit
von 20 min isoliert und massenspektrometrisch dttarisiert. Die Masse bestatigt das Triazol-
Addukt aus dem Alkin-Alkohol und Dansylazid.
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Abbildung 26 : HPLC-Analyse der Testreaktion zwischen Dansylazid und Alkin-Alkohol. Bei der
Reaktion R bildet sich ein Signal bei 20 min (rot markiert), welches als das entsprechende

Triazoladdukt identifiziert werden konnte. Die Kontrolle K (ohne Alkin-Alkohol) zeigt dieses Signal nicht.

20 uM Alkin-Alkohol, 500 uM Dansylazid, 500 uM CuSO,/TBTA, 15 mM Natriumascorbat, 5 h bei 30<C.

In den nachsten Schritten wird die Konzentratios @ékin-Alkohols so weit gesenkt, bis
ungefahr die Konzentration vorliegt, in denen daglifizierte Peptid spater eingesetzt werden
kann. Die Konzentration des Alkin-Alkohols wird dentsprechend auf 20 uM gesenkt, das
Azid wird mit 500 uM eingesetzt. Die Reaktionen @ar bei 30°C durchgefihrt. Unter diesen
Bedingungen ist die Reaktion mit Hinblick auf derkiA-Alkohol nach 5 h quantitativ

abgelaufen.

3.6.1Biotinylierung des Monoalkylierten Peptids
Fur die Markierung des modifizierten Peptids wircesgs durch praparativRPHPLC

gereinigt und bis zur Trockene eingeengt. Das Bepird mit Ligand und CuS©(beide
500 uM), Natriumascorbat (30 Aquivalente) und Déewgd (500 pM) in einem leicht
basischen Puffer (50 mM NaPQO, pH 8.0) undtert-Butanol/Wasser (1:1.5) in einem
Volumen von 20 pL aufgenommen. Der komplette Reaktinsatz wird durcRP-HPLC
analysiert. Das Dansyl-markierte Produkt sollte Vfargleich zum alkylierten Edukt bei
groReren Retentionszeiten eluieren. Die Ansatzgemeauch nach mehreren Wiederholungen

und Variationen der Kupfer- und Ascorbatkonzentragn sowie detert-Butanol-Anteils kein
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neues Signal. AuRerdem fallt das Peptid oft faantjtativ aus, so dass kaum Signale detektiert
werden kénnen. Mit-Prolin wurde eine Verbindung gefunden, die sehrvgasserloslich ist
und als Ligand fur die Click-Reaktion fungieren kai€Chanet al, 2004). Die Reaktion kann
jetzt ohne Zusatz organischer LOsungsmittel durthge werden. Zusatzlich wird die
Konzentration an Alkin durch das Vereinigen mehrenedifizierter Peptidfraktionen auf ca.
125 uM gesteigert. Fur die Reaktion in Wasser naisswassserlésliches Reporterazid das

schlecht I6sliche Dansylazid ersetzen.

i i
HN “NH HHN NHH
«al (10
) He1 "H  DMSO H
—p N N
3 o) (6]
(6]
Azid-PEG-Aminlinker Biotin-NHS-Ester Biotinazid

Schema 12: Synthese von Biotinazid aus einem Azid-Amin-Linker und einem Biotin-NHS-Ester.

Deshalb wird, auch in Hinblick auf die spatere Andeng an Proteinen, Biotinazid
synthetisiert (Schema 12), welches durch einen RE®BH wasserloslich sein soll. Dieses soll
jetzt fur die Markierung des Alkin-modifizierten ptels mit Hilfe der Click-Reaktion

eingesetzt werderschema 13.

0
HNJLNH
e @ H-|| 1mH
N +  Nenen §
@ ARTKQTAR-N M. | - STGGKA N=N —\*\o’\l\/ S
H 3 0
Alkin-modifiziertes Peptid Biotinazid
HNV\\//
b 0
@»— ARTKQTAR-N N — STGGKA o
H N

CU(') HN" 'NH
Prolin =Ny HT]/\/\iz—ﬁ--H
-_—— N N
30°C, iiN. HN\/\\)Q/ \*\043/ I s

markiertes Peptid

Schema 13: Markierung des Alkin-modifizierten Peptids mit Biotin durch die Click-Reaktion

Nach Durchfuhrung der Click-Reaktion mit diesen impgrten Parametern zeigt sich im
analytischen HPLC-Lauf ein neues Signal bei 29 (Albildung 27).
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Abbildung 27 : HPLC-Analyse der Click-Reaktion mit Biotinazid am Alkin-modifizierten Peptid. Das

Produkt eluiert bei 29 min. Der Reaktionsumsatz betragt ca. 30%.

Das Signal bei 29 min wird durch LC-ESI TOF MS as&rt. Gefunden werden die Signale
fir [M] 2" = 1214.109 (ber. = 1214.107) und [M] = 809.749 (ber. =809.740 ), was bestatigt
das Biotinazid mit dem Alkin-markierten Peptid reaghat (Abbildung 28).
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Abbildung 28 : LC-ESI TOF Massenspektrum (EIC) des Uber Click-Chemie biotinylierten Peptids.
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3.6.2Biotinylierung von Histon H3 durch zweistufige Modifikation

Nach erfolgreichem Abschluss der Testreaktionen RBaptid soll das Modifikations-
Markierungs-System jetzt auf ganze Proteine angdetewerden. Zunachst wird Histon H3,
das natdrliche Substrat von Dim-5, gewdahlt. Ganzeeihe konnen nicht mehr Gber HPLC
analysiert werden, so dass ein neues Detektiorsveri entwickelt werden muss. Als
Reporter soll auch hier statt des Dansyl-Fluoroptiotin eingesetzt werden, da dieses mit
Peroxidase-gekuppeltem Avidin in Western-Blots ssénsitiv detektiert werden kann. Da
Substratproteine in Zellen in viel geringeren Kameationen als im artifiziellen System mit
50 uM Peptid vorliegen, wurde die Substratkonzdiotnaauf 6.5 uM, also fast ein Zehntel,
gesenkt. Das Enzym Dim-5 wird zunachst wieder stiohtrisch zum Protein-Substrat
eingesetzt. Im Western-Blot zeigt sich ein starkegnal in der Spur der Modifikations-
Markierungs-Reaktion (Abbildung 29). Das Signalih@ét sich ungefahr auf Hohe der 15
kDa-Markerbande, was dem Molekulargewicht des Hi$i8 mit 15.2 kDa gut entspricht. Die
Biotinmarkierung kénnte die Migration im Gel etwaseinflussen. Die schwéachere Bande bei
ca. 30 kDa entspricht dimerisiertem Histon, welcaesh biotinyliert wurde. Histon H3 besitzt
zwei interne Cystein-Reste, die zu einer Dimerisigr durch Disulfidbildung neigen
(Produktinformation von New EnglandBiolabs). Die schwache Bande mit einem
Molekulargewicht von ca. 60 kDa kann der Dim-5 zugeet werden. Diese Bande ist auch in
der Kontrolle ohne Substrat zu sehen. Offensidhticodifiziert das Enzym sich selbst.
Wabhrscheinlich bindet das Cofaktor-Analogon im ‘i Zentrum auch in einer
Konformation, die eine Ubertragung der Seitenkattedas Substrat nicht zulasst, wohl aber
den Angriff eines Nukleophils im oder in Nachbawsithdes aktiven Zentrums ermdglicht.
Dieser Effekt konnte auch nur durch dd®-Epimer bedingt sein. Dies kdnnte auch die
Ursache sein, warum durch Nachlegen von AdoEnilden Reaktionen mit dem Testpeptid
keine deutliche Umsatzsteigerung erzielt werdennt@nDie Selbstmodifikation kdnnte zu
einer Inaktivierung der Dim-5 fiihren. Die andereonkollreaktionen ohne AdoEnIn und ohne

Dim-5 zeigen kein Signal, was die Spezifitdt dackcReaktion bestatigt.
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Abbildung 29 : Western-Blot des biotinylierten Histon H3 nach Modifikation mit Dim-5 und AdoEnIn
Cofaktor sowie Click-Reaktion. Die Detektion erfolgt mit Peroxidase-gekuppeltem Avidin. Sichtbar sind
die Banden von biotinyliertem Histon H3 (bei 15 kDa), biotinyliertem Histon-Dimer (bei 30 kDa) und ein
geringes Hintergrundsignal von Dim-5 (bei 60 kDa) durch Selbstmodifikation.

Mit dem Volllangen-Protein scheint das Enzym aktize sein als mit dem Peptid. Auch bei
katalytischen Verhaltnissen von Enzym zu Histonud® 1:10 kann im Biotin-Blot noch ein
Signal detektiert werden. Der yKWert flr das natirliche Substrat ist wahrschemlic
wesentlich geringer als fur das Testpeptid, wabesseren Umsatzen fihren sollte. Allerdings
ist die Detektion durch den Western-Blot auch gevesials der Nachweis mitteRP-HPLC,

da durch die Peroxidase-Reaktion eine Signalarkatibn stattfindet.

3.7 Konstruktion, Reinigung und Aktivitat der Variante M.Sssl-H3-Tag

3.7.1 Methylierung des H3-Tags mit Dim-5

Die Dim-5 katalysierte Ubertragung der Alkin-Sekette und die anschlieRende Markierung
durch Click-Chemie sollte als Modifikations-Markigigs-System flr beliebige Proteine, die
mit einem kurzem Histon-Tag versehen sind, getasegtien. Dazu wird die DNA-MTase
M.Sssl als Fusionsprotein exprimiert, welches Nrfiaal die Aminosauren 1-16 der Histon
H3-Sequenz tragt. Gereinigt wird das Protein Uleere C-Terminal lokalisierten His-Tag.
Wie in der Dissertation von A. Monami 2007 besdbeie, soll auch diese M.Sssl-Variante in
einem weiteren Reinigungsschritt durch  Kationerthas-Chromatographie  von
Fremdproteinen befreit werden. Durch den basisdtiston-Anteil ist die Bindung an das

Kationenaustauschermaterial aber so stark, dasBrdésin nicht mehr eluiert werden konnte.
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Deshalb wurden die Waschbedingungen fur die HisAifigitatschromatographie optimiert.
Mit diesem verbesserten Protokoll konnte das Etet Nickelsaule als Substrat genutzt
werden. Zur Uberpriifung ob der Histon-Tag an M.Sssi Dim-5 als Substrat genutzt
werden kann, oder vielleicht konformationsbedingth zuganglich ist, wird zunéachst mit
dem natirlichen Cofaktor AdoMet methyliert. Die p¥ert Optima fir Dim-5 und MSssl
liegen mit 9.8 und 7.9 weit auseinander. Die Reaktwird zunachst bei optimalen
Bedingungen fur M.Sssl (pH 7.9) durchgefiihrt. Dge&nzym neigt unter nicht optimalen
Bedingungen zum Denaturieren, und Dim-5 hat, wieadioaktiven Assay gezeigt, bei pH 8
noch ausreichend Aktivitat. Da Dim-5 Uberwiegendnbthyl-K9 produziert, soll methylierte
M.Sssl-H3-Tag im Western-Blot mit dem Anti-Trimetiy3K9 Antikdrper detektiert werden
(Abbildung 30).
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&
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<«
10kDa —

Abbildung 30 : Methylierung von Histon H3 und dem Histon-Tag an M.Sssl durch Dim-5. Die
Detektion der methylierten Substrate erfolgt mit dem Anti-H3K9-Trimethyl Antikdrper im Western-Blot.
A: Reaktion mit AdoMet; B: Kontrolle ohne AdoMet.

Als Positivkontrolle wird die Reaktion mit Histon 3Hals Substrat durchgefiihrt. Das
methylierte Histonprotein (Bande bei 15 kDa) unth seethyliertes Dimer (Bande bei 35
kDa) geben ein deutliches Signal mit dem Antikorprerder Reaktion mit MSssl-H3-Tag ist
auf Hohe der 55 kDa-Markerbande, welche der beetennGrof3e von MSssl-H3-Tag mit 51
kDa gut entspricht, ebenfalls ein starkes Sigrditbar. Dim-5 kann also den Histon-Teil im
Fusionsprotein erkennen, ihn als Substrat nutzeth wie in der natlrlichen Reaktion

Trimethyl-K9 produzieren. Teil B des Western-Blatsgt, dass in Kontrollen ohne AdoMet,
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keine Signale entstehen. Die Enzympraparationash aso frei von AdoMet und die Signale

beruhen nur auf der enzymatischen Aktivitat von immit ihren Substraten.

3.7.2Markierung von M.Sssl-H3-Tag mit AdoEnIn und anschiel3ende Biotinylierung
durch die Click-Reaktion

Nun soll das M.Sssl-H3-Tag Konstrukt durch Dim-5duidoEnin modifiziert und
anschlielend durch Click-Reaktion biotinyliert wemd Der Reaktionsansatz wird wie oben
bei pH 7.9 durchgefiihrt und das biotinylierte Piddsoll im Western-Blot durch Avidin-
Peroxidase detektiert werden. Allerdings konnten Hiumtergrundsignale detektiert werden,
die alle von der Selbstmodifikation mit AdoEninrataen. In den Kontrollen mit Dim-5 und
AdoEnIn sowie M.Sssl-H3-Tag und AdoEnIn sind digridile der Proteine genauso stark wie
in dem eigentlichen Markierungsansatz. Da M.Sssthagine MTase ist, kann sie
wahrscheinlich das AdoMet-Analogon binden, so dassim aktiven Zentrum zu dieser
Nebenreaktion kommen konnte. Daher eignet sich Rli@-5 in Kombination mit dem
Cofaktor-Analogon AdoEnIn eher schlecht als modfiendes Enzym. M.Sssl-H3-Tag
eignet sich fur die Markierung durch AdoEnIn ebemsoig. Die Methode sollte dazu dienen,
M.Sssl Uber die Click-Reaktion mit Azid-modifiziert ODNs zu verkntpfen. Bei diesem
Ausmald an Selbstmodifikation kann aber keine sigsebié Markierung erfolgen. Man kénnte
das aktive Zentrum durch Binden von AdoHcy vor wzsfischen Reaktionen mit AdoEnIn

schitzen, um dann den Histon-Teil mit Dim-5 zu mexdn.

Allerdings sollte AdoHcy auch Dim-5 inhibieren, salass mit geringfligigen
Umsatzgeschwindigkeiten zu rechnen ist. Die Effizieler Markierung sollte an anderen

Fusionsproteinen, die den Cofaktor AdoEnIn nichtden kdnnen, Uberprft werden.

3.8 Markierung eukaryotischer Zielproteine mit AdoEnIn durch endogene
MTase-Aktivitat und anschliel3endert Biotinylierung

Das jetzt in dieser Arbeit entwickelte Modifikat®Markierungssystem fir Proteine soll

auch zum Isolieren und Identifizieren neuer Niclgtbh Substrate eukaryotischer

(vorzugsweise humaner) Protein-MTasen in Zelllysagenutzt werden. Durch das Zwei-

Stufen Markierungssystem konnen Proteine, die $atestvon MTasen sind, mit einem

Affinitatsmarker versehen werden. Sie kdnnen miteHion magnetischen Affinitatspartikeln
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isoliert werden, durch denaturierende SDS-Polyaanidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und
mit Massenspektrometrie identifiziert werden. VidRrotein-MTasen sind im Zellkern
lokalisiert, wo sie zur Regulation der Genexprasdithromatin-Modifikationen ausfuhren.
Bekannte Substrate sind Histone und Bestandtese Tdanskriptionsapparates. Die Suche
nach neuen MTase-Zielproteinen neben den Histooksish daher zunachst auch auf dieses
Zellkompartimente beschranken. Dazu sollen LysageZellkulturen hergestellt werden, die
mit der entsprechenden Protein-MTase transfiziestden sind. In ersten Experimenten
werden oben beschriebene Markierungen aber zuerkeinextrakten aus eukaryotischen
Zellen durchgefuhrt, in denen keine MTase Uberexignt wurde, sondern nur die
intrinsische Aktivitat aller endogen vorhandeneat®in-MTasen genutzt wird.

