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Definition epigenetischer Begriffe

Definition epigenetischer Begriffe

Acetylspezifitat

Acylspezifitat

Bindungsspezifitat

Chromatin

cross-talk

Einzel-PTM

Epigenetik

eraser

Histon

Histonoktamer

Histonvariante

Histonvariantenspezifitat

Kreuzreaktivitat

Methylierungsgrad

Methylspezifitat

modifikationsspezifische Antikorper

Fahigkeit zur affinen Bindung von acetylierten Lysinseitenket-
ten

Fahigkeit zur affinen Bindung von acylierten Lysinseitenket-
ten

Eigenschaft von Proteinen zur affinen Bindung an (modifizier-
te) Peptide oder Proteine

geordnete kompakte Struktur aus DNA, Histonen und ande-
ren Proteinen, die das Chromosomen bilden

gegenseitige Beeinflussung benachbarter PTMs

innerhalb eines Peptids ist eine einzelne Aminosaure modifi-
ziert

Modifikationen des Genoms und des Chromatins, die zu einer
Veranderung der Funktion und/oder Regulation dieser Mole-
kile fuhrt, ohne dabei die Nukleotidsequenz zu verdndern
Enzyme, die eine posttranslationale Modifikation entfernen
basische Proteine mit einem Molekulargewicht von 22,6 kDa
(H1), 14 kDa (H2A), 13,8 kDa (H2B), 15,3kDa (H3) und
11,2 kDa (H4)

bestehend aus vier Paaren von Histonmolekilen (H2A, H2B,
H3 und H4)

Histone, die sich in einer oder wenigen Aminosduren von
dem konservierten Histonproteinunterscheiden

Fahigkeit zur affinen Bindung an eine Histonvariante
Fahigkeit zur affinen Bindung eines Antikérpers an unter-
schiedliche Antigene, die dem urspriinglichen Antigenepitop
dhneln

Mal} der Methylierung (mono- di- oder trimethylierte Lysine,
mono-, symmetrisch oder unsymmetrisch dimethylierte Argi-
nine)

Fahigkeit zur affinen Bindung von methylierten Lysin- bzw.
methylierten Argininseitenketten

Antikorper, die posttranslational modifizierte Aminosauren
binden, unabhangig von der umgebenden Aminosdurese-

quenz

Vi



Definition epigenetischer Begriffe

Modifikationsstelle

multiple PTMs

Nukleosom

Phosphorspezifitat

polyacetyliert

Posttranslationale Modifikation

Readerdoménen

Sequenzspezifitat

sequenzspezifische Antikorper

Substratspezifitat

writer

Zielmodifikationsstelle

eine Aminosaureseitenkette innerhalb eines Proteins, die
posttranslational modifiziert werden kann; z.B. H3K9ac
innerhalb eines Peptids sind mehrere Aminosauren modifi-
ziert

funktionelle Untereinheit der Chromatinstruktur; ein Nukleo-
som setzt sich aus DNA (146 Basenpaare) und den vier Paaren
von Histonmolekilen (H2A, H2B, H3 und H4) zusammen
Fahigkeit zur affinen Bindung von phosphoryliertem Serin,
Threonin oder Tyrosin

innerhalb eines Peptids sind mehrere Lysine acetyliert
Veranderungen von Proteinen, die nach der Translation statt-
finden

Proteindomanen, die posttranslationale Modifikationen bin-
den

Eigenschaft eines Proteins eine bestimmte Aminosdure-
sequenz zu binden

Antikorper, die posttranslational modifizierte Aminosauren in
einer speziellen Aminosauresequenz binden; z.B. anti-
H3K9me1l-Antikorper

Eigenschaft von Enzymen ihre Substrate zu binden

Enzyme, die eine chemische Gruppe von einem Co-Substrat
auf das Substrat (ibertragen

eine modifizierte Aminosaureseitenkette innerhalb eines

Proteins, die fiir ein bestimmtes Protein spezifisch ist

Vii



Abkirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Ac Acetyl-

Ac-CoA Acetyl-Coenzym A

ACN Acetonitril

ADP Adenosindiphosphat

Ak Antikorper

ARTD ADP-Ribosyltransferase

AS Aminosdure

ATP Adenosintriphosphat

BRD Bromodomane

BRD4 Bromodomanen-enthaltene Protein 4
BSA Bovines Serum Albumin

CHD1 Chromodomane 1

ChlP Chromatin-Immunprazipitation

Cit Citrullin

CST Cell Signaling Technologies

DNA Desoxyribonukleinsadure

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethylenglycoltetraacetat

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Flag Sequenz: DYKDDDDK

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-

GNAT GCN5-verwandteN-Acetyltransferasen
GST Glutathion S-Transferase

H1/H2A/H2B/H3/H4  Histonprotein

HCl Salzsdure

HDAC Histon-Deacetylasen

HEPES 2-(4(-2-Hydroxyethyl)-1piperazinyl)-ethansulfonsaure

HP1 Heterochromatinbindeprotein 1

HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high performance liquid chroma-
tography)

IgG Immunglobulin G

Kac acetyliertes Lysin

KAT Lysinacetyltransferase

viii



Abkirzungsverzeichnis

Kbut
Keat/Kwm
Keat

KCl

Ker

kDa

Km

Kmal
Kmel/2/3
Kmyr
Kmod
Kprop
Ksuc

LU
MALDI-ToF

MBHA
MBq
MgCl,
MnCl,
MS
MSK1
MYST
Mytl

NAD*
Nacl
p300
PARP
PBS
PCAF

pH
PP1

butyryliertesLysin

katalytische Effizienz

Wechselzahl

Kaliumchlorid

crotonyliertes Lysin

Kilodalton

Michaelis-Menten-Konstante

malonyliertes Lysin

methyliertes (mono-, di-, trimethyliertes) Lysin

myristoyliertes Lysin

modifiziertes Lysin

propionyliertes Lysin

succinyliertes Lysin

Light Units (Einheit der Signalintensitaten der Peptidmikroarrays)
Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation und Massenspektrometrie
mit Flugzeitanalysator (Matrix-assisted Laser Desorption/lonization, time of
flight)