Nachweis von Biotin-markierten Proteinen aus Zetk#ten mittels Western-Blot

Der Kernextrakt wird aus humanen embryonalen Nizken (HEK293-T) hergestellt. Ein
notwendiger Schritt bei der Préparation des Exésldt die Durchfiihrung einer Dialyse oder
Ultrafiltration, wodurch kleine Molekule abgetremnwerden. So kann die Konzentration an
endogenem AdoMet, welches als natirlicher Cofaklter Reaktion mit dem synthetischen
Cofaktor AdoEnIn unterdricken wirde, deutlich raduzwerden. Man kann nicht sicher
davon ausgehen, dass der Extrakt ausreichend igianMarkierung enthélt, da diese beim
Ultrafiltrationsschritt wahrend der Préparationlgsgn gegangen sein konnten. Eine Probe
Kernextrakt wird deshalb au3er mit AdoEnIn zusélzinit Histon H3 als Substrat versetzt.
Wenn der synthetische Cofaktor von Enzymen genueaden kann, sollte zumindest das
zugesetzte Histon H3 markiert werden. Ein weitéesatz wird ohne zuséatzliches Histon
durchgefiihrt. Die Reaktionszeit fir die Modifikatidetragt 5 h. Die Ubertragungsreaktion
lauft wegen der im Gegensatz zu den Versuchen endiggten Enzymen vergleichsweise
geringen Konzentrationen an Enzymen und Substraggnscheinlich sehr langsam ab. Die
Click-Reaktion zur Biotinylierung der Alkin-modifierten Proteine wird Uber Nacht
durchgefuhrt. Die markierten Proteine sollen im WesBlot nach Reaktion mit Avidin-
Peroxidase sichtbar werden. Die Abbildung 31 zdigt entstandenen Signale im Western
Blot.

Die Signale entstehen nur in den Proben, in depemld zelleigene MTasen (Extrakt) und
AdoEnIn vorhanden sind. Am deutlichsten treten zB&nden auf Hohe von 15 kDa hervor.
Dem Molekulargewicht nach kann es sich hierbei ustdtie handeln. Kurz darunter befindet
sich ein weiteres deutliches Signal. In dem Bergmh 25 kDa — 100 kDa sind Verfarbungen

erkennbar, aber es treten keine klaren Banden hervo
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Abbildung 31 : Western-Blot der Reaktionen von Kernextrakt aus HEK 293-T Zellen mit AdoEnIn mit
bzw. ohne Histon H3 sowie Kontrollen nach der Click-Reaktion mit Biotinazid. Die biotinylierten

Proteine werden mit Peroxidase-gekuppelten Avidin detektiert.

Durch die lange Reaktionszeit der Click-Reaktiarmiahrscheinlich ein Grof3teil des Cu(l) zu
Cu (Il) reoxidiert worden. Dieses komplexiert Amgrappen und Peptidbindungen, was zu
diffusen Banden im SDS-Gel fuhren kann. Auch daskst Signal im hochmolekularen
Bereich bei Gber 130 kDa, welches in den Ansatzérund ohne zusatzlichem Histon H3
auftritt, kann von stark denaturierten Proteinkagmph stammen, die trotz des starken
Erhitzens der Proben mit SDS vor der Elektrophonéslet mehr getrennt werden und deshalb
kaum in das Gel einlaufen. Im Vergleich zeigt sidass in Ansatzen mit zugesetztem Histon
H3 intensivere Signale auftreten als in Ansatzandenen ausschliel3lich endogenes Histon
H3 zur Verfugung steht. In Versuchen mit Dim-5 warcbeobachtet, dass bei
stéchiometrischen Konzentrationen von Enzym unds8abbei einer Gesamtproteinmenge
von einigen Mikrogramm in 20 pl ein starker Nieadtag auftritt. Die Gesamtmenge an
Protein in den Kernextrakt-Proben betragt im glerchVolumen mit 50 pg ungefahr das
zehnfache. Die Bindung des zusatzlich eingese@tdastrates verteilt sich zwar auf mehrere
Protein-MTasen, trotzdem koénnten hier &hnlich gtdBkndungseffekte auftreten welche die

Bildung von Proteinaggregaten begunstigen.
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Auffallend ist, dass die beiden oberen Banden BekDa die gleiche Starke aufweisen, und
nicht nur die oberste dieser Banden, die HistoneH&pricht, ein starkes Signal zeigt. Die
korrespondierenden Banden in dem Ansatz ohne zigbétz Histon sind ahnlich stark, nur
insgesamt weniger intensiv. In dem Molekulargevabkteich der Histone sind drei Banden
auszumachen. Alle vier Histone (H2A, H2B, H3 und )H4veisen potentielle

Methylierungspositionen auf (Freitas al, 2004; Peterson & Laniel, 2004), wobei H3 und
H4 das hochste Methylierungspotential besitzen (gter & Kouzarides, 2005). Die beiden
Histone H2A und H2B weisen mit 13.99 kDa und 13.K®a sehr ahnliche

Molekulargewichte auf, und werden daher in der SI&E wahrscheinlich nicht getrennt.
Zur genaueren Charakterisierung der unteren Bamwiterein Western-Blot mit einem Histon

H4-spezifischen Antikdrper durchgefuhrt. Die Duiginfung eines weiteren anti-H4

Immunoblots wirde eine Identifikation nicht zwingegewahrleisten, da es von Blot zu Blot
Abweichungen in Bezug auf die Auftrennung und Lagees bestimmten Proteins kommen
kann. Um solche Abweichungen auszuschlie3en, wedReaktion mit derselben Membran
durchgefuhrt, auf der schon die in Abbildung 31leaygten Signale detektiert wurden. Zuvor
muss allerdings die Peroxidaseaktivitdit des zureR®n verwendeten Peroxidase-

gekuppelten Avidin inaktiviert werden. Die Peroxgdaktivitat wird durch Behandlung mit

Wasserstoffperoxid inaktiviert, was jedoch nichlistindig gelingt.
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Abbildung 32: Detektion des Western-Blots mit einem Histon H4-spezifischen Antikdrper nach
Wasserstoffperoxid-Behandlung der Membran. In den Spuren mit Kernextrakt und Histon H3 bzw.
Kernextrakt ohne zugesetztem H3 entsteht jeweils ein neues Signal (roter Pfeil), welches die Lage von

Histon H4 anzeigt.

Die gleichen Signale, die auch nach der ersten tReakichtbar waren, erscheinen auch hier
wieder, da die Peroxidaseaktivitat nicht vollstgndiaktiviert wurde (Abbildung 32). Es
entstehen aber in den Spuren, in denen bei danesttektion keine Reaktion stattgefunden
hat, neue Signale. Dieses sind die Spuren, in ddigeReaktion von Kernextrakt mit Histon
H3 sowie nur der Kernextrakt aber ohne AdoEnIn etnfggen sind. Die Signale, die die Lage
von Histon H4 anzeigen, sind auf Laufhohe der istegr Detektionsschritt entwickelten
untersten Bande. AuRerdem fehlt diese Bande irKdatrolle ohne Kernextrakt in der sich
nur Histon H3 befindet. Somit kann man davon ausgebass die unterste Bande Histon H4
ist.

Wie oben erwéhnt, sind die Reaktionszeiten fur Mkaion und Markierung sehr lang
gewahlt, um festzustellen zu kénnen, ob Uberhaum@ Beaktion stattfindet. Da aber sehr
starke Signale entstehen, und die Detektionszeitdié Peroxidasereaktion unter einer
Sekunde liegen, kann die Reaktionsdauer verkuratere Hierdurch soll vermieden werden,
dass die Proteine denaturieren und sich unloskaimaplexe bilden, indem das katalytische
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Cu(l) reduziert gehalten wird. Es lasst darauf éioffdass sich der diffus gefarbte Bereich ab
25 kDa auflést, und einzelne Banden sichtbar werd®er Versuch, diesen Bereich in
niederprozentiger SDS-PAGE aufzulésen, war nicfaigreich. Die oben gezeigte Reaktion
wird wiederholt, mit dem Unterschied, dass Modifigkas- und Click-Reaktion jeweils nur
eine Stunde lang durchgefuhrt werden. Auch diessafme werden durch denaturierende
PAGE und anschlieenden Western-Blot mit AvidineR&tase-Farbung analysiert
(Abbildung 33).

Extrakt +

+
AdoEnIn + + + — —
Histon H3 — + + + +

130kDa —
100 kDa—
J0kDa—
55 kDa- —
45 kDa—

35 kDa-—

25kDa—
15 kDa- —

10kDa-—

Abbildung 33: Western-Blot der Reaktion von Kernextrakt mit Aahdn ohne und mit
Histon H3 und Kontrollen. In allen Proben wurde @ikck-Reaktion durchgefihrt. Farbung

mit Avidin-Peroxidase.

Zwar sind die Signale der Histone hier schwachieer am hoher molekularen Bereich sind
jetzt in den Proben mit als auch ohne zugesetztestotH3 diskrete Banden zu erkennen.
Genauso wie vorher sind die Signale in der Reaktidreusatzlichem Histon starker. In den
Kontrollen sind diese Banden nicht vorhanden. Dexsdche mit Dim-5 haben eine starke
unspezifische Selbstmodifikation des Enzyms gezé&ig Signale kdnnten also auch von
unspezifisch selbstmarkierten MTasen stammen. Bk \numane MTasen ein sehr hohes
Molekulargewicht aufweisen, handelt es sich bei bem erhaltenen Signalen, die sich im
Bereich zwischen 25 kDa und 130 kDa befinden, wateislich eher um Substrate der
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MTasen. Die Kontrollreaktion mit Histon H3 und AddB zeigt allerdings ein schwaches
Hintergrundsignal, was auf eine langere Detektieitam Vergleich mit den Experimenten
mit den gereinigten Protein-MTase Dim-5 zurtickzudimhist .

Isolierung von Biotin-markierten Proteinen aus Kettnakten mittels magnetischer,

Streptavidin-beschichteter Partikel

Die Untersuchung der Kernextraktproben im Westdot-Biat gezeigt, dass intrinsische
MTase(n) eine hohe Aktivitat mit AdoEnin aufweisend die Click-Reaktion auch in diesem
komplexen Proteingemisch selektive Markierung geieiiet. Signale in den Bereichen von
10 — 15 kDa konnten markierten Histonen zugeordmetden. Durch Optimierung der
Reaktionsbedingungen konnte das Denaturieren vasteiRen und die Bildung von
Aggregaten weitgehend verhindert werden. Dabeiltetalich heraus, das auch in den
Bereichen hoherer Molekulargewichte Proteine markierden und als getrennte Signale
detektiert werden konnten. Um genau bestimmen zwinéd um welche Proteine es sich
handelt, sollen sie massenspektrometrisch analysenden. Dazu mussen biotinylierte von
nicht-markierten Proteinen getrennt werden. Didk re@ magnetischen Partikeln erfolgen,
die mit Streptavidin beschichtet sind. Biotinylei$ubstrate binden tber Streptavidin an die
Partikel und kdnnen mit einem Magneten vom restiicleExtrakt getrennt werden. Durch
Erhitzen mit SDS wird die Biotin-Streptavidin Binay gelodst, und die gebundenen Proteine
kénnen im SDS-Gel analysiert werden. In Abbildung i8t ein Beispiel abgebildet. Die
Kernextrakt-Proben vor der Abtrennung der markreeoteine (0.5% der Ansatze) zeigen,

dass in allen Reaktionen die gleiche Proteinmenggesetzt wurde.
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Abbildung 34 : SDS-PAGE der Kernextraktproben vor und nach der Trennung mit magnetischen

Streptavidin - beschichteten Partikeln. Die Proteine wurden durch Silberfarbung sichtbar gemacht.

In den Proben der mit den magnetischen Partiketliersen Proteine sieht man im
Molekulargewichtsbereich um 13 kDa starke Banderes® stammen von Streptavidin-
Monomeren, die sich beim Erhitzen der Proben vom Bartikeln gelést haben. Darunter
kénnten mogliche Banden isolierter Histone verdeddin, da sie ein dahnliches
Molekulargewicht aufweisen. Dieser Kernextraktnath einem anderen Reinigungsprotokoll
hergestellt worden als derjenige, mit dem die Pndiie die Western-Blots hergestellt worden
sind (siehe 6.4.15). In dieser Praparation konnexl geringere Mengen an Histonen
vorhanden sein als in der vorhergehenden Prapardiiamit konnte die Konzentration an
markierten und isolierten Histonen konnte so gersgjn, dass die Detektionsgrenze
unterschritten wird. Die isolierten Proteine aus Reaktion von Kernextrakt mit AdoEnIn
ahneln im Bandenmuster der entsprechenden ReakitdDetektion durch Western-Blot und
einzelne Banden sind deutlich voneinander getrerkgnnbar. In der Kontrolle mit AdoMet

ist vor der Modifikationsreaktion mit AdoEnIn eildethylierung durchgefiihrt worden, so
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dass Zielpositionen von MTasen mit Methylgruppegesittigt sind und die Seitenkette des
synthetischen Cofaktors nicht mehr Ubertragen weikdmn. In dieser Probe werden keine
Proteine isoliert. Die Kontrolle mit Kernextrakt extbohne AdoEnIn zeigt die Banden von
Proteinen, die in der Zelle auf natirlichem Wedihidiert werden. Das diese Banden in der
AdoMet-Kontrolle nicht sichtbar werden liegt daradass in dieser Spur weniger
Gesamtprotein aufgetragen ist. Das ist daran zeneen, dass die Streptavidin-Bande etwas
weniger intensiv ist als in den anderen beiden &pur

Alle Proteinbanden in der Spur der Kernextrakt-Kolidé ohne AdoEnIn finden sich auch in
der eigentlichen Reaktion wieder. Alle tGbrigen Bnobanden treten aber in keiner der beiden
Kontrollen auf. Diese sind somit spezifisch maradproteine. Die isolierten Proteine waren
somit entweder Substrate von Protein-MTasen in detle, oder MTasen selbst
(Selbstmodifikation).

Ein weiterer Markierungs-Anatz wird analog mit Kexirakt und AdoEnIn hergestellt. Eine
Halfte der markierten Proteine wird an die maguebes Streptavidin-Partikel gebunden zur
massenspektrometrischen Analyse geschickt. Dierandéglfte der markierten Proteine wird
durch Erhitzen von den Partikeln gel6st, durch SIM&E aufgetrennt und einzelne Banden
aus dem Gel ausgeschnitten. Diese sollen ebengelanilassespektrometrie untersucht
werden. Beide Proben werden vor der Analyse trgptisagmentiert. Die ausgeschnittenen
Gelbanden enthalten zu wenig Protein so dass leerekProteinfragmente identifiziert
werden konnen. In der Probe, die direkt von dertikgdm eluiert und gemessen wurde,
werden Peptide von 300 verschiedenen Proteinemétfiche Treffer identifiziert. Diese
Menge an Substraten erscheint durchaus mdagliclené¢anan die grofde Anzahl an MTasen
in eukaryotischen Zellen. Allerdings ist es erstamim dass alle diese Substrate so stark
markiert werden, dass sie Uber der Nachweisgraegen. Sortiert man die Proteine aus, die
nur anhand eines Peptid-fragmentes identifizierrden, sowie alle Keratine, die von
Verunreinigungen bei der Praparation der Probemrsin, bleiben noch 108 Proteine ubrig
(Abbildung 35).
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Abbildung 35 : Klassifizierung der massenspektrometrisch identifizierten Proteine nach ihrer
molekularen Funktion. Das Kuchendiagramm zeigt den jeweiligen Anteil der Proteine an der ihnen
zugeordneten Funktion. Die groBe Gruppe der Nukleinsaure-bindenden Proteine und die
Transkriptionsfaktoren sind anhand ihrer zellularen Funktion besonders wahrscheinliche Substrate von

Protein-MTasen.