4-Methyl-Benzhydrylamin

Mega-Becquerel

Magnesiumchlorid

Manganchlorid

Massenspektrometrie

Mitogen- und Stress-aktivierte Proteinkinase 1

MOZ, YBF2/Sas3, Sas2, und Tip60

Membran-assoziierte Tyrosin- und Threonin-spezifische Cyclin-abhadngigen
Kinase (Cdc2)-inhibierende Kinase

Nicotinamidadenindinukleotid

Natriumchlorid

300-kDa Protein

Poly-ADP-Ribosyltransferasen

Phosphate buffered saline (Phosphat gepuffertes Salz)

p300/CREB (cAMP-Response Element Binding)-Bindeprotein Assoziationsfak-
tor

pH-Wert

Protein Phosphatase 1



Abkirzungsverzeichnis

Prki
PRMT5-MEP50
PTM
Rmel/2a/2s
SH2

SH3

Sirt

Sph

SPIN1

SPPS

TBS

TBST

tBu

TFA

Tip60

Tph

Tris

Weel

X

Yph

PKC-verwandte Kinase 1

Protein ArgininN-methyltransferase5-Methylomprotein 50
Posttranslationale Modifikation

methyliertes (mono-, asymmetrisch di-, symmetrisch dimethyliertes) Arginin
Proteindomane Src-homology 2

Proteindomane Src-homology 3

Sirtuin

phosphoryliertes Serin

Spindlinl

Festphasenpeptidsynthese (Solid phase peptide synthesis)

Tris buffered saline (Tris gepuffertes Salz)

Tris buffered saline Tween (Tris gepuffertes Salz mit Tween20-Zusatz)
tert-Butyl

Trifluoressigsaure

60-kDa Tat-interacting protein

phosphoryliertes Threonin
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol

WeelA Proteinkinase

beliebiger proteinogener Aminosaurerest

phosphoryliertes Tyrosin

Die verwendeten Drei- und Einbuchstaben-Codes der Aminosauren entsprechen denVorschldagen der

IUPAC-IUB-Kommission fiir biochemische Nomenklatur.!

Englische Begriffe, fiir die kein deutsches Aquivalent existiert, sind im Text kursivgeschrieben. Dies

gilt ebenfalls in zusammengesetzten Wortern.



1 Einleitung

1.1 Posttranslationale Modifikationen und epigenetische Modulation

Histone sind konservierte kleine basische Proteine, die ausschlielRlich im Zellkern eukaryotischer Zel-
len vorkommen. Diese Histone ermdglichen es, die DNA innerhalb des Zellkerns zu kondensieren,
indem die DNA um die Histone gewunden ist. Dabei bildet sich eine geordnete kompakte Struktur
aus, das Chromatin (Abbildung 1.1). Chromatin dient dem Schutz der DNA vor Beschadigung und
reguliert zusatzlich den Zugang von Faktoren, die fiir die Transkription, Replikation und Reparatur der
DNA wichtig sind.

Es ist bekannt, dass die Histone, und besonders ihre unstrukturierten N-terminalen Regionen, von
einer Vielzahl von posttranslationalen Modifikationen adressiert werden.? Dabei wird die Chromatin-
struktur entweder direkt durch posttranslationale Modifikationen gestort oder die Modifikationen

beeinflussen die Rekrutierung von Histon-modifizierenden Enzymen.

DNA-Doppelhelix

Chromosom 1400 nm

Abbildung 1.1: Aufbau des Chromatins. Die DNA wird Gber mehrere Stufen (Histone mit umwundener DNA, Nukleosomen,
Chromatin) kondensiert und bildet schlieBlich das Chromosom. Abbildung modifiziert nach3.

Epigenetische Modulation findet hauptsachlich am Nukleosom statt. Das Nukleosom setzt sich aus
vier Paaren von Histonmolekilen (H2A, H2B, H3 und H4) zusammen, die zusammen ein Oktamer
bilden, welches wiederum 1,7mal mit DNA (146 Basenpaare) umwickelt ist. Die Nukleosomen wer-

den Uber eine sogenannte Linker-DNA miteinander verbunden. Ein flinftes Histonprotein, Histon H1,



1 Einleitung

bindet an diese Linker-DNA und ermdglich somit noch eine weitere Verdichtung zwischen den Nukle-
osomen. Damit wird die Chromatinstruktur zusatzlich stabilisiert (Abbildung 1.1). Die Modifikation
der Histonproteine flhrt dabei entweder zu einer offeneren Struktur mit einer lockerer gebundenen
DNA oder zur Kondensation des Chromosomens.*™®

Das Chromatin wird in zwei Formen unterschieden: zum einen das Heterochromatin, welches die
hochkondensierte Form (viele Histonmethylierungen und -phosphorylierungen) mit den meist inakti-
ven Genen bezeichnet® und zum anderen das Euchromatin mit einer relativ offenen Anordnung (vie-
le Histonacetylierungen), die die meist aktiven Gene enthilt.}%1?

Besonders die zwischen 13-40 Aminosdure langen aus dem Oktamer herausragenden N-terminalen
Regionen der Histonmolekiile sind interessant. An diesen N-terminalen Regionen sind die meisten
posttranslationalen Modifikationen (PTMs) lokalisiert. Die Modifikationen treten an den Seitenketten
der Aminosauren auf. Die verwendete Nomenklatur der Modifizierungen beschreibt zuerst die Refe-
renz zum Histon (z.B. H3), gefolgt von der modifizierten Aminosaure im Einbuchstabencode (z.B. K9
fiir das Lysin 9) und schlussendlich die Modifikation selbst (z.B. ac fiir Acetylierung). Die Modifizie-
rung des Beispiels lautet daher H3K9ac.

Histonmodifikationen sind zwischen den Spezien konserviert. In Anbetracht der Komplexitat der the-
oretisch moglichen Kombinationen von Histonmodifikationen ist es entscheidend zu bestimmen,
welche dieser Modifikationen tatsachlich auch in vivo vorkommen und was ihre Funktion sein kdnn-

ten.