Unter den isolierten Proteinen befinden sich Hid#@A, H2B und H4. Histon H3 wird nicht
gefunden, was daran liegen kann, dass gerade Hissan-Fragmente schlecht ionisierbar
sind und nicht detektiert werden kénnen (Dr. Noftlhpersonliche Mitteilung). Ein hoher
Anteil der identifizierten Proteine sind Transkigptsfaktoren, Ribonukleoproteine, sowie
weitere RNA und mRNA bindende Proteine (unter dgtogkelett-Proteinen), welche an der
Transkription und Translation beteiligt sind. Bestieile derHigh-Mobility Group wurden
identifiziert, die an dynamischen Chromatin-Umlageyen beteiligt sind. Es scheint

wahrscheinlich, dass diese Proteine wirkliche Sabestsein konnen, da sie direkt an der
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Regulation der Genexpression durch vielfaltige Fomen beteiligt sind. Besonders
interessant ist, dass nur eine MTase gefunden (@edin-Hydroxymethyltransferase). Die
Selbstmodifikation, wie sie bei Dim-5 beobachtetdyscheint hier nicht stark ausgepragt zu
sein. Da allerdings auch nicht-markierte Proteimelen Partikeln haften kdnnen, muss dieser
unspezifische Hintergrund durch Vermessen zusétliKkontrollen naher bestimmt werden.
Prinzipiell ist der Ansatz, markierte Substrate V@rotein-MTasen aus Zellextrakten zu
isolieren, und sie sogar zu identifizieren, erfelgh. Die massenspektrometrische Analyse
markierter Proteine aus humanem Zellextrakt ergiibige sehr wahrscheinliche Treffer. Die
gefundenen Substrate lassen sich noch nicht bestimiTasen zuordnen, da in den
verwendeten Extrakten keine MTase Uberexprimiertdeiu Das Auffinden spezifischer
Substrate von einzelnen Enzymen soll in weiterersMehen verstarkt untersucht werden.
Konstruktion, Reinigung und Aktivitat der C-Termiea Variante von MLL-4

Mit dem Modifikations-Markierungssystem sollen rtialur beliebige Fusionsproteine mit
einem Histon-Tag markiert, sondern auch neue Satlestron Protein-MTasen isoliert und
identifiziert werden. Protein-MTasen kommen in aykéischen Zellen oft in Komplexen mit
anderen Proteinen vor. In einem solchen Komplexerai ASH2L1-Komplex (im Weiteren:
ASH), wurde MTAse-Aktivitat gefunden (Schuchlau2Q05; Guccioneet al, 2007). Die
verantwortliche humane Protein-MTase ist MLL4 (jetKMTD2). Mittels radioaktiv
markiertem AdoMet wurde K4 von Histon H3 als Sulsstdentifiziert. MLL4 besitzt, wie
Dim-5, eine C-Terminale SET Domane, welche dasvaekfientrum fur die MTase-Aktivitat
enthélt. Da MLL als Proto-Onkogen an der Entstehuog Leukamien beteiligt ist, ist die
Erforschung potentieller neuer Substrate und lktenaen mit anderen Proteinen von grol3em
Interesse. Das Enzym soll rekombinant exprimiertl dninsichtlich seiner Aktivitat mit
AdoEnIn untersucht werden. Wenn die Alkin-Seiteti&ketes Cofaktors auf das naturliche
Histon-Substrat Ubertragen werden kann, sollen mschluss komplexere Proteingemische
mit MLL und AdoEnIn versetzt, und so modifizierteoRine mit der Click-Reaktion
biotinyliert und anschliel3end isoliert werden. [@ekdnnten neue Substrate fur MLL4
darstellen.

MLL4 ist mit einem Molekulargewicht von 293.3 kDa grol3, um rekombinant i&.coli
exprimiert zu werden. Daher wird nur der C-termend@kil, der die SET-Domane beinhaltet,
ab der Taspase-Schnittstelle bei Aminosaure 20&didit (MLL-C). Expressionsvektoren fir
E.coli und eukaryotische Zellen werden parallel hergiestalis einem gemeinsamentry-

Klon werden dazu mit Hilfe des Gateway-Klonierunggsems zwei Expressionsvektoren
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generiert, einer mit N-terminalem GST-T&g die Expression irk.coli und einer mit N-

terminalem HA-Tag fur die Expression in humanerietel

3.8.1 Expressionsversuche in E.coli

Zuerst soll die Expression in E.coli untersucht deer. Hier konnen die Zellen unter
geringerem Aufwand kultiviert werden und es konnitémere Expressionsausbeuten erzielt
werden. Zwar ist MLL nur im Komplex mit wenigstemsei anderen Proteinen (WDRS5,
RbBP5) aktiv, aber aus Bakterien gewonnenes Enzgmm knach der Reinigung einem
humanen Zelllysat zugesetzt werden, um eine hoh€oazentration an MLL zur
Substratmarkierung zu erhalten. Im Lysat konntenndaktive Proteinkomplexe mit den
intrinsischen Untereinheiten gebildet werden. DaST@GALL-C Konstrukt hat ein
Molekulargewicht von ca. 100 kDa. Nach der Transfation und Induktion inE.coli
Rosetta-Zellen ist im SDS-Gel des Zelllysats keadpatliche Expressionsbande sichtbar. Die
Expression des Enzyms konnte durch sein Molekueicdeg, welches bek.coli limitierend
sein kann, gering ausfallen. Auch nach einer GhudatAffinitatschromatographie ist die
gewilnschte Proteinbande nicht deutlicher zu erkemnel im Western-Blot mit einem GST-
spezifischen Antikérper kann das gewtlnschte Pratght eindeutig identifiziert werden.
Das erhaltene Proteingemisch wird mit AdoMet undtéh H3 auf MTase-Aktivitat getestet.
Der Methylierungsstatus soll im Western-Blot mit t&kdrpern gegen mono-, di- und
trimethyliertem H3K4 detektiert werden, doch mitiden der Antikérper kann eine
Methylierung nachgewiesen werden. Auch ein Markigatest mit AdoEnIn und Biotinazid
verlauft negativ. In einem weiteren Versuch wirdg dxoteingemisch mit humanem Zelllysat

versetzt. Auch hier kann keine Aktivitat festgesteerden.

3.8.2 Expression und Lokalisation von MLL-C in humanen Zdlen

MLL-C soll daraufhin in humanen Zellkulturen exprert werden. Dazu werden HEK 293-T
Zellen mit dem HA-MLL-C Konstrukt transfiziert. Irdelllysat kann das Protein mit einem
HA-Antikérper nachgewiesen werden. Das MLL-Protaeimd mittels Immunoprézipitation
mit einem HA-Antikorper aus Lysaten der ganzen&abliert. Dann soll festgestellt werden,
ob das Enzym aktiv ist und H3K4 methylieren kanie Bnsétze werden durch Western-Blot
mit den oben genannten Antikorpern analysiert. Higgtliche Bande entsteht in der Reaktion
mit dem Trimethyl-H3K4-Antikorper auf Laufhdhe vétiston H3. Mit dem Mono- und dem
Dimethyl-H3K4-Antikdrper entstehen nur Hintergruiggsle (Abbildung 36).
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ML + + + + + +
Adohet + + +
Histon H3 + + + + o+ o+ + + +
3 kDa —
25kDa —
15 kDa — -
10 kDa —
Anti-mono- Anti-dimethyl-iK4 Anti-trimethyl-K4
methyl-K4

Abbildung 36 : Western-Blot der Methylierung von Histon H3 mit immunoprazipitiertem MLL und
AdoMet. Das starkste Signal entsteht in der Reaktion mit dem Trimethyl-H43K4-Antikorper. Die
Reaktionen wurden als Triplikate angefertigt und mit Mono-,Di- und Trimethyl-H3K4-Antikérpern

mittels einer Peroxidase-Reaktion detektiert.

MLL-C zeigt deutliche Aktivitat mit dem natirliche®ubstrat Histon H3 und liefert
methyliertes K4. Der Umstand, dass der TrimethykBAntikbrper das starkste Signal
liefert, deutet darauf hin, dass nicht nur die Komgnten fir Substratbindung und Stabilitat
des Komplexes (WDR5, RbBP5), sondern auch ASHafRgm Mal3 in den Zellen vorhanden
sein mussen. ASH ist als ein Modulator beschrielierdessen Anwesenheit berwiegend
Trimethyl-K4 gebildet wird. Ohne ASH Uberwiegt dédimethylierte Produkt (Stewaret al,
2006). Trotz Uberexpression von HA-MLL-C scheinemiggend Komponenten zur Bildung
aktiver MLL-Komplexe in den Zellen vorhanden zursei

3.8.3 Nachweis der Aktivitdt von HA-MLL-C mit AdoEnIn und Histon H3

Nachdem gezeigt werden konnte, dass das rekombegmitmierte Enzym Uber MTase-
Aktivitat verfugt soll es jetzt mit dem Cofaktor-Alogon AdoEnIn getestet werden. Die
Reaktion wird mit dem immunoprazipitierten HA-MLL-@nd Histon H3 durchgefihrt.
Anschliel3end wird in allen Proben die Click-Reaktimit Biotinazid durchgefuhrt. Analog
zur Reaktion mit Dim-5 und Histon H3 soll biotilgttes Protein im Western-Blot mit
Peroxidase-gekuppeltem Avidin detektiert werden.
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MLL-IP + + + — —
AdoEnin + — + + —
HistonH3 + + — + +

-\
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25kDa
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Abbildung 37 : Aktivitdt von HA-MLL-C mit AdoEnIn und Histon H3. Die Detektion im Western-Blot

erfolgte nach Click-Reaktion mit Biotinazid durch Avidin-Peroxidase-Farbung.

Abbildung 37 zeigt in den Proben mit HA-MLL-C, Adol und Histon H3 eine deutliche
Bande bei ca. 15 kDa. In allen Kontrollen fehlt sdie Sie entspricht dem biotinyliertem
Histon H3. Das entstandene Signal kann auf enzgofagiAktivitdt des MLL-Fragmentes mit
AdoEniIn und eine Ubertragung der AdoEnIn-Seitemkeitif Histon H3 zuriickgefihrt
werden. In dem hdhermolekularen Bereich Uber 55 kbden sich weitere Signale, die
allerdings nicht als einzelne scharfe Banden aeftceHier konnte es sich um weitere
Reaktionen von HA-MLL-C mit méglichen anderen Susign handeln. Die Reinigung des
MLL-Fragmentes durch Immunpréazipitation wird in @n Puffer durchgefuhrt, der das
Isolieren von Proteinkom-plexen erlaubt. So muissén die fur die enzymatische Aktivitat
von HA-MLL-C benotigten Partner in dem Gemisch \atien sein. Auf diese kdnnten auch
mogliche MLL-gebundene Substrate aus den Zelldrersavorden sein. In der Reaktion mit

AdoEnIn kdnnten diese dann auch modifiziert undkiear worden sein.
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3.8.4 Aktivitat von MLL in einem ASH2L-Komplex

Die MTase-Aktivitat von MLL wurde in einem affiniggereinigten ASH-Komplex entdeckt
und untersucht (Schuchlautz, 2005). Es soll untétswerden, ob die Aktivitat des
naturlichen, nicht getaggten MLL-Enzyms im ASH-Kdmp ausreicht, um Histon H3 mit
AdoEnIn zu modifizieren. Die Proben werden im WastBlot untersucht (Abbildung 38).

ASH2L-Komplex + + + — —
AdoEnin + + — + —
HistonH3 + — + + +

100 kDa—

70kDa—
55 kDa—
45kDa—

35kDa—-

25 kKDa— ”

15kDa—

10kDa—

Abbildung 38 : Aktivitat des ASH-Komplexes mit AdoEnIn und Histon H3. Die Detektion im Western-
Blot erfolgte nach Click-Reaktion mit Biotinazid durch Avidin-Peroxidase-Farbung. Das duetliche
Signal in der ersten Spur bei ca, 15 kDa stammt vom biotinylierten Histon H3, welches in den
Kontrollreaktionen leichten Hintergrund zeigt. Die Bande bei ca. 30 kDa stammt aus dem ASH-

Komplex.

Zwar ist in allen Ansatzen, in denen Histon H3 amtien ist, ein Hintergrundsignal zu sehen,
das Signal in der Markierungsreaktion zeigt abergibf3te Intensitat. Wahrscheinlich ist der
Hintergrund in den Kontrollen mit Histon in diesémestern-Blot hoher als in denen mit
gereinigten Enzymen, da die Detektionsdauer hiatlidb langer war. Die Bande bei ca. 30
kDa stammt aus dem ASH-Komplex, hierbei kénnteiels s8m ein natirlich biotinyliertes

Protein handeln. Die geringe Konzentration an Mlihddem Komplex reicht aber, um das
Histon mit der EnIn-Seitenkette modifizieren zu &én. Wahrscheinlich kann ein Enzym
sogar mehrere Ubertragungsreaktionen katalysi@emit eignet sich dieser ASH-Komplex

auch zur Markierung von MLL4-Substraten mit AdoEnIn
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3.8.5 Expression und Lokalisation von HA-MLL-C

Im nachsten Schritt sollen in einem Lysat aus HER-Z Zellen, die vorher mit HA-MLL-C
transient transfiziert wurden, neben Histon H3 aacilere mdgliche Substrate markiert
werden. Aufgrund der Annahme, dass sich potentieitere Substrate von MLL4 im Kern
befinden, sollen die cytoplasmatischen, und daher aninteressanten Proteine abgetrennt,
und Kernextrakte hergestellt werden. Der Kernextrait dem exprimierten HA-MLL-C soll
mit AdoEnIn versetzt werden, mdgliche Substrate deit Enin-Seitenkette modifiziert und
durch die Click-Reaktion biotinyliert werden. Vorhsoll eine immunohistologische Farbung
zeigen, ob das rekombinante Enzym wirklich Uberemeh im Zellkern lokalisiert ist
(Abbildung 39). Dazu wird HA-MLL-C in HelLa Zellenxprimiert, und die Zellen auf
Glastragern fixiert. HA-MLL-C wird mit einem HA-spdischen Antikdrper und einem Cy3-
markierten sekundaren Antikorper sichtbar gemakElit. diesen Versuch werden statt der
sonst verwendeten HEK 293-T Zellen HelLa-Zellen bemuda sie adherénter sind und
wéahrend des Farbevorganges nicht von den Glastraggmwaschen werden. Zur
Visualisierung der Zellkerne wird die Probe zusétzlmit Hoechst 33258 gefarbt, einem
Fluoreszenzmarker, welcher in die DNA interkaliddie gefarbten Zellen werden unter

einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.
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Durchlicht

Cy3

Hoechst

Uberlagerung der
Cy3 und Hoechst
Fluoreszenz

Abbildung 39 : Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen der mit Cy3-gefarbten HA-MLL-C Proteine
(rot) und der Hoechst 33258-gefarbten DNA (blau). Die Fluoreszenzmarker wurden jeweils getrennt
bei verschiedenen Wellenlangen (545 nm und 346 nm) angeregt und die Emission aufgenommen.
Ganze Zellen wurden bei Durchlicht aufgenommen (oben). Die unterste Zeile zeigt die

Ubereinandergelegten Ausschnitte der Cy3- und Hoechst-Fluoreszenz.

Da Cy3 und Hoechst bei unterschiedlichen Wellerg@ngngeregt werden, sind die
Ausschnitte nacheinander aufgenommen worden. Dexhii-Farbung zeigt die Zellkerne in
blau, die Stellen, an denen HA-MLL in den Zellekdbsiert ist, sind rot gefarbt. Durch das
Ubereinanderlagern der beiden Fluoreszenzbilder d wideutlich, in welchem

Zellkompartiment HA-MLL-C lokalisiert ist. Uberwiemd befindet sich das Enzym im
Cytoplasma. In einigen Zellen ist das Protein atodistandig im Kern lokalisiert. Wie durch
Sequenzvergleiche festgestellt wurde, sind die Jiekalisations-Sequenzen fur den
Transport in den Kern (NLS) jeweils zweigeteilt ubdfinden sich im N-terminalen Tell

(MLL-N), vor der Taspase-Schnittstelle. Zur nukkx@iokalisation missen der N- und C-
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Terminus, wie bei MLL1 (Hsielet al, 2003), wahrscheinlich dimerisieren. Der rekombina
exprimierte C-terminale Teil misste um in den Ketngelangen mit dem endogenen N-
terminalen Teil Hetero-Dimere bilden. Man erwagksto eine Verteilung von rekombinantem
HA-MLL-C im Cytoplasma und im Kern. Der Versuch geaber, dass das Protein entweder
im Kern oder im Cytoplasma zu finden ist. In wemigéellen befindet sich HA-MLL-C in
beiden Kompartimenten. Anscheinend kann das Fragenerh ohne Dimerisierung mit dem
N-terminalen Teil in den Kern gelangen. Diese Ladalon kdnnte wegen der beobachteten
Entweder-Oder-Verteilung zellzyklisch bedingt sein.

Mit diesem Versuch wird deutlich, dass es durchrékgression von HA-MLL-C zu keiner
Anreicherung des Enzyms im Zellkern kommt. Bei Herstellung von Kernextrakten ginge
ein  Grof3teil des rekombinanten Proteins verloren d undie angestrebte

Konzentrationserhdhung von MLL zur Markierung wegteSubstrate wird nicht erreicht.