1.2 Methoden zur Identifikation von posttranslationalen Modifikationen

1.2.1 Massenspektrometrie

Massenspektrometrie (MS) wird hauptsachlich fir die Bestimmung des Molekulargewichtes von Pep-
tiden oder von Proteinen verwendet. Dies ermoglicht auch die Analyse posttranslational modifizier-
ter Proteine.!32

Vor der massenspektrometrischen Analysesteht die Isolation der zu untersuchenden Komplexe durch
Immunoprazipitation oder Affinitdtschromatographie und deren Auftrennung mittels zweidimensio-
naler Gelelektrophorese. Im Falle der Untersuchung von PTMs werden die Peptide lber reversed-
phase Chromatographie mit anschlieRender Fraktionssammlung aufgetrennt, denen die massenspek-
trometrische Analyse folgt. Die gewonnenen Peptide, sowie deren durch tryptischen Verdau gene-
rierte, kiirzere und leichter zu handhabende Peptidfragmente, werden anschlieend im Massenspek-
trometer ionisiert. Das Instrument misst fir jedes Peptidion das Masse/Ladungs-Verhaltnis (m/z) und
dessen Intensitdt. Anhand der bekannten Schnittstelle des untersuchten Enzyms kann ein Computer-

programm die einzigartigen Aminosauresequenzen fiir jedes Peptid, basierend auf dessen Masse,

bestimmen. Das Molekulargewicht und die Ladung des Restes, wie beispielsweise die Phosphatgrup-
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pe, sind ebenfalls (u.U. durch den Abgleich mit einer Datenbank) bekannt. Die Datenbankanalyse
Ubersetzt die gemessenen Unterschiede der m/z-Verhaltnisse in Protein-Haufigkeitsunterschiede.

Je nach Anwendungsfall kdnnen der ,einfachen” massenspektrometrischen Bestimmung noch weite-
re Schritte folgen. Nach dem ersten MS-Schritt werden bestimmte Peptidionen erst isoliert. Dann
wird durch die Kollision mit inertem Gas Energie zugefiihrt, sodass die Peptidionen weiter fragmen-
tiert werden. Diese Peptidfragmente werden durch einen zweiten MS-Schritt analysiert und erneut
das m/z-Verhiltnis fir jedes ,fragmentierte” Peptidion bestimmt. Diese Prozedur wird MS/MS ge-
nannt.®Am Ende der massenspektrometrsischen Analyse ist es méglich die molekulare Dekoration
der untersuchten Probe zu ermitteln. So kann auch die Sequenz eines Histonpeptids, einschlieBlich
der posttranslationalen Modifikation, bestimmt werden.?®

Massenspektrometrie ermoglicht die simultane Messung tausender Proteine und Peptide. Dabei
konnen sowohl gereinigte Proteine als auch Proteinmischungen, z.B. aus Zelllysaten, analysiert wer-
den.?"?Weitere Vorteile sind, dass keine Markierung der Peptide oder Proteine notwendig ist und
auch noch Proteinkonzentrationen im unteren femtomolaren Bereich detektiert werden kénnen.?%3!
Wie jede andere Methode auch, besitzt MS jedoch einige Limitierungen: Es ist oft eine extensive
Probenvorbereitung durch Reinigung der untersuchten Peptide und Proteine durch chromatographi-
sche Methoden erforderlich. Die analytische Sensitivitdt kann hier durch die Probenvorbereitung zur
Entfernung von haufig vorkommenden Proteinen verbessert werden. AuBerdem sind viele Proteine
instabil und Degradation wahrend der Probenpraperation oder Lagerung beeintrachtigen die Pro-
teinidentifikation. Auch sind einige modifizierte Peptide schlechter ionisierbar (z.B. phosphorylierte
Peptide) oder die Modifikation (z.B. Sulfatierung) ist nicht detektierbar. Zudem kann die automati-
sche Proteinidentifikation durch Datenbankabgleich zu uneindeutigen Ergebnissenfiihren, da viele
Peptide zwar die gleiche Masse, aber unterschiedliche Aminosduresequenzen besitzen. Bioinformati-
sche Algorithmen und statistische Methoden, wie beispielsweise False Discovery Rate, konnen helfen
die entsprechenden Anpassungen vorzunehmen, die die Identifikation der ,,wahren” Proteinh&ufig-

keitsunterschiede erlauben.??%¢

1.2.2 Antikérper-basierte Methoden

Die Antikorper-basierten Methoden verlassen sich auf die Verfligbarkeit geeigneter Antikorper, die
die spezifischen Modifikationen an Histonen detektieren. Dabei gibt es einerseits die pan-
spezifischen Antikorper, die die Detektion spezifischer Aminosduremodifikationen ermdéglichen. Bei-
spielsweise detektieren die anti-Kac-Antikorper alle acetylierten Lysine in den Histonen (und anderen
Proteinen) und zwar unabhédngig von den umgebenden Aminosduren. Diese Antikdrper werden in
dieser Arbeit als modifikationsspezifische Antikérper bezeichnet. Andererseits gibt es die modifikati-

ons- und sequenzspezifischen Antikorper, die spezifisch die Aminosauremodifikation innerhalb einer
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spezifischen Aminosdaureumgebung detektieren, wie z.B. die Histon H4 Lysin 16 Acetylierung (anti-
H4K16ac-Antikorper). Diese Antikorper werden in dieser Arbeit als sequenzspezifische Antikorper
bezeichnet®2. Antikdrper werden in verschiedenen Anwendungen, wie z.B. Western Blot, enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), Immunofluoreszenz und Immunoprézipitation eingesetzt. Hier-
bei wurden auch verstarkt Untersuchungen am Chromatin mittels einer Variation der Immunprazipi-
tation, der sogenannten Chromatin-Immunprazipitation (ChIP)*?, verwendet. ChIP beinhaltet zuerst
die Behandlung des Zelllysats oder der Gewebeprobe mit einem cross-linking Reagenz, wie z.B. For-
maldehyd, um die Histone mit dem Chromatin zu vernetzen. Das Chromatin wird im Ultraschallbad
oder mit Nuklease behandelt, um kurze DNA-Fragmente zu generieren. Das resultierende Fragment
wird mittels eines geeigneten gegen die gewiinschte Histonmodifikation gerichteten Antikorpers
immunprazipitiert. Wenn die putative Histonmodifikationsstelle innerhalb eines Gens oder Promo-
ters bekannt ist, kann durch quantitative Polymerasekettenreaktion (PCR) die Anwesenheit der un-
tersuchten Modifikation an einer definierten Stelle quantifiziert werden.

Eine sehr leistungsstarke Adaption der ChIP-Technik kann durch die Kopplung an massive parallele
DNA-Sequenzierung erfolgen; eine Technik, die als ChIP-Seq bezeichnet wird. In dieser Prozedur wird
die immunprazipitierte DNA (z.B. das selektiv angereicherte Chromatin) direkt sequenziert, um die
genomischen Loci, die an das Antikorperziel (z.B. das spezifisch modifizierte Histon) gebunden sind,
zu bestimmen.3* Auf diesem Weg kann jede Histonmodifikation, solange ein dafiir spezifischer Anti-
korper existiert, liber das gesamte Genom entschlisselt werden.

Allerdings bendétigt ChIP affine und spezifische Antikorper. Denn da Antikorper stabil und 16slich sind
und reichlich vorkommen, sollte die Qualitdt und Spezifitdt der eingesetzten Antikdrper vor dem
experimentellen Einsatz lberprift werden.**Die Reproduzierbarkeit der Antikdrperbindung kann
hierbei durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden. Ein Faktor ist die Kreuzreaktivitat des Anti-
korpers. Hier bindet der Antikérper nicht nur an das Zielantigen bzw. die angezielte Modifikation,
sondern zusatzlichan andere Proteine.?®3’Die Kreuzreaktivitat kann auch zur Epitoperkennung in
Abwesenheit der angezielten PTM fiihren.®Aber auch eine Sensitivitit gegeniiber benachbarten
PTMs auf die Antikérperbindung(z.B. durch Epitopmaskierung®®) und eine Unfdhigkeit zur Unter-
scheidung der Methylierungsgrade eines speziellen Restes (z.B. mono-, di- oder trimethylierte Lysine)
wurde festgetellt.34-*Weitere Faktoren sind die Variabilitdt der Antikdrper (unterschiedliche Pro-
duktionschargen kénnten von einer anderen Zusammensetzung der Tiere kommen und dadurch un-
terschiedliche Bindungsspezifititen zeigen)*>**, Unterschiede in der Affinitat*:, sowie die falsche
Anwendung (unterschiedliche Experimente und experimentelle Bedingungen kdnnten die Protein-
struktur und damit auch deren Bindungseigenschaften verdndern). Damit kann eine ,schlechte”
Wahl des eingesetzten Antikorpers zu fehlerhaften Schlussfolgerungen Uber die Lokalisation und

Funktion der untersuchten Histonmodifizierungen fiihren.?®> Dies verlangt nach Methoden, die die
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Qualitat der Antikorper vor dem Einsatz kontrollieren und damit eine akkurate Dateninterpretation

erlauben.

1.3 Peptidmikroarrays

Fir die systematische Charakterisierung von Protein-Protein-Interaktionen und die Identifizierung
enzymatischer Reaktionen haben sich Protein- und Peptidmikroarrays als wertvolle Werkzeuge er-
wiesen. Gegenlber Verfahren, wie MS oder ELISA, und den Mikrotiterplatten, stellen die Mikroarrays
eine konsequente Weiterentwicklung des , wells without walls“-Prinzips dar. Die durch den Fortfall
der Wander erreichte Zweidimensionalitdt der Mikroarrays stellt dabei einen Vorteil gegeniber der
Mikrotiterplatte dar, weil keine Volumina wegen der Fiillhéhe mehr bendtigt werden.Damit stellen
Protein- und Peptidmikroarrays ein miniaturisiertes Analysesystem dar, welches bei minimalem Pro-
beneinsatz innerhalb kurzer Zeit tausende von Verbindungen (DNA, Zucker, Proteine, Peptide) paral-
lel untersucht. Potentielle Enzymsubstrate oder Bindungspartner konnen dadurch schneller und kos-
tengiinstiger durch verringertes Probenmaterial (wenige Nanogramm der Verbindung reichen*®)und
héheren Probendurchsatz identifiziert werden.

Gegeniiber Proteinmikroarrays besitzen Peptidmikroarrays eine Reihe von Vorteilen: die Peptide sind
kostengiinstig vollautomatisch synthetisierbar und erlauben den Einbau von definiert (posttranslati-
onal) modifizierten und unnatirlichen Aminosaurederivaten. Peptide sind stabiler und robuster als
Proteine, zudem sie in den meisten Reaktionsbedingungen ihre biologische Aktivitdt beibehalten.
Peptidmikroarrays sind einfacher zu lagern, da eine Denaturierung, wie bei Proteinen, nicht beachtet
werden muss, und bieten eine Langzeitstabilitat.***°Weiterhin sind Peptidmikroarrays beziglich der
Beladung der Spots wesentlich homogener, da davon ausgegangen werden kann, dass bei gleicher
Lange der Peptide der Platzbedarf sehr dhnlich ist.Der Hauptvorteil von Peptidmikroarrays ist jedoch
der parallele Durchsatz, der es ermdoglich innerhalb kurzer Zeit ein Proteom (in Form (iberlappender
Peptide)durchzumustern.%>?