3.8.6 Versuche zur Markierung von Proteinen in humanen Kenextrakten mit
immuno-prazipitiertem HA-MLL-C

Um die Konzentration an MLL im Zelllysat erh6henkiéinnen, wird die immunoprazipitierte

HA-MLL-C Kernextrakten aus nicht-transfizierten E#l zugesetzt. Die damit erfolgende
Erh6éhung der enzymatischen Aktivitat soll eine lstée Markierung der MLL-spezifischen

Substrate bewirken, die sich von den durch intsicis2 MTase-Aktivitat markierten Proteinen
unterscheiden lassen sollen. In dem Bandenmustasal&rten Proteine lasst sich zwischen
der Probe mit bzw. ohne immunoprazipitiertem MLIldgeh kein Unterschied erkennen
(Abbildung 40).
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FProben vor 1solierte Proteine
magn Trennung nach magn. Trennung
Kernextralt + + . + +
HANLL-C IP v Maker +
Ado=nln + v DAy +

Abbildung 40 : SDS-PAGE der Kernextraktproben ohne und mit Zusatz von Ha-MLL-C IP vor und
nach der Trennung mit magnetischen Streptavidin - beschichteten Partikeln. Die Proteine wurden

durch Silberfarbung sichtbar gemacht

Durch die empfindlichere Massenspektrometrie kdmntaelleicht einzelne Proteine
identifiziert werden, die nur in der Probe mit zsgetem HA-MLL-C zu finden sind. Das
HA-MLL-C Immunoprazipitat enthalt neben dem expemen Enzym viele Proteine, von
denen die meisten wahrscheinlich unspezifisch gdén sind. Durch alternative
Reinigungsmethoden kénnte das Enzym sauberer jgépamd genauer dosiert eingesetzt
werden. Man konnte die Markierungsversuche in wamigomplexen Systemen als ganzen
Kernextrakten durchfihren, und z.B. eine Untertgglules Extraktes in einzelne Fraktionen
mit gestaffelten Molekulargewichten vornehmen. Rienigen zusatzlichen Proteinbanden,
die durch das Markieren MLL-spezifischer Substetireten, lie3en sich wahrscheinlich erst

so detektieren.

Mit dem Einsatz des AdoMet-Analogons AdoEnIn furbSwatmodifikation durch Protein-
MTasen und die bioorthogonale Biotinylierung (oddternative Markierung) kénnen die
Substrate direkt isoliert und analysiert werdemeEandere Methode, wodurch Nicht-Histon-
Substrate der Protein-MTase G9a gefunden wordefgrdert die Aufstellung eines
Spezifitatsprofiles, Sequenzvergleiche der Sulssicatenz mit Protein-Datenbanken, die

darauffolgende Herstellung von PeptidbibiliothekEignierung rekombinanter Proteine, bis
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die Substrate erstmals in zellularen Umgebungearsutht werden kénnen (Rathettal,
2008). Die Entdeckung von p53 und TAF10 als Subsiea Protein-MTase SET-9 bendtigte
auch die Klonierung und rekombinante ExpressioimgemProteine und radioaktivia vitro
Assays (Chuikowet al, 2004; Kouskoutet al, 2004). Bis jetzt konnten mit p53, TAF7 ,
TAF10 und VEGFR1 vier Nicht-Histon-Substrate vonu&n gefunden werden, die an
Lysin-Resten methyliert werden (Huang & Berger, 00Mit dem neuen Modifikations-
Markierungssystem konnten mit nur einem Klonier@xgeriment (fir die entsprechende
MTase) die Substrate aus Zelllysaten isolieren amerdNach weiterer Optimierung des
Systems konnte es audai vivo eingesetzt werden. Erstellte man eine kleine Bibék an
Cofaktor-Analoga hatte man genug Variationsbrda#ts der AdoEnIn-Cofaktor von einem
Enzym nicht genutzt werden kann. Aul3erdem erlaalst $ystem nicht nur die Markierung
von Proteinen, um sie isolieren zu kdnnen, man t&rdie Proteinsubstrate auch mit

Fluoreszenzmarkern kuppeln und mikroskopisch untéren.
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4 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Histone und davon abgekeiteeptide durch Protein-MTasen und
AdoMet-Analoga mit chemischen Gruppen modifizidrt.einer bioorthogonalen Reaktion
wurden diese anschlieRend mit einem Fluorophor Bwtin markiert. Die Anwendung
dieses zweistufigen Markierungssystems konnte wfigeseinigten Substratproteinen und
Enzymen auf Proteinkomplexe und Zellextrakte emvenverden, so dass Histone als auch

Nicht-Histonproteine durch die zelleigene Proteiitdde-Aktivitat markiert werden konnten.

4.1 Entwicklung eines Protein-Modifikations und Markier ungssystems

4.1.1 Markierung von einem Histon-Peptid und Histon H3 duch die HMTase Dim-5
Synthetische AdoMet-Analoga wurden bis jetzt nurt nDNA-MTasen fir eine
sequenzspezifische Ubertragung funktioneller Graopped Reporter auf Zielbasen in der
DNA verwendet und sollten in dieser Arbeit fur eiModifikation von Proteinen durch
Protein-MTasen eingesetzt werden. In einer nachfagn chemischen Reaktion sollten
Reporter an die funktionelle Gruppe gekniupft werdend so ein sequenzspezifisches
Markierungssystem fir Proteine entstehen.

Die aus dem PilnA.crassastammende Histon H3K9-spezifische Protein-MTasea-Biwurde
fur erste Untersuchungen mit synthetischen Cofekt@usgewahlt. Nachdem in Reaktionen
mit radioaktiv (Tritium-) markierten AdoMet und Haa-Oktamer aus Kalbsthymus als
Substrat festgestellt wurde, dass Dim-5 aktiv turden verschiedene synthetische
Cofaktoren in Aktivitatstests eingesetzt. Als Sudustliente hier ein Fluorescein-markiertes
Histon-Peptid das mitteRP-HPLC und Fluoreszenzdetektor einfach detektierter kann.
Die Aziridin-Cofaktoren Az und 6BAz konnten nichitrdem Peptid gekuppelt werden, was
wahrscheinlich am hohen pH-Optimum der Dim-5 lidgagegen konnten die Seitenketten
der doppelt aktivierten Cofaktoren AdoPropen undoButin von Dim-5 auf das Peptid
Ubertragen werden. Massenspektrometrisch wurdegiedass im Gegensatz zur natirlichen
Methyltransferase-Reaktion, in der das Substramettyliert wird, nur eine Seitenkette
Ubertragen wird. Da die Seitenketten dieser beil@efaktoren keine funktionelle Gruppe
tragen, die in einer bioorthogonalen Reaktion leahgesetzt werden kann, wurde ein neuer
Cofaktor speziell fir den Einsatz in nachfolgendeélick-Reaktionen synthetisiert. Das
AdoMet-Analogon AdoEnin wird von Dim-5 umgesetzin IGegensatz zu AdoPropen,

welches von dem Enzym katalytisch umgesetzt wekdam, wird eine gute Ausbeute mit
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AdoEnIn nur bei stéchiometrischen Verhaltnissen Eozym zu Peptidsubstrat erzielt. Dim-
5 Ubertrdgt ebenfalls nur eine Seitenkette von AdioEauf das Peptid. Eine Peptid-
Sequenzierung zeigte, dass die Sequenzspezifititlem synthetischen Cofaktor bestehen

bleibt und nur K9 modifiziert wird.

4.1.2 Markierung des modifizierten Peptids durch eine bi@rthogonale chemische
Reation

Mit der Ubertragung der Seitenkette von AdoEnin deurein terminales Alkin enzym-
katalysiert in das Substrat eingefuhrt. In eineflckatalysierten Reaktion, der sogenannten
Click-Reaktion, die bioorthogonalen Charakter hatl in vitro in biologischen Systemen
eingesetzt werden kann, kann eine Azid-derivatisienit Reportergruppe mit dem Alkin-
modifizierten Peptid gekuppelt werden. Die Reaktisinfir die Markierung von Proteinen
detailliert beschrieben. Trotzdem konnte das alleng Peptid mit einem Biotin-PEG-Azid
zunachst nicht zur Reaktion gebracht werden. Den&dafir war der Einsatz des fur diese
Reaktionen zur Komplexierung von Cu(l) beschrielpebiganden TBTA. Dieser ist schlecht
wasserloslich und erfordert den Einsatz von orgdms Cosolventien, was fur die
Loslichkeit des Peptids ungunstig ist. Erst dersiim von Prolin als vollstandig in wassriger
Umgebung l6slicher Ligand erlaubte die Durchfihraleg Cycloaddition von alkinyliertem
Peptid und Biotin-PEG-Azid. Diese Kupplung konnteassenspektrometrisch bestatigt

werden.

4.1.3 Maodifikation von Histon H3 mit AdoEnIn und Dim-5 un d anschlieRende
Markierung mit Biotin

Nachdem die Reaktionsbedingungen fir die enzynietidtbertragung der Seitenkette und
der chemischen Biotinylierung durch Click-Reaktionit dem Histon-Peptid optimiert

wurden, sollten sie zur Markierung vollstandigeoteine angewendet werden. Histon H3
wurde von Dim-5 mit der AdoEniIn-Seitenkette modédiz und durch Click-Reaktion mit

Biotin-PEG-Azid biotinyliert. Ein allgemeines Reakisschema fur die zweistufige
Markierungsreaktion ist in Schema 14 gezeigt.

Zur Detektion des markierten Proteins wurde daskf®eesgemisch durch SDS-PAGE
aufgetrennt und im Western-Blot mit Peroxidase-gglaltem Avidin detektiert. Neben dem
biotinylierten Histon, welches das starkste Siger@ab, wurde auch Dim-5 detektiert. Das
Enzym markiert sich also selbst, vor allem in Rigsién ohne Substrat. Dies erfolgt

wahrscheinlich durch ungunstige Bindung des Cofakitalogons im aktiven Zentrum.
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Schema 14: Zweistufige sequenzspezifische Markierung eines Substratproteins mit Biotin. Im ersten
Schritt erfolgt die enzymatische Modifikation durch eine Protein-MTase und das AdoMet-Analogon

AdoEnIn, und anschliel3end die chemische Biotinylierung mit Hilfe der Click-Reaktion.

Zur Markierung eines Proteins mit diesem Modifikas-Markierungssystem wurde M.Sssl,
eine DNA-MTase, mit einem Histon-Tag versehen. Birkann dieses Fusionsprotein als
Substrat mit dem natirlichen Cofaktor AdoMet nutzéeider zeigte M.Sssl mit dem

synthetischen Cofaktor AdoEnin ebenfalls eine staillendenz zur Selbstmodifikation.
AulRerdem sind die Reaktionsbedingungen beider Eazgahlecht vereinbar sind. Somit
eignen sich Fusionsproteine von M.Sssl schlecht €iitve Anwendung mit Dim-5 und

AdoEnIn.

4.1.4 Modifikation von Histon H3 durch Proteinkomplexe

Das Cofaktor-Analogon AdoEnIin wurde mit eukarydtisec Protein-MTasen getestet. Diese
lassen sich aufgrund ihrer GroRe schlechE&inoli exprimieren. AufRerdem benétigen sie
andere Proteine, mit denen sie in einem Komplex MFAse-Aktivitat entfalten konnen. Der
ASH2-Proteinkomplex enthéalt MLL4, eine humane H3Rbtein-MTase. Mit dem ASH2-
Komplex und AdoEnin konnte Histon H3 alkinyliert dundurch die Click-Reaktion
biotinyliert werden, was im Western-Blot mit demeobbeschriebenen Avidin-Konjugat
nachgewiesen werden konnte. Die MTase MLL4 liegtimsem Komplex nur in geringen
Konzentrationen vor. Trotzdem konnte das SubstratoH H3 markiert werden und

stochiometrische Verhaltnisse von Enzym und Pretdigtrat scheinen nicht erforderlich. In
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dieser Reaktion war der Hintergrund in den Konémolbhne Enzym im Vergleich zu den
Kontrollen bei der Markierung mit Dim-5 aber decitlih6her. Um das Enzym konzentrierter
einsetzen zu kénnen wurde ein C-terminales Fragnaent MLL4, das das katalytische
Zentrum tragt, in einen Expressionsvektor kloniend in E.coli bzw. humanen Zellen

exprimiert. Wahrend sich i&.coli kein aktives Protein nachweisen liel3, war, zeigie durch

Immunoprazipitation (IP) aus humaner Zellkultur egeigte Enzym deutliche MTase-
Aktivitat mit AdoMet. Die Methylierung von Histon 3K4 konnte mit Methylierungs-

sensitiven Antikdrpern nachgewiesen werden, woleilberwiegendes Produkt H3K4me3
entstand. Die Markierung von Histon H3 mit AdoEmlarch die MLL4-Préaparation zeigte
nach chemischer Biotinylierung im Western-Blot emt der Dim-5 Reaktion vergleichbar

starkes Signal.

4.2 Anwendung des Modifikations-Markierungssystems in ellularen
Systemen
4.2.1 Detektion biotinylierter Proteine im Western-Blot
Die Enzymaktivitaten endogener Protein-MTasen itleXgakten wurden zur Ubertragung
der Seitenkette von AdoEnIn auf ihre spezifischems®ate genutzt. Fir diesen Versuch
wurden Kernextrakte von HEK 293-Zellen hergestdlite Markierung mit Biotin erlaubt
prinzipiell die Detektion aller modifizierten Prate im Western-Blot. Bei der Detektion
wurde festgestellt, dass viele Proteine wahrend Beaktion ausgefallen waren und
Aggregate gebildet hatten. Durch eine Verkirzung Rieaktionszeiten von Modifikations-
und Markierungsreaktion konnte das Ausfallen vegem werden und einzelne markierte
Proteinbanden nachgewiesen werden. Zwei Bandennt@ren Molekulargewichtsbereich
konnten als Histon H3 und H4 identifiziert werden.

4.2.21solierung biotinylierter Proteine aus Kernextrakten

Die biotinylierten Proteine konnten aus dem Kerraktt mittels magnetischer, Streptavidin-
beschichteter Partikel isoliert und durch SDS-PAGH anschlielBender Silberfarbung
sichtbar gemacht werden. In einer Kontrollreaktidkonnte durch vorhergehende
Methylierung der Substrate mit dem natirlichen ®ufia AdoMet eine Modifikation mit
AdoEnIn unterdriickt werden. In der Kontrolle wurdéast keine Proteine isoliert. Die
massenpektrometrische Analyse der spezifisch nrégkieProteine zeigte, dass 43% der

markierten Proteine Nukleinsauren binden.
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5 Ausblick

Mit dem Cofaktor-Analogon AdoEnin ist eine Verbimdu gefunden worden, die eine
bioorthogonale funktionelle Gruppe tragt und vorotBin-MTasen als Cofaktor genutzt
werden kann. Mit Dim-5 wurde in den Modifikationgaktionen eine deutliche
Selbstmodifikation beobachtet. Diese konnte durak @)-Epimer hervorgerufen werden,
welches im aktiven Zentrum bindet, aber nicht ureggswird. Der Cofaktor liegt als
Epimerengemisch vor, so dass ein weiterer Reiniggetgitt zur Trennung deR) und §)-
Epimers gunstig sein kdnnte. Dadurch konnte vigiieauch eine Umsatzsteigerung erzielt
werden, da das Rj-Epimer inhibitorisch wirken konnte. Prinzipiellolte fir die
Funktionalisierung von Proteinen mit Protein-MTasarer die Synthese neuer Cofaktor-
Analoga geplant werden. Da sich die Click-Reakgon fir Anwendungen in biologischen
Systemen bis hin zu komplexen Gemischen wie Zel&i¢n eignet, kdnnte man statt des
Alkins ein Azid in eine verlangerte Seitenketteb@inen. Dies ware auch essentiellifiivivo
Markierungen mittels der Cu-freien Click-Reaktiala hierfur die Substrate die Azidgruppe
tragen missen (vgl. auch Abschnitt 1.8.4). Deswaitkonnte eine Aldehydgruppe in der
Seitenkette verwendet werden. Diese lasst sich amchiologischen Umgebungen mit
Aminooxy- oder Hydrazin-funktionalisierten Reporteselektiv ansteuern (Adamczgk al,
2001, Carricoet al, 2005). Dabei musste die Funktionalitdit von O-Fetomen zur
doppelten Aktivierung besonders Gberpruft werden.

Das AdoMet-Analogon AdoPropen hat mit Dim-5 dietbe&ktivitat gezeigt. Zur Detektion
konnte man einen spezifischen Antikorper herstelumrch Immunprazipitationen konnten
dann Propen-markierte Substrate aus Zellextrakdehert werden. Die im Vergleich zu
AdoEnIn deutlich kleinere Seitenkette konnte zu Nyen Nebenreaktionen, wie z.B.
Selbstmodifikation fiihren. Auch koénnen Reaktionefir fdie Derivatisierung der
Doppelbindung ndher untersucht werden. So sineétirtdr Zeit Cross-Metathese, Oxidation
mit Osmiumtetroxid oder Photo-induzierbare Cyclaadd (Lin et al, 2008; Songet al,
2008) fur Protein-Markierungen eingesetzt werden.