Der Aufbau der in dieser Arbeit verwendeten Peptidmikroarrays ist in Abbildung 1.2 dargestellt und
zeigt die Unterteilung eines Peptidmikroarrays in drei Unterbereiche (= Subarrays). Jeder dieser Un-
terbereiche enthalt eine definierte Peptidbibliothek, die dreifach in demselben Layout angeordnet
ist. Diese Peptidreplika dienen der Qualitatskontrolle. Das nach dem Absetzen der Peptidldsung be-
netzte Areal auf der Mikroarrayoberflache wird als Spot bezeichnet. Die Anzahl von Peptidmolekiilen,
die innerhalb eines Spots auf der Mikroarrayoberflache immobilisiert sind, wird durch die Spotbela-
dung angegeben. In dieser Arbeit werden Peptidmikroarrays mit bis zu 6204 3-fach abgesetzten Pep-
tiden (PhosphoTyrosin-Mikroarray) verwendet. Die Abmessung der Peptidmikroarrays entspricht
denen des Standardobjekttragers (25,1 mm x 75,5 mm x 1 mm). Es werden haufig Objekttrager aus

Glas mit chemisch modifizierter Oberflache zur Herstellung eines Peptidmikroarrays verwendet, um
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auf diesem die Peptide zu immobilisieren.>*>¢ Glas weist neben seiner kostengiinstigen Herstellung
und leichten Verfligbarkeit weitere Vorteile auf: gute optische Eigenschaften, eine sehr geringe Ei-
genfluoreszenz im Bereich der Anregungswellenlangen (A = 460-680 nm), ist physikalisch sehr stabil

und kann aufgrund der homogenen Oberflache gleichmaRig modifiziert werden.

A B
Y
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(=Subarray 1) O O O O G zzg::zu—
O© O O O Gy Abstand
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o O O |q O~
£ Unterbereich 2 ‘ ‘ Spot
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Abbildung 1.2: Aufbau eines Peptidmikroarrays. A Die in dieser Arbeit verwendeten
Peptidmikroarrays sind in drei Unterbereiche (Subarrays) unterteilt. In jedem Unter-
bereich des Peptidmikroarrays wurde dieselbe Peptidbibliothek in identischer Anord-
(=Subarray 3) nung abgesetzt. Die dreifache Anordnung dient der intra-chip Reproduzierbarkeit
innerhalb eines Experimentes. Die Abmessungen des Peptidmikroarrays entsprechen
der Grundflache (25,1 mm x 75,5 mm x 1 mm) von handelsiiblichen Glasobjekttra-
gern. B Die Abbildung zeigt den vergréRerten Ausschnitt eines Subarrays mit den
einzelnen Spots. Ein Spot bezeichnet die Fldche, in der Peptide mit einer bestimmten
r Aminosauresequenz abgesetzt wurden. Der Spot-zu-Spot-Abstand auf dem Peptid-
mikroarray betrdgt mindestens das Doppelte des Spotdurchmessers, um eine klare

25,1 mm raumliche Abgrenzung der Spots zueinander zu gewahrleisten.

Unterbereich 3

1.4 Anwendungsgebiete und Detektionsmoglichkeiten von Peptidmikro-
arrays

Das Multiplex-Format der Peptidmikroarrays pradestiniert sie als vielfaltiges Hilfsmittel zum Erfor-
schen der Interaktionen von Peptiden mit Proteinen oder Proteindominen (Abbildung 1.3 A).>7-7
Von Gianni Cesareni’s Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass anhand der Peptidmikroarray-
Technologie die Charakterisierung von humanen SH2- und SH3-Bindedomanen durch entsprechende
Peptidmikroarrays moglich war, die entweder 6202 PhosphoTyrosin-enthaltende Peptide®® oder 9192
prolinreiche Peptide® auf den Mikroarrays prasentierten.

Darliber hinaus kann auch die Interaktion von Nukleinsdauren mit Peptiden untersucht werden
(Abbildung 1.3 B). Peptidmikroarrays ermdglichten die Identifikation von DNA-bindenden Doménen

an die Restriktionsendonuklease EcoRlI-darstellenden Peptide®® oder die Untersuchung der Interakti-
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on von Peroxidase-konjugierter viraler RNA mit dem Nukleokapsid-Protein NCp7 des HIV-1 gagpol

Vorldufer-Proteins.®®

Untersuchung von E

Zell-Peptid-Interaktionen

Untersuchung von Nukleinsdure-
Peptid-Interaktionen \

Untersuchung von
Enzymaktivitdten

Identifikation von
Antikorperepitopen

\ Sonstiges:

* chemische Verdnderungen

« systematische Optimierung von
Untersuchung von Protein- Peptidliganden

Peptid-Interaktionen * Bindung von Metallionen

Abbildung 1.3: Ubersicht tiber die Anwendungsgebiete von Peptidmikroarrays. A Peptidmikroarrays erméglichen die Mes-
sung von Protein-Peptid-Wechselwirkungen, indem die auf dem Mikroarray immobilisierten Peptide mit einem potentiell
interagierenden Protein inkubiert werden. B Peptidmikroarrays erlauben die Untersuchung von Interaktionen zwischen
Peptiden und Nukleinsduren. C Auch die Detektion von Zell-Peptid-Interaktionen ist moglich. D Peptidmikroarrays kénnen
auch dazu genutzt werden Enzymaktivitaten zu charakterisieren, indem auf dem Peptidmikroarray potentielle Enzymsub-
strate prasentiert werden. E Werden auf dem Peptidmikroarray Gberlappende Peptidsequenzen immobilisiert, erlaubt das
die Identifikation der Epitope der untersuchten Antikorper.

Die Interaktion von lebenden Zellen mit Peptiden konnte ebenfalls durch Peptidmikroarrays unter-
sucht werden (Abbildung 1.3 C). Durch die Immobilisierung von Peptid-MHC-Tetramer-Komplexen
auf Mikroarrays war es moglich die effektive Aktivierung von T-Zellen nachzuweisen.”’Muscat et al.
verwendeten Peptidmikroarrays zur Untersuchung von Makrophagen und konnten zeigen, dass die
auf dem Mikroarray prasentierten Peptidderivate die Wachstumsrate oder das Uberleben der Mak-
rophagen beeinflussen.”