In dieser Arbeit sind nur Lysin-spezifische MTaseuntersucht worden. Als
.Markierungswerkzeug* fur die Modifikation belielsg Proteine Uber ein Fusionspeptid mit
der Erkennungssequenz der entsprechenden MTas&kdarotein-Arginin-MTasen getestet
werden. Kirzlich wurde von einer Protein-Arginin-&8e berichtet, die ein Stickstoff-Lost
Analogon von AdoMet umsetzten kann (Osbosteal, 2008). Auch die Synthese eines

doppelt aktivierten Cofaktor-Analogons, welche dReportergruppe in der verlangerten
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Seitenkette tragt und damit das Substrat direkkim@n kann, ware sehr interessant. Zwar
liegen bei den Protein-Arginin-MTasen die Bindumgshen fir Proteinsubstrat und
Cofaktor, wie bei den Protein-Lysin-MTasen auf ustliedlichen Seiten , sie sind aber
offener als die SET-Doméanen Strukturen und konndem sterischen Anspruch der

Reportergruppen eher entsprechen.

In ersten Versuchen konnten markierte Protein-Satestfir MTasen aus humanen
Zellextrakten isoliert und identifiziert werden. d&in-MTasen wurden so gut wie nicht
gefunden, was darauf hindeutet, dass die Markiemingdurch spezifische
Ubertragungsreaktionen und nicht durch Selbstriatifin stattgefunden haben. Als weitere
Kontrolle muss jedoch untersucht werden, ob Pretainspezifisch an die magnetischen
Partikel binden, und sich die Markierung durch Zwgavon AdoMet oder AdoHcy
unterdriicken lasst.

Die Immunoprazipitation von HA-MLL-C ist als Methedzur Enzympraparation fur die
Markierung von Substraten in Zellen nicht gut gaetgda sie noch zu viele andere Proteine
als Verunreinigung enthélt. Die Reinigung von MLLIber zwei Affinitdtstags wirde die
Praparation eines funktionellen MTase-Komplexeaudtn, da ahnlich wie fir den ASH2-
Komplex, gebundene Untereinheiten mit isoliert veerdkonnten. Dieser MLL4-Komplex
konnte auch Zellextrakten zugesetzt werden, unKdiezentration des Enzyms zu steigern.
Wahrend des Zellwachstums konnte z.B. durch dersaEnvon MTase-Inhibitoren die
Methylierung unterdriickt werden, damit mehr nichdthylierte Substrate zur Verfigung
stehen und die Markierung ausgepragter erfolgenn.kabies konnte auch durch
Verminderung der Expression von MLL4 durch RNAiescht werden, so dass die MLL4-
spezifischen Substrate weniger methyliert sind danchit Zugénglich fir eine Modifikation

mit gereinigten Enzym und AdoEnIn werden.
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6 Materialien und Methoden

6.1 Materialien

Soweit nicht anders angegeben, waren alle verwend€hemikalien vom Reinheitsgrad

puriss. p.a. bzw. p.a. und wurden von folgendemé&ir bezogen:

Acetonitril (HPLC grade) Fisher Scientific (Schwert
Acrylamid-Bis-Losung (37.5:1) Serva (Heidelberg)
S(5’-Adenosyl)+ -[methyt*H]-methionin GE Healthcare (Munchen)
S(5’-Adenosyl)+-methionin-1,4-butan- Knoll Bioresearch (Baar, CH)
disulfonat

S(5’-Adenosyl)+-homocystein Sigma (Steinheim)

Agar AppliChem (Darmstadt)
Agarose Invitrogen (Karlsruhe)
Allylboromid Fluka (Taufkirchen)
Ameisensaure J. T. Baker (Griesheim)
Ammoniumperoxosulfat Serva (Heidelberg)
Ampicillin Natriumsalz Gerbu (Gaiberg)
L-(+)-Arabinose Fluka (Taufkirchen)
Ascorbinsdure Natriumsalz Fluka (Taufkirchen)
11-Azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amin Fluka (Taufken)
D-Biotinyl-N-hydroxysucccinimid Bachem (Bubendorf)
Borsaure Gerbu (Gaiberg)
Bromphenolblau Natriumsalz Serva (Heidelberg)
Rinderserum Albumin Sigma (Steinheim)
Chloramphenicol Gerbu (Gaiberg)
Coomassie Brilliant Blue R250 Serva (Heidelberg)
Coomassie Plus Protein Assay Reagent Pierce (Bonn)
Deuteriumoxid Merck (Darmstadt)
Dichlormethan Merck (Darmstadt)
Dimethylsulfoxid Merck (Darmstadt)
Dinatriumhydrogenphosphat Merck (Darmstadt)
1,4-DithioD,L-threitol (DTT) Fluka (Taufkirchen)
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Dynabeads MyOne Streptavidin C1

Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

D-Glucose

L-Glutathion (reduziert)

Glycerin, 99%

Glycerin, wasserfrei, 99,5%
Glycin

Hefeextrakt

His-Select HC-Nickel-Affinity Gel
N-(2-Hydroxyethyl)piperaziN’-(2-
ethansulfonsaure) (HEPES)
Imidazol

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kupfer(ll)sulfat
Magnesiumchlorid Hexahydrat
B-Mercaptoethanol

Methansulfonsaurechlorid

2-Morpholino-ethansulfonsaure (MES)

Natriumacetat, wasserfrei
Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
Octyl-R-D-glucopyranosid
2-Penten-4-in-1-ol (tech. 90%)

Pico ECI Western Blotting Substrate

L-Prolin

Invitrogen Dynal  AS(Oslo,

Norwegen)
RiedeldeHaen (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Steinheim)
Gerbu (Gaiberg)
Gerbu (Gaiberg)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Gerbu (Gaiberg)
Gerbu (Gaiberg)
BD Biosciences (Heidelberg)
Sigma (Steinheim)
Gerbu (Gaiberg)

Fluka (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Riedel-de-Haén (Hannover)
J.T. Baker (Griesheim)

Serva (Heidelberg)

Chemikalienausgabe des IOC

Gerbu (Gaiberg)

J.T. Baker (Griesheim)
J.T.Baker (Griesheim)
Gerbu (Gaiberg)

J.T. Baker (Griesheim)

Gerbu (Gaiberg)

J.T. Baker (Griesheim)

Fluka (Taufkirchen)
Alfa Aesar (Karlseyh
Pierce (Bonn)
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Protease Inhibitor cocktail tablets
complete Mini, EDTA-free
Protein-G Sepharose Fast Flow
Salzsaure (37%)
Peroxydase-Avidin-Konjugat

Roche (Mannheim)

Amersham
Merck (Darmstadt)

Vector Labs

trans-Crotylbromid  ((E)-1-Brom-2-buten),Acros (Geel)

85%
N,N,N’,N*-Tetraethylethylendiamin
(TEMED)

Tris-Hydrochlorid

Tris Base
(tris-(Benzyltriazolylmethyl)amin)
TBTA

Triethylamin

Trifluoressigsaure

Triton X-100

Trypton

Tween-20

Zinksulfat Heptahydrat

Acros (Geel)

Gerbu (Gaiberg)

Gerbu (Gaib erg)
freundlicherweise von V.F. Fokin,
Scripps (USA), zur Verfliigung gestellt
Fluka (Taufkirchen)

Riedel-de-Haén (Taufkirchen)

Fluka (Taufkirchen)

BD Biosciences (Heidelberg)

Gerbu (Gaiberg)

Chemikalienausgabe des IOC
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Materialien fur die Zellkultur (eukaryotischer Za):

DMEM mit Glucose (4.5 g/L) Gibco/Invitrogen (Karngre)
Penicillin / Streptomycin Seromed (Wien)

10.000 Units/mL / 10.000 pg/mL

Trypsin / EDTA Seromed (Wien)

0.5/0.02% (w/v) in PBS

Fetal Calf Serum (FCS) Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)
Zellkulturschalen Sarstedt (NUmbrecht)

(@6 cm, 10 cm, 15 cm)

6.1.1 Enzyme

Kommerziell erhaltliche Enzyme wurden von folgené@men bezogen:
Pfu DNA-Polymerase MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
R.Bsp1407I MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
R.BstUI New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
R.Ncol MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

R.Sall MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

T4 DNA-Ligase MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

6.1.2 Marker und Plasmide

MassRuler DNA Ladder, Mix MBI Fermentas (St. LeootR
Protein Molecular Weight Marker MBI Fermentas. (Ston Rot)
PageRuler Prestained Protein Ladder MBI Fermeigad €on Rot)
PageRuler Unstained Protein Ladder MBI Fermentad € n Rot)
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Plasmide:

Tabelle 1: Verwendete Plasmide

Plasmid

Beschreibung

pGEX2T-Dim-5A17

pQE30-CIr4A191

pET15b-
SU(VAR)3-9A213

pDestHA

Expressionsvektor fiir Fusionsproteine mit N-terminalem GST-Tag unter
Kontrolle des tac-Promotors; enthdlt als Insert die Sequenz fir Aminosauren
17-318 der Dim-5 aus N. crassa; kloniert Uber die BamHI/EcoRI Schnittstellen
(zhang, 2002). Der GST-Tag kann Uber eine nachgelagerte Thrombin-
Erkennungssequenz abgetrennt werden. Der Vektor enthdlt auflerdem
kodierende Sequenzen far Ampicillin-Resistenz, den pBR322
Replikationsursprung, das lacl-Gen, und den tac Promotor. Das
Expressionsplasmid wurde freundlicherweise von Prof. X. Cheng (Emory
University, Atlanta, GA, USA) zur Verfliigung gestellt.

Expressionsplasmid fur Fusionsproteine mit N-terminalem His-Tag unter
Kontrolle des T5-Promotors; enthalt als Insert die Sequenz der CIr4 aus S.
pombe, der N-terminus ist bis Aminosdure 191 deletiert; der C-terminus
vollstandig enthalten (Min et al., 2002). Der His-Tag kann uber eine
vorgelagerte Faktor Xa Erkennungssequenz abgetrennt werden. Das Plasmid
enthalt ausserdem kodierende Sequenzen fur Ampicillin-Resistenz, den Col El
Replikationsursprung und Lac-Operator Elemente. Das Plasmid wurde
freundlicherweise von Prof. R.-M. Xu () zur Verfigung gestellt.
Expressionsplasmid fur Fusionsproteine mit N-terminalem His-Tag unter
Kontrolle des T7-Promotors, enthdlt als Insert die Sequenz der SU(VAR)3-9
aus D. melanogaster, der N-terminus ist bis Aminosdure 213 deletiert
(Eskeland et al., 2004). Der His-Tag kann Uber eine vorgelagerte Thrombin-
Erkennungssequenz abgetrennt werden. Das Plasmid enthalt ausserdem
kodierende Sequenzen far Ampicillin-Resistenz, den pBR322
Replikationsursprung, und die lacl-Sequenz. Das Plasmid wurde
freundlicherweise von Prof. A. Imhof (LMU Minchen) zur Verfiigung gestellt.
Expressionsvektor fir  Fusionsproteine mit N-terminalem HA-Tag unter
Kontrolle des humanem CMV Promotors/Enhancers in eukaryotischen Zellen.
Kompatibilitat fir das Gateway-System wurde durch Insertion der Gateway-
Rekombinationskassete in die Smal Schnittstelle erreicht. Das Plasmid enthélt
Sequenzen fur den SV40 Replikationsursprung, die Translations-
Initiationsregion der HSV Thymidinkinase und die Splicing- und
Polyadenylierungssignale von Kaninchen-R3-Globin. Das Plasmid wurde in der

AG Lischer (Universitatsklinikum Aachen) hergestellt.
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pBFH-MSssI

GW-pDONR p221

Expressionsplasmid fiir ein Fusionsprotein mit N-terminalem Flag-Tag und C-
terminalem His-Tag. Das Plasmid enthélt eine kodierende Sequenz fir M.Sssl
und wurde freundlicherweise von Dr. A. Kiss (Biological Research Center of
the Ungarian Academy of Science, Szeged, Ungarn) zur Verfiigung gestellt.

Der Vektor zur Erstellung Gateway-kompatibler Entry-Konstrukte wurde bei

Invitrogen kommerziell erworben.

6.1.3 Oligodesoxynucleotide und Primer

Alle Oligodesoxynucleotide (ODN) und Primer wurdeon der Firma MWG-Biotech

(Ebersberg) bezogen.

Tabelle 2: Sequenzen der verwendeten Oligodesoxynukleotide und Primer

Bezeichnung

Sequenz

MLL4-fw-653

MLL4-C-term-rev

MSssl-Tag-Fw

MSssl-Tag-Rev

5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGG
CGTGGACGACGGCACTGACAGTGAGGCT-3!
5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAGTTA
AGGAACCGACGGCAGCGCTTGGLCGCE-3
5-CATGGTAGCTCGCACTAAGCAAACTGCTCGCAAGTCTACTGGTGG
CAAGGCGCCACGCAAACAGCTGG-3
5-TCGACCAGCTGTTTGCGTGGCGCCTTGCCACCAGTAGACTTGCG
AGCAGTTTGCTTAGTGCGAGCTAC-3*

Die Sequenzierprimer fur das Konstrukt MSssl-H8 stammten von Frau Dr. Amélie
Monamie aus dem Arbeitskreis. FUr SequenzierungenGateway-Entry-Konstrukten (M13-
Promotor) wurden kommerzielle Primer (M13uni (-20)13rev (-29)) der Firma MWG-

Biotech verwendet.
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6.1.4 Bakterienstamme und Zellinien

Prokaryotische Stamme:

Tabelle 3: Escherichia coli-Stamme

Stamm

Beschreibung

Dh5a (AK Weinhold)

XL10 (Stratagene)

BL21 DE3 CodonPlus RIL
(Stratagene)

F Phi80dlacZ DeltaM15 Delta(lacZYA-argF)U169 deoR
recAl endAl hsdR17(rK-mK+)phoA supE44 lambda-thi-1
TetrD (mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173  endAl
SupE44  thi-1recAl1 gyrA96 relAl lac Hte [F
proABlaclgZDM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr]a

E. coli B F— ompT hsdS(rs" mg™) dcm+ etr al A(DE3) endA
Hte [argU ileYleuw Camr]

Eukaryotische Zelllinien:

Tabelle 4 : Humane Zelllinien

Zelllinie

Beschreibung

HEK 293 (ATCC CRL-1573)

HEK 293T (ATCC CRL-11268)

HelLa
(ATCC CCL-2)

Adherente ephitelische Zelllinie abgeleitet  von
menschlichen embryonalen Nierenzellen (human
embryonic kidney, HEK), welche mit DNA aus Adenovirus 5
stabil transfiziert worden sind. Die Ad5 DNA st in
Chromosom 19q13.2 integriert.

Die von HEK 293 abgeleitete Zelllinie HEK 293T ist sehr
gut transfizierbar, zusatzlich wurde das Temperatur-
sensitive Gen fiir das SV40 T-Antigen eingefiigt.

Adherente epithelische Zellllinie abgleitet von
Zervixkarzinom-Zellen  (Adenokarzinom), befallen mit
humanem Papillomvirus 18. P53—-Expression ist gering,

pRB Level normal.
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6.1.5 Antikorper

Tabelle 5: Verwendete Antikorper

Bezeichnung Spezifitat Herkunft Epitop Firma
Anti-HA HA-Peptid Ratte Der Antikorper erkennt die HA- Roche
(YPYDVPDYA) Peptid-Sequenz (YPYDVPDYA),
abgeleitet vom Influenza
Hemaglutinin-Protein.
H3K4mel Histon H3 Lysin 4 Kaninchen  Synthetisches Peptid gekuppelt Abcam
Monomethyl an KLH, abgleitet von AS 1-100
von humanem  Histon H3
monomethyliert an K4.
H3K4me2 Histon H3 Lysin 4 Kaninchen  Synthetisches Peptid gekuppelt Abcam
Dimethyl an KLH, abgleitet von AS 1-100
von humanem  Histon H3
dimethyliert an K4.
H3K4me3 Histon H3 Lysin 4 Kaninchen  Synthetisches Peptid gekuppelt Abcam
Trimethyl an KLH, abgleitet von AS 1-100
von humanem  Histon H3
trimethyliert an K4.
H3K9me3 Histon H3 Lysin 9 Kaninchen, Synthetisches Peptid gekuppelt Abcam

Trimethyl

polyklonal

an KLH, abgleitet von AS 1-100

von humanem Histon H3

trimethyliert an K9.
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6.2 Gerate

6.2.1 Reinstwasser-Anlage
Das in allen Versuchen verwendete Reinstwasseremmit einer Milli-Q Academic Anlage

mit vorgeschalteter Elix-3 Einheit (beides MilliggrEschborn) gewonnen.

6.2.2 Zentrifugen

Volumen bis 2 mL wurden in einer Eppendorf Tische@rge Centrifuge 5415 D
zentrifugiert. GréRere Probenmengen wurden in efanti J-20 Zentrifuge (Beckmann,
Munchen) mit den Rotoren JS-4.3 oder JA-17 zerjigd.

6.2.3 Schittler und Inkubatoren fir die Zellkultur

Bakterielle Zellkulturen wurden in einem Innova 833chittler (New Brunswick Scientific)
oder in einem GFL 3031 inkubiert. Bakterielle Zallkiren auf Agar-Platten wurden in einem
Heraeus Function Line Inkubator (Kendro Laboratrgducts, Hanau) angezogen.

Humane Zellkulturen wurden in einem Sanyo InCuS@@, Inkubator gehalten. Die
Zellinien HEK 293, 293T und HelLa wurden in angefgeter Atmosphére bei 5% G@Qnd
37°C inkubiert.

6.2.4 Elektroporation
Fur die Elektroporation wurde ein Micro Pulser Bema BioRad (Munchen) verwendet

6.2.5 Ultraschall

Zellaufschlisse mittels Ultraschall wurden mit em¥ltraschall-Desintegrator Sonifier 11 W-
250 (Branson, Dietzenbach) und den EinstellungeatpGt Level 8 sowie 20% Intensity
durchgeflhrt

6.2.6 Gefriertrocknung
Zum Trocknen von Proben im Vakuum wurde eine Sp¢ad Plus SC 110A mit der
Kihleinheit Refrigerated Vapor Trap RVT 100 demkdr Savant verwendet.

6.2.7 Sterilisation
Gerate und Flussigmedien wurden in einem Varioklampfsterilisator der Firma H+P

Labortechnik (Dulmen) verwendet.
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6.2.8 Inkubator fur zellfreie Reaktionen

Enzymatische Modifikationen, Ligationen und Clickénie-Reaktionen wurden in einem
Mastercycler personal PCR-Gerét (Eppendorf, Kdlkubiert. In diesem Gerat wurden auch
die PCR-Reaktionen durchgefihrt.

6.2.9 Visualisierung von Western-Blots
Die Detektion spezifischer Bandensignale nach Weddéot Experimenten erfolgte mit

einem Fuijifilm LAS 3000 Dokumentationssystem.

6.2.10 Agarose-Gelelektrophorese
Agarosegele wurden in ein Mini-Sub-Cell GT Systeagassen. Fiur die Stromversorgung
wurde ein Power Pac 300 (beides BioRad, Miinchemyesaet.

6.2.11 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Denaturierende Protein-Gelektrophorese erfolgteSIDS-Polyacrylamid-Gelen (15%) in
einem Mini PROTEAN 3 Cell System fiir 15 min bei I2@nd weiteren 50 min bei 150 V.
Als Spannungsquelle wurde ein Power Pac 300 vergtertbm Trocknen der SDS-Gele

wurde ein Model 583 Gel Dryer verwendet (alles BidRMunchen).

6.2.12 Szintillationsmessungen
Radioaktive Filter wurden mit einem 1409 DSA Liqutintillation Counter von Perkin

Elmer in Szintillationsflissigkeit von Aquasafe Zser vermessen.

6.3 Instrumentelle Methoden:

6.3.1FPLC

Fur die Proteinreinigung wurde eine FPLC-Anlage Bema GE Healthcare (Pharmacia)
benutzt. Sie besteht aus einem LCC 500 Plus Chogragihie-Controller, zwei High

Precision Pump P-500 Pumpen und einem FRAC-10GiBressammler. Fur die Gelfiltration

wurde eine Superdex 75-Saule der Firma GE Heakheamvendet.

Fur die Proteinreinigung mit lonentauscher wurde BeLogic DuoFlow System der Firma
Biorad eingesetzt. Als Kationentauscher wurde em® Poros 50 Matrix (Applied

Biosystems) in einem XK Saulenmantel (GE Healthcheautzt.

6.3.2HPLC

Die HPLC-Chromatographie wurde mit einem WaterseBeeSystem durchgefiihrt. Dieses

enthalt das binare Pumpensystem Waters 1525, deers\@487 Dual Absorbance Detektor
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und einen Waters In-Line Degasser. Zur Fluoresiezsung wurde nach dem UV-Detektor
ein Merck Hitachi Fluoreszenz-Detektor FL L-7480a¢hrom) angeschlossen. Fir die
reversed phaselPLC wurde eine NC Prontosil-Saule (5 um, 22®50 x 4.6 mm) der Firma

Bischoff, geschiitzt mit einer Vorsdule (5 um, 1808 x 4.6 mm ), ebenfalls Bischoff,
eingesetzt. Fir praparative Laufe wurde eine N@®sil-Saule (5 pm, 128, 250 x 20 mm,

Bischoff) mit einer Bischoff-Vorsaule (5 um, 120, 30 x 20 mm) verwendet. Vor dem
Aufbringen der ersten Probe und zwischen den Lawferde die jeweilige Séaule unter

Startbedingungen fir mindestens 20 min equilikriert

Tabelle 6 : HPLC-Puffer und Gradienten

System Puffer A Puffer B

1 H,0, 0.04% TFA 70% CH5CN, 0.04% TFA
2 H,0, 0.01% TFA 70% CH5CN, 0.01% TFA
Gradient Verlauf FluRrate

Gradient 1 0-18 min (22% Puffer B), 18-19 min (22-30% 1 mL/min

Puffer B), 19-26 min (30% Puffer B), 26-29 min
(30-100% Puffer B), 29-32 min (100% Puffer B),
32-33 min (100-22% Puffer B)
Gradient 2 0-18 min (22% Puffer B), 18-19 min (22-30% 1 mL/min

Puffer B), 19-26 min (30% Puffer B), 26-30 min
(30-50% Puffer B), 30-32 min (100% Puffer B),
32-45 min (100% Puffer B ), 45-46 min (100-
22% Puffer B)
Gradient 3 0-15 min (0-50% Puffer B), 15-20 min (50-100% 1 mL/min
Puffer B), 20-28 min (100% Puffer B), 28-30 min
(100-0% Puffer B)
Gradient 4 0-22 min (5-10% Puffer B), 22-23.5 min (10- 21mL/min analytisch,
100 % Puffer B), 23.5-28 min (100% Puffer B), 10 mL/min praparativ
28-30 min (100-5% Puffer B)

6.3.3UV-Vis Spektroskopie
UV-Vis-spektroskopische Messungen wurden mit einkeid-Visible-Spektrophotometer

Cary 3E der Firma Varian (Darmstadt) durchgefuhrt.
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6.3.4 DNA Sequenzierung

Plasmid-DNA wurde am Fraunhofer-Institut fir Molékiiologie und Angewandte
Okologie der RWTH Aachen sequenziert. Sequenziemingur Erstellung des MLL4-
Gateway Konstrukts wurden bei MWG-Biotech (Martiadj durchgefuhrt.

6.4 Molekularbiologische Methoden

6.4.1 Herstellung kompetenterE.coli-Zellen zur Elektroporation

LB-Medium (400 mL) wurden mit einer Ubernachtkul{@ mL) angeimpft und bis zu einer
OD*® von 0.4 — 0.5 bei 225 rpm und 37°C unter Schiiitgtnbiert. Fir den Stamm BL 21
DE3 Codon Plus RIL oder Rosetta wurde das LB MedmitnChloramphenicol (50 pul/mL)

versetzt. Die Zellkultur wurde 20 min auf Eis gekilmd bei 4°C und 3500 rpm wéahrend
15 min zentrifugiert. Der Niederschlag wurde mgkailtem HO (100 mL) suspendiert und
erneut zentrifugiert. Danach wurde das Pellet zwakim 50 mL und einmal in 10 mL

10%igem Glycerin aufgenommen und wieder zentrifdgieAbschlielRend wurde der
Niederschlag in 400 uL 10%igem Glycerin resuspendie Portionen von 40 pL aliquotiert,

mit flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80j€lagert.

6.4.2 Herstellung salz-kompetenter E.coli Zellen zur Hiteschock-Transformation
LB-Medium (250 mL) wurde mit einer gut gewachsenghernachkultur (5 mL) des
gewinschten Zellstammes versetzt und bei 220 mpn37° C unter Schitteln bis zu einer
OD"® von 0.94 inkubiert. Der Ansatz wurde 10 min au$ Hestellt, und bei 4° C und
5000 rpm wahrend 10 min zentrifugiert. Der Niedblag wurde in TB-Puffer (20 mL,
15 mM CaC4, 250 mM KCI, 10 mM HEPES und 55 mM MnCIpH 6.7, steril filtriert)
resuspendiert, 10 min auf Eis inkubiert und im Ansss wie zuvor zentrifugiert. Der
Niederschlag wurde in TB (20 mL) mit 7% DMSO rgsersdiert und 10 min auf Eis
inkubiert. Anschlie3end wurden Aliquots (200 pL)lilssigem Stickstoff eingefroren und bei

-80°C gelagert.

6.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in denatwmelen SDS-Polyacrylamid Gelen im
diskontinuierlichen Puffersystem nach Lammli. Nakbmprimierung der aufgetragenen
Proben im 5%igen Sammelgel folgte die AuftrennuagBanden im 15%igen Trenngel. Zur
parallelen Herstellung zweier Trenngele wurdesOHZ2.5 mL) mit 4 x Trenngelpuffer

(2.5 mL, 1.5 M Tris-HCI, 0.4% SDS, pH 8.8), AcrylaiBisacrylamid (5 mL, 37.5:1, 30%),
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APS (50 pL, 100 mg/mL) gemischt und mit TEMED (5)Mersetzt. Die Lésung wurde in
die Mini-Protean Gel-Kassette gegossen und untepréganol zum Polymerisieren fir
20 min bei RT stehen gelassen. Danach wurde dasojsanol entfernt. Fir das Sammelgel
wurden HO (1.75 mL), Sammelgelpuffer (750 pL, 0.5 M Tris410.4% SDS, pH 6.8),
Acrylamid/Bisaycrylamid (500 pL, 37.5:1, 30%), ARZ5 pL, 100 mg/mL) gemischt und mit
TEMED (3 L) versetzt. Das Sammelgel wurde dirakt @as Trenngel gegossen und ein
Kamm eingesetzt. Nach 15 min war die Polymerisatiogeschlossen, die Gele wurden in die
BioRad Laufkammer gestellt und diese mit 1 x SD&#fpaffer (25 mM Tris-Base, 200 mM
Glycin, 0.01% SDS) befullt. Nach erfolgter Elekthapese wurde das Gel zum Anfarben der
Proteine in Coomassie-Farbeléosung (10% Essigsadi@o Ethanol, 50% 40D,
0.05% Coomassie-Brilliant-Blue R250) Gber Nachtear@chitteln inkubiert. Die Gele wurde
dann solange in Entfarbelésung (10% Essigsaure, Bib#nol, 50% kKO) geschittelt bis nur
noch die gefarbten Proteinbanden sichtbar wareaciel3end wurden die Gele getrocknet.
Bei geringen Proteinmengen wurden die Banden wwewendung des Proteo Silver Plus
Silver Staining Kit (Sigma) angefarbt. Nach erfelgElektrophorese wurden die Gele dazu
Uber Nacht in Fixierlosung (10% Essigsaure, 50%afibh 40% HO) inkubiert. Am
folgenden Tag wurde die weitere Farbung und Entigk nach Anleitung des Herstellers
durchgefuhrt. Zur Archivierung wurden die gefarbtéele mit einer Digitalkamera
photographiert.

6.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Gelektrophorese erfolgte in 0.8%igen odé&i%digen Agarosegelen, welche in 0.5 x
TBE-Puffer (44.5 mM Tris-Base, 44.5 mM Borsaure, MM EDTA, 0.5 pg/mL
Ethidiumbromid, pH 8.0) durch Erhitzen hergesteitid in die Laufkammern gegossen
wurden. Die DNA-Proben wurden mit 1/6 Volumen des » Probenpuffers
(0.25% Bromphenolblau, 30% Glycerin) versetzt umd die Geltaschen gefullt. Die
Elektrophorese wurde in 0.5 x TBE-Puffer bei 100tMeahrend ca. 45 min durchgefihrt.
Anschlie3end wurde die DNA auf einem UV-Tisch et 312 nm sichtbar gemacht und mit

einer Polaroid-Kamera photographiert.

6.4.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Die Konzentration von Proteinldsungen wurde nach Methode von Bradford (1976)
durchgefuhrt. Proben der Proteinlosungen wurden 18@f puL mit Wasser verdinnt, mit

Bradford Reagenz (900 pL, Coomassie Protein Asssmgeént) versetzt und 10 min bei RT
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inkubiert. Die Absorption der Proben BeE 595 nm wurde gemessen und die Konzentration
mit Hilfe einer BSA-Kalibriergerade ermittelt. Aldternative Methode wurde die Absorption
der Probe in denaturiendem Puffer (50 mM Mag,, 6 M Guanidinium-HCI, pH 6.5) bai =

280 nm bestimmt und die Konzentration mit Hilfe esnmolaren Extinktionskoeffizienten
bestimmt. Dieser wurden mit dem ProtParam Progra/@asteigeret. al, 2005) auf dem

EXPASy Server_(www.expasy.chrmittelt.

6.4.6 Amplifikation und Reinigung von Plasmid-DNA

LB-Medium (10 mL) wurde mit einem der Resistenzsjtér des Plasmids entsprechenden
Antibiotikum versetzt, mit einer plasmidtragendermldhie beimpft und bei 37°C und
220 rpm unter Schutteln fur 14 h inkubiert. 2 ml dellkultur wurden bei 4°C und 6600 rpm
fur 5 min zentrifugiert. Die Plasmid-DNA wurde dammt dem QiaPrep Spin Miniprep Kit
der Firma Qiagen nach Herstellerangaben prépariert.

6.4.7 Konzentrationsbestimmung von DNA

Bei allen DNA-Proben handelte es sich um Plasmip&mationen oder PCR-Produkte. Die
Konzentration der DNA-L&sungen wurde im UV-Spekteter beix = 260 nm bestimmt. Zur
Uberpriifung des Reinheitsgrades der Plasmidprapaeat wurde zusatzlich die Absorption
beiA = 280 nm gemessen. Die Berechnung der Konzenteatierfolgte Uber die empirische
Formel 1 OB% = 50 ng/uL doppelstrangiger DNA. Alternativ erfilg die
Konzentrationsabschéatzung kleiner DNA-Mengen dukfjarose-Gelelektrophorese und
visuellen Vergleich mit den Bandenstarken defieiertMengen des Groélienmarkers
MassRuler DNA-Mix.

6.4.8 Reinigung der Variante Dim-2A17

LB-Medium (10 mL) mit Ampicillin (100 pg/mL) und Qdramphenicol (50 pg/mL) wurde
mit einer Plasmid-tragenden Kolonie von BL21 DE3dGaPlus RIL angeimpft und Uber
Nacht bei 250 rpm und 37°C unter Schutteln inkub¥m nachsten Tag wurde LB Medium
(150 mL) mit Ampicillin (100 pg/mL) und Chlorampheal (50 pg/mL) mit der
Ubernachtkultur (3 mL) angeimpft und bei 250 rpmdud7°C unter Schiitteln fiir 6 h
inkubiert. Dann wurde LB-Medium (5 x 1 L) mit Amgin (e 100 pg/mL) und
Chloramphenicol (je 50 pg/mL) mit der Tagkulturwgls 25 mL) angeimpft. Jede Kultur
wurde mit einer ZnSELoOsung (je 10 pL, 1M) versetzt und bei 220 rpm BY3C unter
Schiitteln bis zu einer O von 0.5-0.6 inkubiert. Die Kulturen wurden mit IBIL6sung (je
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400 pul, 1M) induziert und Uber Nacht unter Schittbkei 220 rpm und 20°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen bei 4°C und 3500 raibzentrifugiert und bei -20°C
gelagert, oder sofort weiter behandelt.