Peptidmikroarrays ermdoglichen die Identifizierung von Enzym-Substraten mit Hilfe der immobilisier-
ten Peptide (Abbildung 1.3 D) und helfen bei der Analyse von Enzym-Substratspezifititen.”>’®Dabei
ist es generell moglich mittels Peptidmikroarrays chemische Veranderungen, wie die Einfiihrung oder
das Entfernen posttranslationaler Modifikationen, systematisch zu untersuchen.®7°-% Solche modifi-
kationsiibertragenden Enzyme sind Proteinkinasen®%, aber auch Acetyl-, Methyl-und ADP-
Ribosyltransferasen®1%, Sie (ibertragen die Reste von einem Co-Substrat auf das immobilisierte
Peptid, so dass ein modifiziertes Peptid und ein Co-Produkt entstehen. So wurden Peptidmikroarrays

genutzt, um Kinasesubstrate zu identifizieren®2, Bindungstaschenspezifititen zu analysieren®%,
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Phosphorylierungsstellen innerhalb eines Substrats zu charakterisieren8°%%2

, spezifische Substrate zu
entwickeln®, Kinaseaktivititen in Zelllysaten zu untersuchen® undPhosphorylierung an vorphospho-
rylierten Substraten zu erkennen.®®Die Arbeitsgruppe um David Shechter nutzt einenanti-H4R3me2s-
Antikorper, der als Sensor fiir die enzymatische Aktivitat von der Arginin-Methyltransferase PRMT5-
MEP50 (Protein Arginin N-Methyltransferase 5-Methylosom Protein 50) auf Histonprotein-
prasentierenden Peptidmikroarrays dient.*>1®Modifikationsentfernende Enzyme, wie Phosphatasen,
Deacylasen oderDemethylasen, spalten (teilweise unter Zuhilfenahme eines Co-Substrates) einen
Rest vom modifizierten Substrat ab. Bei der Reaktion entsteht neben anderen unmodifizierten
Bruchstlicken das unmodifizierte Peptid. Eine effiziente Charakterisierung der Spezifitdten von allen
humanen Sirtuinen, als NAD*-abhangigen Deacetylasen, erfolgte mittels Peptidmikroarrays, die mehr
als 6800 humane Acetylierungsstellen als Reaktionspartner zur Verfligung stellten und so zur Identifi-
kation neuer Substrate fihrte.”

Eine weit verbreitete Anwendung der Peptidmikroarrays ist die Kartierung von Antikorper-Epitopen
(Abbildung 1.3 E), indem die Peptidmikroarrays Proteine in Form von (iberlappenden Peptidsequen-
zen prasentieren, an die die Antikorper binden.®t1%4 So gelang es verschiedenen Gruppen Antikdr-
per-Signaturen in komplexen biologischen Proben, wie Patientenserum, Gelenksflissigkeiten oder
Hirnwasser zu analysieren.}0>105-107pje Abbildung kompletter Proteome auf Peptidmikroarrays wurde
zum Nachweis von Proteinfunktionen und zur Detektion von Wechselwirkungen von Proteinen ande-
rer Organismen, wie z.B. Erregern von Infektionskrankheiten, genutzt.}®®'1Dje Antikdrper-Peptid-
Interaktion kdnnte somit helfen diagnostische und prognostische Biomarker fiir Infektions- oder Au-
toimmunerkrankungen zu identifizieren.>>12"15Aber auch die Kreuzreaktivititen des Antikérpers mit
Peptiden aus anderen Proteinen kdnnen mittels Peptidmikroarrays bestimmt werden 40112116

37,40-44,116j5t @ine zuver-

Die Analyse von Bindungsspezifitdten von Antikorpern auf Peptidmikroarrays
lassige und schnelle Methode, die als Standardprozedur zur Qualitdtskontrolle der einzusetzenden
Antikorper durchgefiihrt wird, bevor die Antikorper in weiteren teuren analytischen Methoden, wie
z.B. der Sequenzierung, eingesetzt werden. Beispielsweise wurde die Bindungsspezifitat von ver-
schiedenen Anti-Phosphotyrosin-Antikorpern mittels Peptidmikroarrays untersucht, wobei fir die
verschiedenen anti-Phosphotyrosin-Antikdrper eine unterschiedliche Sequenzspezifitat festgestellt
wurde.!”118Dje Untersuchung mit Mikroarrays bietet dabei eine detailierte Aussage iiber Bindungs-
muster der Antikorper, der Kreuzreaktivitdt und Beeinflussung von anderen Modifikationen und gibt

so Auskiinfte Uber die bendtigten durchzufiihrenden Kontrollexperimente fiir die weiteren biologi-

schen Experimente.
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1.4.1 Detektion von Bindungen auf Peptidmikroarrays

Die Bindung des Zielproteins an die immobilisierten Peptide oder die posttranslational modifizierten
Peptide kann durch drei Hauptdetektionsmdoglichkeiten visualisiert werden (Abbildung 1.4).

Die erste Methode nutzt Antikorper, die spezifisch das Zielprotein detektieren (Abbildung 1.4 A).
Nach der Inkubation des Peptidmikroarrays mit dem Zielprotein, wird zuerst ein gegen das Zielpro-
tein gerichteter Antikorper (anti-Zielprotein-Antikérper) verwendet, gefolgt von einem fluoreszenz-
markiertem Sekundarantikdrper. Damit wird an den Positionen auf dem Peptidmikroarray, an denen
das Zielprotein an ein immobilisiertes Peptid gebunden hat, ein Fluoreszenzsignal erzeugt. Das Epitop
des Anti-Zielprotein-Antikorpers sollte allerdings bekannt sein, um jegliche Beeinflussung der Erken-
nung des immobilisierten Peptids zu vermeiden. Alternativ kann der Anti-Zielprotein-Antikorper
selbst fluoreszenz-markiert sein, wie z.B. bei der Erkennung der Bindung von anti-Histonpeptid-
Antikorpern durch anti-Immunoglobulin (anti-lgG)-Antikérper oder bei der Charakterisierung von
pan-spezifischen Antikérpern’’1*® quf Peptidmikroarrays. Der Hauptvorteil dieser Detektionsmetho-
de liegt in der grofRen Vielfalt und in der zahlreichen Verfiigbarkeit von kommerziell erhaltlichen Pri-

mar- und Sekundarantikdrpern. Das Auslesen der Peptidmikroarrays erfolgt meist mittels konfokaler