Alle weiteren Schritte wurden auf Eis bzw. bei 44@chgefihrt. Die Zellen wurden in Lysis-
Puffer (4 mL Puffer pro 1 g Zellmasse, 50 mM Tri€lH150 mM NaCl, 1 mM DTT,
5% Glycerin, pH 7.5) resuspendiert und mit Ultradkck6 x 2 min mit jeweils einer Minute
Pause) aufgeschlossen. Die unldslichen Bestandteieden bei 17.000 rpm fur 1h
zentrifugiert und der Uberstand auf eine mit LyRisffer equilibrierte GST-Sepharose
Affinitats-Saule (ca. 2mL Saulenmaterial) mit ein€hal3 von ca. 1 mL/min aufgetragen. Die
Saule wurde mit 30 Saulenvolumen (SV) Lysispufferd uanschlieend mit 30 SV
Waschpuffer 1 (50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 1 mM DT 5% Glycerin, pH 7.5)
gewaschen. Die Proteine wurden mit 10 SV Elutioffepy50 mM Tris-HCI, 1 mM DTT,

1 M reduziertes Glutathion, pH 8.0) eluiert.

Das Eluat der GST-Sepharose Affinitats-Saule wuiitte die Gelfiltration auf eine mit
Elutionspuffer (20 mM Glycin, 150 mM NaCl, 2 mM DJT5% Glycerin, pH 9.8)
equilibrierte Superdex 75 Saule (ca. 330 mL) mee Flul3 von 1 mL/min aufgetragen und
mit Elutionspuffer eluiert. Der Proteingehalt eilmex Fraktionen (3.5 ml) wurden mittels UV
und durch SDS-PAGE bestimmt. Die Dim-5 enthaltenBeaktionen wurden vereinigt und
durch Ultrazentrifugation in einem Amicon Centripr&0 auf ca. 500 pL aufkonzentriert. Das
Proteinkonzentrat wurde in Aliquots (10 pL) aufgétenit flissigem Stickstoff eingefroren

und bei -80°C gelagert.

6.4.9 Aktivitatsassays von Dim-A17 mit **C-AdoMet
Die Aktivitat der Dim-5 wurde mit einer GesamthistBraparation aus Kalbsthymus und dem
Fluorescein-markierten Peptid als Substrat in @idiven Aktivitatstests mit>H-methyl]
AdoMet Uberpruft. Dazu wurde ein ReaktionansatzRins-5 (8 uM) mit Peptid (5 uM) und
nicht-tritiiertem AdoMet (50 pM) in Reaktionspuffs0 mM Glycin, 150 mM NaCl, 2 mM
DTT, pH 9.8) in einem Gesamtvolumen von 19 pl hetgée. Direkt danach wurde 1 pl
(0.55 uCi) fH-methyl] AdoMet (1 pl, 0.55 uCi) zugefiigt. Kontient wurden ohne Enzym
bzw. ohne Substrat durchgefuhrt. Alle Reaktionemden in Duplikaten angesetzt. Ein 0 h-
Wert wurde direkt nach dem Mischen durch Auftrager ein Whatman P81 Filterpapier
(1.25 cm x 1.25 cm) gequencht. Nach einer Reaktmhsvon 20 min bei RT wurden die
anderen Ansatze ebenfalls auf das Filterpapieresnagen. Die Filterstiicke wurden dreimal
mit 200 mM NaCOs; (pH 9.2), bzw. einmal mit 50 mM fiir Reaktionen nfteptid,
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gewaschen, in Ethanol (70%)getaucht und getrockbBeinach wurde jeder Filter in
Szintilationsflisssigkeit (3 mL) vermessen.

6.4.10 Konstruktion der Variante M.Sssl-H3-Tag

Als Ausgangmaterial wurde das Plasmid pBFH-M.Sesahgezogen. Zur Insertion des den
Histon-Tag kodierenden Duplex wurden die im FlagrEathaltenen Erkennungssequenzen
der Restriktionsendonukleasen R.Ncol und R.SalugegnDer Vektor wurde sequentiell mit
beiden Enzymen nach Herstellerangaben fragmenters, Agarosegelen ausgeschnitten,
gereinigt und die Konzentration im nachsten Agages@abgeschatzt. Das Insert wurde aus
zwei ODN hergestellt, die passende Basenitberhamgeplementdr zu den erzeugten
Vektorschnittstellen tragen. Die ODN wurden in 1Ligationspuffer (40 mM Tris-HCI,
10 mM MgCh, 10 mM DTT, 0.5 mM ATP, pH 7.8) bei RT hybrididievektor und Insert
wurden mit T4-Ligase bei 16°C Uber Nacht inkubient der komplette Ligationsansatz fur
die Transformation von salz-kompetenten XL-10 Zelkngesetzt. Gewachsene Kolonien
wurden Uber Nacht in LB-Medium mit Ampicillin (1Q0g/mL) angezogen, die Plasmid-DNA
isoliert und durch Sequenzierung Uberpruft. Ein $tarkt mit korrekter Sequenz (siehe
Anhang) wurde zur Transformation des ExpressiongsteER2148 durch Elektroporation

verwendet.

6.4.11 Reinigung der Variante M.Sssl-H3Tag

LB-Medium (10 mL) mit Ampicillin (100 pg/mL) und @tose (0.2 %) wurde mit einer
M.Sssl-H3-Tag tragenden Kolonie inokuliert und techt unter Schatteln bei 220 rpm und
37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden funf 1L BEneeyerkolben mit LB-Medium
(200 mL) und Ampicillin (100 pg/mL) mit der Uberrgkultur (jeweils 2 mL) beimpft und
bis zu einer OF° von 0.6 bei 220 rpm und 37° C geschiittelt. JedéuKwurde dann mit
einer 25%igen Arabinoseldsung (8 mL) induziert wedtere 4 h bei 30°C und 220 rpm unter
Schitteln inkubiert. Anschlie3end wurden die Zeltkimch Zentrifugation (4°C, 350 rpm,
30 min) geerntet und bei -20°C gelagert oder divediterverarbeitet.

Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis oder b8 4Zum Aufschluss mit Ultraschall wurden
die Zellen aus 1 L Kultur in Lysis-Puffer (40 mLQ 5nM NgH-PQ,, 300 mM NaCl, 1 mM
Imidazol, pH 8.0) resuspendiert und aufgeschlog&aschallung 6 x 2 min). Das Lysat
wurde bei 17.000 rpm fir 1 h zentrifugiert und déserstand auf eine mit Lysis-Puffer
equilibrierte His-SelectNickel-Affinitats-Saule (ca. 1 ml Saulenmaterialyifgetragen. Die
Saule wurde mit 10 SV Lysis-Puffer und 10 SV Wasgfgs (50 mM NaH,PO;, 300 mM
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NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8.0) gewaschen. Gebunderaeine wurden mit Elutionspuffer
(10 mL, 50 mM NaH,PQ,, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8.0) eluiert. D&luat
wurde in einem Amicon Centriprep-10 konzentrierit @lycerin (50%) versetzt und bei

-20°C gelagert.

6.4.12 Konstruktion des Plasmids pDest MLL4-Cterminal

Die Konstruktion der Primer, Ausfilhrung der PCR wodie Rekombinations-Reaktionen zur
Erstellung der Entry- und Expressionsklone wurdachnAngaben des Invitrogen Gateway-
Technology Handbuchs (Version E, 2003) ausgeflransformiert wurder.coli XL10-
Gold Zellen. Nach Préparation der Plasmid-DNA augtdter Entry-Klone wurden diese
durch Restriktionsverdau mit dem Enzym R.Bspl4QiflAnwesenheit des Inserts getestet.
Positive Plasmide wurden durch Sequenzierung beiGviBiotech mit den MWG-Primern
(M13uni (-21), M13rev (-29)) uberpruft. Ein Plasm{&ntry-Klon) mit richtiger DNA-
Sequenz wurde zur Generation des pDest-VektoreiRekombinations-Reaktion eingesetzt.
Der MLL4-pDest-Expressionsvektor wurde durch R&stnsverdau mit R.Bsp1407I

kontrolliert. Das fertige Konstrukt wurde zur Tréglgion humaner Zellkulturen verwendet.

6.4.13 Transfektion eukaryotischer Zellen

Alle Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10 Vol% FCS nd 1 Vol%
Penicillin/Streptomycin angezogen. Die transientan$fektion adherenter Zellen wurde mit
der Calcium-Phosphat Methode nach Busdetl (1994) durchgefihrt. Fur die Transfektion
wurden ca. 1D Zellen/10 cm Platte ausgesat. Am folgenden Tagdeudie DNA
(20 ug/Platte) vorbereitet. Sie setzt sich aus 5 @ Expressionsplasmids mit
rekombinantem Gen, 14 pg Leervektor (mit gleichammn®tor und Affinitats-Tag wie der
Expressionsvektor) und 0.5-1 pg Transfektionsmafkes. Histon H2-EGFP) zusammen.
Die gesamte DNA wurde in Cadb00 pL, 2.5 mM) verdinnt. Tropfenweise wurden HQ0

2 X Hebs-Puffer (274 mM NacCl, 42 mM HEPES, 9.6 mi@ZIK1.5 mM, NaH,PO,, pH 7.1)
unter standigem Mischen zugefiigt und der Ansataniib bei RT inkubiert. Anschlie3end
wurde die Lésung zu den Zellen pipettiert und digser Nacht inkubiert. Am folgenden Tag
wurden die Platten mit 1 x PBS-Puffa4( mM NaCl, 2.5 mM KCI, 2 mM N&lPQ,, 1.45 mM
KH,PO,, pH 7.3 gewaschen und mit frischem Medium fir weitere &d inkubiert. Die
Transfektionseffizienz konnte durch die Fluoreszéez Transfektionsmarkers im Mikroskop

Uberpruft werden.
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6.4.14 Reinigung der Variante HA-MLL4-C

Die Isolation und Reinigung des Enzyms mit HA-Tafplgte durch Immunoprazipitaion
(IP). Fir eine IP wurden auf jeweils 6 — 8 Plaite® cm) 16 HEK293T-Zellen ausgesaht und
transfiziert (s.0.). Alle weiteren Schritte erfagtauf Eis oder bei 4° C. Die Zellen wurden
mit 1 x PBS-Puffer gewaschen und in Frackelton-€ufl0 mM HEPES pH 7.5, 50 mM
NaCl, 30 mM NaP,0O7, 50 mM NaF, 5 uM ZnGJ 0.2% Triton X-100, 10% Glycerin, pH )
mit Proteinase-Inhibitoren (1 Tablette Complete i@ mL Lysat) lysiert. Das Lysat wurde
bei 13.200 rpm fir 15 min zentrifugiert. Der Ubarsl wurde mit einem Anti-HA Antikorper
(2 ng) versetzt und im Uberkopf-Schiittler 2 h inieub Protein-G Sepharose (80 pL) wurden
in Frackelton-Puffer equilibriert. Die SepharosetiRal wurden zum Antikérper-markierten
Lysat gegeben und 1.5 h unter Schitteln inkubiZig.Beads wurden bei 1500 rpm fur 2 min
abzentrifugiert, zweimal mit MLL-Puffer (2 ml, 50MhTris-HCI, 5 mM MgCh, 4 mM DTT,
pH 7.5) gewaschen und in Aliquots (15 pL) mit figesn Stickstoff eingefroren.

6.4.15 Herstellung eines Kernextraktes mit Ultraschall-Auschluss

Fur ein Endvolumen von ca. 500 pL mit einer Konegian von ~ 9 mg/mL werden zehn
dicht bewachsene Platten (10 cm) benétigt. Zumdarder Zellen wurden diese mit 1x PBS-
Puffer (je 5 mL) gewaschen, und mit Trypsin (je Odk) fir einige Minuten bei 37°C
inkubiert. Alle Zellen wurden mit Medium (6 mL) saendiert vereinigt (ca. 11 ml) und bei
1000 rpm fur drei min zentrifugiert. Der Niedersafplwurde einmal mit 20 mL 1 x PBS-
Puffer suspendiert und erneut wie oben zentrifighdte weiteren Schritte erfolgten auf Eis
oder bei 4°C. Das entstandene Zellpellet wurdeufieP A (2 mL, 10 mM HEPES pH 7.6,
5 mM MgCh, 10 mM KCI, 1.5 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 0.2 mM PMSBEufgenommen und
nach 10 min wieder bei 1000 rpm fir drei min zdéuagiert. Die Zellen wurden danach in
Puffer A (5 mL) aufgenommen und in einem Glas Hoemggtor Typ B Pestle durch 10 - 12
malige Auf- und Abbewegung homogenisiert. Das Lysatde fir 10 min bei 10 000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand mit der cytoplasmatest Fraktion wurde verworfen. Der
Niederschlag wurde in Puffer A mit 350 mM Sacchar@@smL) aufgenommen und erneut bei
10 000 rpm fur 10 min zentrifugiert. Die pellet@mt Zellkerne wurden in RIPA-Puffer
(5-7 mL, 10 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NacCl, 1% MB, 1% Desoxycholate, 0.1% SDS,
0.5% Aprotinin) aufgenommen und im Ultraschall bai 10% Intensitat mit ca. 20 Pulsen
aufgeschlossen. AnschlieBend wurde bei 13 200 gprt@ min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in einem Amicon Centriprep-10 durch wiedetd®IVerdinnen und Konzentrieren
weitgehend von endogenem AdoMet befreit, auf SD@ufkonzentriert, in 20 puL Portionen
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aufgeteilt und mit flissigem Stickstoff eingefrorddie Konzentration wurde anschliessend
mit der Methode nach Bradford bestimmit.

6.4.16 Herstellen eines Dignam-Kernextraktes

Fir ein Endvolumen von ca. 2.5 mL mit einer Konegatmn von ~ 3.5 mg/mL werden
12 dicht bewachsene Platten (10 cm) benétigt. Brnied Aufschluss der Zellen im
Homogenisator erfolgte wie oben beschrieben. Namim dufschluss wurde das Lysat in
Puffer A (5 mL) aufgenommen und bei 25 000 rpm 80 min zentrifugiert. Der
Kernaufschluss erfolgte durch Aufnehmen des Niatidages in Puffer C (3 mL, 20 mM
HEPES, 420 mM NacCl, 1.5 mM Mg&10.5 mM PMSF, 0.5 mM DTT, 25% Glycerin, pH
7.9) und 10 - 15 Auf- und Abbewegungen im Glas Hgemesator. Die erhaltene Suspension
wurde fur 30 min mit einem Magnetrihrer gerihrtd wanach bei 25 000 rpm flr 30 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde gegen Puffer1DL( 20 mM HEPES, 100 mM KClI,
0.2 mM EDTA, 0.5 mM PMSF, 0.5 mM DTT, 20% Glycerjpt 7.9) Uber Nacht dialysiert.
Das Dialysat wurde bei 25 000 rpm fir 20 min zémgiert, und in 20-50 pL Portionen mit
flissigem Stickstoff eingefroren. Die Konzentratismrde anschlieRend mit der Methode

nach Bradford bestimmt.

6.4.17 Enzymatische Peptid-Modifikation

Das fluoreszenzmarkierte Testpeptid wurde fir dizymatische Modifikation mit Protein-
MTasen immer 50 uM im jeweiligen Reaktionspuffer dotein-MTase eingesetzt. Die
Enzyme wurden stéchiometrisch zum Substrat eingesEtir den Cofaktor AdoPropen
wurde die Protein-MTase Dim-5 auch substéchiom#tr(.5 uM und 5 uM) eingesetzt. Alle
Reaktionsansatze (20 pl) enthielten jeweils Pref@nbitor Mix (5 puL, 1 Tablette
CompletePlus Mini in 1 mL O gelost), 300 uM Cofaktor (Konzentration dg@&pimers)
und den jeweiligen Reaktionspuffer (Dim-5: 50 mMy&h, 2 mM DTT, pH 9.8; Clr4:
50 mM Tris-HCI, 2 mM DTT, pH 8.5; MLL4: 50 mM TristCl, 5 mM MgCh 4 mM DTT,
pH 7.5). Kontrollreaktionen wurden ohne Substrad uwshne Enzym durchgefiihrt. Die
Reaktionen wurden mit Dim-5 bei 20°C, mit allen ereh Enzymen bei 30°C inkubiert. Fr
analytische HPLC-Laufe wurden zu den gewinschtdatpuigkten jeweils (Aliquots) 2 pL
entnommen, mit Puffer A (300 pL, System 1) verdiumd auf die HPLC-Saule aufgetragen.
Zur Reinigung des modifizierten Peptids wurde desagnte Reaktionsansatz appliziert und
die Fraktion mit modifiziertem Peptid gesammeltzDavurde jeweils Gradient 1 verwendet.

Die produkthaltigen Fraktionen wurden bis zur Trero& durch Gefriertrocknung eingeengt.

97



Materialien und Methoden

6.4.18 Biotinylierung mono-alkylierter Peptide mittels Click-Chemie

Das gereinigte Produkt (125 uM) nach Umsetzungl@sspeptids mit AdoEnIn durch Dim-5
wurde mit Biotinazid (1.2 mM), Prolin (1.2 mM), CG% (0.8 mM), Natriumascorbat (4 mM)
in NaH,PO,-Puffer (50 mM, pH 8.0) in einem Gesamtvolumen 20ruL aufgenommen. Der
Ansatz wurde mit Argon Uberschichtet und Uber Néawhit 30°C inkubiert. Der gesamte

Ansatz wurde auf die HPLC aufgebracht und mit Systeund Gradient 2 analysiert.

6.4.19 Enzymatische Histon-Modifikationen

Enzymatische Modifikationen wurden an rekombinantdiston H3.1 (NEB) durchgefihrt.
Reaktionsansatze (20 pl) enthielten Histon H3.5 (@®M), Dim-5 (stéchiometrisch zum
Proteinsubstrat), AdoEnIin (300 uMs-Epimer), Proteinase-Inhibitor (3 pL) in Dim-5
Reaktionspuffer (50 mM Glycin, 2 mM DTT, pH 9.8)duwurde bei 20°C fiir 1 h inkubiert.

6.4.20 Biotinylierung von Histonen

Direkt nach erfolgter enzymatischer Alkylierung ndier AdoEnIn-Seitenkette wurde der
Reaktionsansatz mit Biotinazid (1.2 mM), Prolin 2(1mM), CuSQ (0.8 mM) und
Natriumascorbat (4 mM) versetzt und eine Stunde8B&C inkubiert. Die Reaktionen wurden
mit 5 x-Probenpuffer (4.5% SDS, 25% Glycerin, 125mp Bromphenolblau, 1.6 M [3-
Mercaptoethanol) versetzt, bei 95°C fir 5 minitethund durch SDS-PAGE (15%)
analysiert. Zur Detektion wurden die Proteine SBmy-Blotting Puffer (25 mM Tris-HCI,
192 mM Gilycin, 20% Methanol, pH 8.3-8.8) bei 75 rfik 30 min auf eine Nitrocellulose-
Membran transferiert. Die Membran wurde anschliel¥é&n 1 h bei RT mit einer Losung aus
5% BSA in PBS-T Puffer (140 mM NacCl, 2.5 mM KClypiM NgHPO,, 1.45 mM KHPO;,
0.05% Tween-20) geblockt und danach 3 x mit 1 x HBBuffer gewaschen. Das Avidin-
Peroxydase-Konjugat (Vector Labs) wurde in einerdidanung von 1:1000 in PBS-T-Puffer
mit 5% BSA zugegeben und die Membran 45 min beirKUbiert. Anschliessend wurde 3 x
mit 1 xPBS-T gewaschen. Chemilumineszenz-Signaledevu mit dem Pico SuperSignal
ECL Western Blotting Substrat von Pierce in eine&A&L3000 (Fuijifilm) visualisiert.

6.4.21 Modifikation von Zielproteinen in Kernextrakten und anschlieRender Biotin-
Markierung durch Click-Chemie

FUr eine Markierungsreaktion wurden je 150-200 pegdtprotein aus den Kernextrakten
eingesetzt. Der Cofaktor AdoEnin wurde jeweils 300 (Konzentration dessEpimers)
eingesetzt. AulRerdem enthielten die Reaktionen efPrade-Inhibitor Mix (10 Vol%,
1 Tablette CompletePlus Mini in 500 pL® geldst), 15% Glycerin, 0.02% Triton X-100 in
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1 x Reaktionspuffer (50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCA mM DTT, pH 7.5). Kontrollen wurden
ohne Cofaktor durchgefiihrt, bzw. die Extrakte warddat 6.5 mM AdoMet bei 30°C fur 1 h
vor Zugabe von AdoEnIn inkubiert. Die Modifikatiarsktionen wurden fur bei 30° fir 1 h
durchgefuhrt. Fir die Biotin-Markierung wurde deaaRtionen Biotinazid (1.2 mM), Prolin
(2 mM), CuSQ (0.5 mM) und Natriumascorbat (10 mM) zugesetzt drese eine bei 30°C
fur 30 min inkubiert. Eine Kontrolle (nur Kernexita erfolgte durch Weglassen der Click-
Reaktion. Die Reaktionen wurden fur die Analyse \IMestern-Blot mit 5 x-Probenpuffer
(250 mM Tris-HCI, 12.5% SDS, 50% Glycerin, 1.6 M Mercaptoethanol,
0.25% Bromphenolblau, pH 6.8) versetzt, bei 95°€3imin erhitzt und auf ein SDS-Gel
(15%) aufgetragen. Fur das Isolieren der markiePiereine mit magnetischen, Streptavidin-
beschichteten Partikeln wurde der Kernextrakt régmhMarkierung mit Biotin direkt weiter

verwendet.

6.4.22 Isolieren Biotin-markierter Proteine mit magnetischen Streptavidin-Beads

Fur jeden Ansatz (markierten Kernextrakt sowie &lentrollen) wurden jeweils 75 pL
magnetische, Streptavidin-beschichtete Partikebtigin Diese wurden drei mal mit B&W-
Puffer (200 pl, 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1M NaC| 500 ppm Octyl-%-
glucopyranosid, pH 7.5) gewaschen. Aul3erdem wuiblejedden Ansatz eine Zeba-Saule
vorbereitet, indem jede Saule viermal mit B&W-Puff@00 pL) versetzt und bei 1500 g fur 1
min zentrifugiert wurde.

Die Markierungsreaktionen wurden bei 13 200 rpm déAi@ fur 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde auf die Zeba-Saulen aufgetragenbend500 g fur 1.5 min zentrifugiert.
Danach wurden diese zweimal mit B&W-Puffer, zweimat H,O und wieder zweimal mit
B&W-Puffer gespiilt (s.0.). Danach wurde der Durahldes ersten Saulenspiilgangs erneut
auf die Saule gegeben, direkt auf die Partikel fimdi5 min bei 4°C geschittelt. Mit einem
starken Magnet wurden die Partikel an der GefaRBwaodzentriert, der Uberstand
abgenommen und die Proben zweimal mit B&W Puffew§ils 190 uL), Basic Waschpuffer
(jeweils 190 pL, 50 mM NEDAc, 500 ppm Octyl-®-glucopyronosid, pH 9.0), wieder mit
B&W Puffer (jeweils 190 puL) und zum Schluss mitQH (jeweils 190 pL) gewaschen. Bei
jedem Pufferwechsel wurde die Probe aul3erdem imeues Eppendorfgefald tberfihrt. Die
Partikel wurden in 1 x Probenpuffer (15 pL, s.ajggnommen, 5 min bei 95°C erhitzt und
auf einem 15%igen SDS-Gel mit anschlieRender Sdbdaung analysiert. Alternativ wurden
die mit Proteinen beladenen Partikel zur Firma Ggar GmbH, Berlin, geschickt und die

Proteine durch HPLC-ESI-MS nach Trypsin-Fragmeuntigranalysiert.
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6.5 Chemische Synthesen

6.5.1 Synthese des AdoMet Analogons AdoEnIn

(6]
X I NaOH, DCM N 0
N o~oH + HCoS=Cl ———3 \\//\o-'s!-CHg
o RT, U.N. I
(6]
CsHeO CH3CIO,S CeHgO3S
Exakte Masse: 82.04 Exakte Masse: 113.95 Exakte Masse: 160.02
Molekulargewicht: 82.10 Molekulargewicht: 114.55 Molekulargewicht: 160.19
C02 H2N.,' COzH
« NH;  CH,COOH/ NH2
(e} HCOOH N
Mo_ﬁ_CH3 + </ f\) N @ </ | :)N
%
a \\//\,,s NS
RT, 14 h (e}
HO OH HO OH
AdoHcy AdoEnin
C14HaoNgOsS C1gHo5Ng0sS"
Exakte Masse: 384.12 Exakte Masse: 449,16

Molekulargewicht: 384.41 Molekulargewicht: 449,50

Vor der Synthese wurde der technische Alkohol 2t&ted-in-1-ol destilliert. NaOH
(12 mmol, 480 mg) und Mesylchlorid (11 mmol, 1.26vgurden in Dichlormethan (12 ml)
geldst und auf 0°C gekuhlt. Alkin-Alkohol (10 mmd@21 mg) wurde zugegeben und der
Ansatz bei RT Uber Nacht gerihrt. Am nachsten Tagder der Ansatz mit gesattigter
NaHCO-Losung versetzt, dann gewaschen bis die wassigesd’basisch blieb und die
organische Phase bis zur Trockene eingeengt. Dapr&aukt wurde als gelbes, zahfllissiges
Ol erhalten und ohne weitere Aufarbeitung sofamngesetzt. In einen Kolben (10 mL) wurde
AdoHcy (26 umol, 10 mg) eingewogen. Der aktiviektkohol wurde in einem Gemisch aus
Ameisensaure/Essigsaure (2.5 mL, 1:1, v/v) gel@stm AdoHcy getropft und der
Reaktionsansatz 14 h bei RT gerthrt. Anschlie3endevdie Reaktion mit $#0 (30 mL)
gequencht und dreimal mit Diethylether (je 60 mkjrahiert. Die wassrige Phase wurde
durch HPLC (Gradient 4 praparativ, System 2) gégeirDie produkthaltigen Fraktionen
(Retentionszeit t = 15 min) wurden vereinigt und bur Trockene lyophilisiert. AdoEnIn
wurde als weiler, flockiger Feststoff erhalten450 pL (deuteriertem) #D aufgenommen
und die Konzentration durch UV-Spektroskopigs{ = 15 400 L/mol x cm) bestimmt. Das
Produkt lag als Epimerengemisch am Schwefel ménaiiverhaltnis von ca. 1:1 vor.
Ausbeute: 58 % (26.0 pumol, 11.7 mg)

ESI TOF MS: Masse beobachtet: 449.157, berechA8t160
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'H NMR (500 MHz, DO, pD 3.5) 5 2.38 (q,°J = 5.9 Hz, 2H, 1), 3.50 (s, 0.5H, H5"), 3.54
(s, 0.5H, H5"), 3.56 — 3.68 (m, 2Hy}13.81 —3.91 (m, 2H, H5"), 3.95 —3.99 (m, 1Hy)H
4,21 (d,%3 = 7.6 Hz, 1H, H1"), 4,25 (d) = 7.6 Hz, 1H, H1"), 4.53 — 4.61 (m, 1H4M 4.71

(t, *J = 6.0 Hz, 0.5H, H3"),4.77 () = 6.0 Hz, 0.5H, H3"), 4.85 — 4.90 (m, 1H, H2'\/%(d,

3) = 16.2 Hz, 0.5H, H3"), 5.92 (&) = 15.9 Hz, 0.5H, H3"), 6.07 (dft) = 7.6, 15.9 Hz, 0.5H,
H2"), 6.13 —6.22 (m, 0.5H, H2"), 6.18 {d,= 3.4 Hz, 1H, H1'), 8.45 (s, 1H, arom. H), 8.47 (s
1H, arom. H).

6.5.2 Synthese von Biotin-PEG-Azid

(o]
i A
HNJLNH HN NH
o Hen e H DMSO H H (1%
—>» N3 N
Na s fSoho e + &O s RT,2h \'{’\O/*s/ s
3 (@]
O
0 Biotinazid
CSH18N4O3 C14H19N3O5S C18H32NGO5S
Exakte Masse: 218.14 Exakte Masse: 341,10 Exakte Masse: 444.22
Molekulargewicht: 218.25 Molekulargewicht: 341,38 Molekulargewicht: 444.55

11-Azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amin (1 mmol, 218r8§) wurde in DMSO (5 mL) geldst

und mit Triethylamin (5 mmol, 35.6 uL) versetzt. ia@h wurde Biotin-NHS-Ester (0.29
mmol, 100 mg) zugesetzt und die Mischung 2 h bei g&€fuhrt. Fllichtige Bestandteile
wurden am Hochvakuum entfernt, wobei ein weil3-gefeststoffs zurlickblieb. Der Feststoff
wurde in Methanol resuspendiert und Uber eine Hgetsiule mit 20% Methanol in

Dichlormethan gereinigt. Biotin-PEG-Azid wurde alsil3licher Feststoff erhalten.

Ausbeute: 11% (25 pmol, 11 mg)

ESI TOF MS (m/z): Masse beobachtet: 445.223, bewtcd45.223
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'H-NMR (300MHz, [Dg]DMSO0): & = 1.24 — 1.68 (m, 6H, Biotin-Linker-H), 2.06 @] =
7.2 Hz, 2H, Biotin-Linker CHCO), 2.58 (d2J = 12.3 Hz, 1H, SChh), 2.82 (d2J = 12.5 Hz,
3)=5.3 Hz, 1H, SCbb), 3.01 — 3.12 (m, 1H, SQH3.18 (g,2J = 5.8 Hz, 2H, CHNH), 3.36 —
3.62 (m, 14H, PEG-H), 4.09 — 4.16 (m, 1H, SCHCH31 (dd2J = 5.4 Hz,*J = 7.5 Hz, 1H,
SCH,CH), 6.35 (s, 1H, Biotin-NH), 6.41 (s, 1H, Biotin-NHJ.83 (t,%J = 5.6 Hz, 1H, PEG-
NH)
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6.6 Anhang

pBFH-M.SssI-H3Tag

#BzsHII
#Hrul
*B=spEl
PFIMI

#rgel
ORF=: BstELI
a: 428 aa *Clal #M1uI
b: 309 aa #Bzp0l BamHI
i 286 aa M=il
d: 133 aa #B=abl ::etll
e
f
g

1120 aa Bacl Neal

Fuull
#3all

1108 aa AFLII
@100 aa

#5gral
#AFel Econiosl

*BanB1 #hal

Pcil Sacl

5800 hbp

ALwNI

&

Sphl Pstl

(S

Psil

Scal
*Pyul
#F=pl
Azel
MmeAIII
*Bg11
Epml
AR
i A=rd)
*Bzaf]
#0ralll

MSssl-H3-Tag Aminosaure-Sequenz:
MVARTKQTARKSTGGKAPRKQLVDMD KDDDDKCMSKVE
NKTKKLRVFEAFAGIGAQRKALEKVRKDEYEIVGLAEWYVP
AIVMetYQAIHNNFHTKLEYKSVSREBMIDYLENKTLSWNSK
NPVSNGYWKRKKDDELKIITYNAIKLSEEKEGNIFDIRDLYKRT
LKNIDLLTYSFPCQDLSQQGIQKGMRGSGTRSGLLWEIERA
LDSTEKNDLPKYLLMENVGALLHKKNEEELNQWKQKLESLG
YONSIEVLNAADFGSSQARRRVFMIBLNEFVELPKGDKKPK
SIKKVLNKIVSEKDILNNLLKYNLTEFKKTKSNINKASLIGYS
KFNSEGYVYDPEFTGPTLTASGANSIKIKDGSNIRKMNSDE
TFLYMGFDSQDGKRVNEIEFLTENQKFVAGNSISVEVLEAII
DKIGGSHHHHHHC
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Ha-MLL-C Aminosaureseuqgenz:

MGVDDGTDSEAEAVQQPRGQGTPPPEGVVRAGVLGAAGD
RARPPEDLPSEIVDFVLKNLGGPGDGAGPREESLPPAPPLA
NGSQPSQGLTASPADPTRTFAWLP@®SGVRVLSLGPAPEPPK
PATSKIILVNKLGQVFVKMAGEGEPWPPVKQPPLPPTISPTA
PTSWTLPPGPLLGVLPVVGVVRPAPPPPPPLTLVLSSGPASP
PRQAIRVKRVSTFSGRSPPAPPPYKWARLDEDGEASEDTPQV
PGLGSGGFSRVRMKTPTVRGVLDLDRGEPAGEESPGPLQER
SPLLPLPEDGPPQVPDGPPDLLLESM\HHYSGEASSSEEEPPS
PDDKENQAPKRTGPHLRFEISSEDGNVEAESLEGAWRTLIE
KVQEARGHARLRHLSFSGMSGARLLEBHHDAVIFLAEQLPG
AQRCQHYKFRYHQQGEGQEEPPLNRHAARAEVYLRKCTFD
MFNFLASQHRVLPEGATCDEEEDEVQRSTRRATSLELPMA
MRFRHLKKTSKEAVGVYRSAIHGRGECKRNIDAGEMVIEY
SGIVIRSVLTDKREKFYDGKGIGCYMRMDDFDVVDATMHG
NAARFINHSCEPNCFSRVIHVEGQKIKIFALRRILRGEELTY
DYKFPIEDASNKLPCNCGAKRCRRFN
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