Laserscanner.
A Detektion durch modifikationsspezifische B Detektion durch chemische Markierung von
Antikdrper /%% Proteinen
H M / Direkt mit Fluorophor
Primarantikorper Primar- und \ markiertes Protein H

Sekundarantikorper U.nt?r Nutzung von
biotinyliertem Protein und
(Strept)Avidin
C  Detektion durch Proteinkinasen und
Fusionsproteine A

Fusionsprotein und
fluoreszenz-markierte
Antikorper

Phosphorylierung der dem Protein anhdngenden
Fusion durch radioaktiv-markiertes ATP

Abbildung 1.4: Prinzipien der Detektion von gebundenen Zielproteinen auf Peptidmikroarrays. A Die Bindung des Zielpro-
teins oder der posttranslational modifizierten Peptide kann durch modifikationsspezifische Antikorper detektiert werden.
Dies wird entweder durch fluoreszenz-markierte Primarantikérper oder durch Primar-Ak, gefolgt von fluoreszenz-
markierten Sekundarantikorpern realisiert. B Die Detektion der Bindung ist auch durch die chemische Markierung von
Proteinen moglich. Das Protein kann hier direkt mit einem Fluorophor markiert sein oder biotinylierte Proteine und
(Strept)Avidin bzw. Fusionsproteine und fluoreszenz-markierte Antikérper nutzen. C Gebundene Zielproteine kdnnen auch
durch Proteinkinasen und Fusionsproteine detektiert werden, indem die Kinase die dem Protein anhdangende Fusion durch
radioaktiv-markiertes ATP phosphoryliert und damit radioaktiv-markiert.

9
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Die zweite Methode bedient sich der chemischen Markierung von Zielproteinen entweder mittels
Fluorophore, die ein direktes Auslesen der Signale durch Fluoreszenzscanner erméglichen!!®, oder
mittels Biotin, welches nach der Bindung von fluoreszenz-markierten Streptavidin oder Avidin detek-
tiert werden kann (Abbildung 1.4 B). Andere chemische Markierungen unter der Nutzung von Lysin-
oder Cysteinseitenketten sind nicht regio-selektiv, was meist in einer komplexen Mischung aus in-
homogen markierten Proteinmolekiilenresultiert. Dieses Problem kann allerdings umgangen werden,
indem die Zielproteine regio-selektiv unter Zuhilfenahme von kurzkettigen Peptiden, sogenannten
Tags, oder durch Fusionsproteine genetisch markiert werden. Diese Fusionen kdnnen entweder am
C- oder N-Terminus des Zielproteins angehangt werden, was die Detektion stark vereinfacht. Weit-
verbreitete Fusionsproteine oder Tags sind Glutathion-S-Transferase (GST), His-Tag, Flag-Tag, HA-
Tag oder c-myc-Tag.'?>*2'Auch hier erfolgt das Auslesen des Fusionsproteins wieder ber fluores-
zenz-markierte Sekundarantikorper, die gegen das Fusionsprotein oder den Tag gerichtet sind. So
wird der Arbeitsaufwand und das bendtige Assaymaterial fiir die Untersuchung von verschiedenen
Zielproteinen oder Proteindoméanen reduziert.

Die dritte Methode fokussiert auf die Nutzung von Proteinkinasen, die die GST-Fusion des Zielpro-
teins unter Anwendung von radioisotop-markiertem Adenosintriphosphat (ATP) phosphorylieren
(Abbildung 1.4 C). Die dadurch entstandenen radioaktiv-markierten Spots auf dem Peptidmikroarray,
an den Positionen an denen das Zielprotein gebunden hat, kdnnen {iber Phosphorimager oder Ront-

genfilme detektiert werden.

1.4.2 Detektion enzymatischer Aktivitdten auf Peptidmikroarrays

Fiir die Detektion von enzymatischen Aktivitaten, die Reste von einem Co-Substrat auf das Substrat
Ubertragen, werden zwei verschiedene Ansitze genutzt.®>!??Diese unterscheiden sich hauptsichlich
durch die Art des Co-Substrates.

Die erste Methode bedient sich der Anwendung von markierten Co-Substraten, dessen Rest von ei-
nem modifikationstransferierenden Enzym auf das Substrat bzw. die immobilisierten Peptide (ber-
tragen wird, so dass letztendlich dieser verdnderte und markierte Rest als Sensor dient (Abbildung
1.5 A). Dieser direkte Nachweis erfolgt z.B. durch radioisotopen-markiertes [y->’P]-ATP oder [y-*3P]-
ATP9>1227126 '14C_gcetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA, Ac-CoA)'?7128 3H-S-Adenosylmethionin (SAM, AdoM-
et)%12% oder Nicotinamidadenindinukleotid (NAD*) zur entsprechenden Charakterisierung von Kina-
sen, Acetyltransferasen, Methyltransferasen oder (Poly-)ADP-Ribosyltransferasen. Radioaktiv-
markierte Substrate werden meist Gber Phosphorimager, Emulsionen oder Réntgenfilme detektiert.

Diese Methode ist sensitiv und bietet den Vorteil, dass es die native Substratstruktur beibehalt.*3°

10
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A Detektion durch markierte Co-Substrate Detektion durch unmodifizierte Co-Substrate
Ubertragung von radioaktiv- Detektion durch gebundenes Protein
markierten Co-Substraten (Nachweis tiber Antikorper, Lectin

oder Readerdomane)

Weitere Co-Substrate:

* Ferrocene-markiertes ATP
* y-thio-ATP
* dansyliertes ATP

Detektion durch small molecules

Ubertragung von biotinylierten (2.B. Monoesterchelatoren)

Co-Substraten

Abbildung 1.5: Prinzipien zur Detektion von enzymatischen Aktivitaten auf Peptidmikroarrays. A Durch die Nutzung von
markierten (z.B. radioaktiv-markierten oder biotinylierten) Co-Substraten kann das modifikationsiibertragende Enzym den
markierten Rest auf das Substrat bzw. die immobilisierten Peptide transferieren und damit direkt markieren. B Die Modifi-
kation der auf dem Peptidmikroarray immobilisierten Peptidsubstrate durch Enzymaktivitaten kann auch durch unmodifi-
zierte Co-Substrate detektiert werden. Dies wird u.a. durch gebundenes Protein oder small molecules ermoglicht.

Indirekte Nachweismethoden®¥"13% nutzen biotinylierte Co-Substrate wie ATP!*> oder NAD* zur Cha-
rakterisierung von Kinasen oder ADP-Ribosyltransferasen, die (iber fluoreszenz-markiertes Streptavi-
din oder Uber Streulichtmessung (nach Inkubation mit Nanogold-markiertem Avidin und darauffol-
gender Silberfarbung) ausgelesen werden kénnen. Dartiber hinaus kann auch Ferrocene-konjugiertes
ATP3!oder y-thio-ATP*3* in Kombination mit elektrochemischer Detektion oder von dansyliertem
ATP3® in Kombination mit Fluoreszenz-basierten Auslesemethoden verwendet werden, um die
Phosphorylierung durch Proteinkinasen zu identifizieren.

Die zweite Methode nutzt unmodifizierte Co-Substrate (Abbildung 1.5 B). Um die durch das Enzym
eingebaute Modifikation des Substrates zu detektieren, wird ein spezifisches Reagenz bendétigt, das
an den Ubertragenen Rest bindet. Hier dient die posttranslationale Modifikation als Sensor, indem
die Bindung des Proteins an eine PTM die enzymatisch libertragene Modifikation nachweist (zeigt
sich in der Zunahme des Signals). Dieses Reagenz kann entweder ein Protein sein, wie z.B. ein se-
quenz- oder modifikationsspezifischer Antikdrper inkl. der phosphospezifischen Antikorper, ein Lec-
tin oder eine PTM-spezifische Readerdomane (z.B. die SH2-Domanen zur Erkennung von PhosphoTy-
rosin-Bausteinen®). Die Detektion von meist generischen phosphospezifischen Antikdrpern erfolgt
indirekt Giber fluoreszenz-markierte, an den PTM-Sensor bindende sekundare Antikérper oder durch
direkte Fluoreszenz- oder Chemolumineszenzmarkierung des Phosphatrest-erkennenden Antikor-

56,137—

pers. 142aber auch kleine chemische Verbindungen (small molecules) kénnen als Reagenz genutzt

werden, welche das immobilisierte nun spezifisch modifizierte Peptid erkennen. Die Detektion er-

118,122,133,143

folgt hier mittels fluoreszenz-markierter (ProQ-Diamond) oder biotinylierter, Phosphat-
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monoester bindenderChelatoren (Phos-Tag).3%¥+%Im Falle des Phos-Tags wird die erfolgreiche
Phosphatgruppenibertragung lber Oberflaichen Plasmon Resonanz (nach Inkubation von Phos-Tag
und Streptavidin oder Streptavidin und anti-Streptavidin-Antikorper) oder Uber Fluoreszenz (nach
Inkubation von Phos-Tag und fluoreszenz-markiertem Streptavidin) nachgewiesen,26:148.149

Beide Methoden ermoglichen es die eingefligte posttranslationale Modifikation chemisch umzuwan-
deln. So ist es moglich die durch markierte Co-Substrate modifizierten Peptidderivate chemisch zu
verandern, so dass diese chemoselektiv mit Fluorophoren reagieren. Das erlaubt ein fluoreszenz-
basiertes Auslesen. Ein Beispiel ist hier die Kinase-vermittelte Ubertragung von Thio-Phosphat auf die
immobilisierten Peptide, die durch anschliefende Michael-Addition in biotinylierte Substrate umge-
wandelt werden. Das Biotin kann im nachsten Schritt durch fluoreszenz-markiertes Streptavidin oder
Avidin visualisiert werden. Alternativ kann auch die posttranslationale Modifikation selbst in einzigar-
tige strukturell-veranderte Peptide Uberfiihrt werden. Als Beispiel dient hier die Transformation von
Phosphoserin/Phosphothreonin-enthaltenden Peptiden in jeweils Dehydroalanin- oder 2-amino-
dehydrobutyrylierte Aminosduren durch basenkatalysiertep-Elimination.*° Die sich daraus ergeben-
de, in den immobilisierten Peptideneinzigartige Doppelbindung kann zum chemoselektiven Markie-
ren mit Fluorophoren oder mit Biotinmolekiilen genutzt werden.

Die Detektion von modifikationsentfernenden Enzymen greift auf dieselben Prinzipien zurtick, aller-
dings in der entgegengesetzten Richtung. Hierbei muss beachtet werden, dass der Inhalt der Peptid-
mikroarrays verdandert werden muss, so dass jetzt die chemisch modifizierten Peptide als Substrate
prasentiert werden. Hier sollte zusatzlich eine Kontrollinkubation durchgefiihrt werden, um den
»Startwert” zu ermitteln und dadurch die enzymatische Aktivitdt (Abnahme des Signals) direkt ver-

gleichen zu kénnen.

1.5 Histonmikroarrays zur Untersuchung von posttranslationalen
Modifikationen und epigenetischer Modulation

Die Analyse von Histonmodifikationen hat eine Vielzahl posttranslationaler Modifikationen identifi-
ziert, die die Modulation vom Chromatinstatus durch Histon-DNA-Interaktionen und Genexpression
regulieren. Dabei spielt insbesondere auch der cross-talk der verschiedenen Modifikationen in vielen
Chromatin-assoziierten Prozessen und krebserregenden Krankheiten eine wichtige Rolle. Jedoch
fokussiert sich der Grofteil der Forschung nur auf die N-terminalen Regionen der Histonproteine.
Dies hat hauptsachlich zwei Ursachen: Erstens wurde lange vermutet, dass die Aminosauren inner-
halb des Histonkerns keine wichtige Rolle bei der Interaktion mit anderen Molekiilen spielen. Zudem
wurde vermutet, dass die Histonstruktur, aufgrund von sterischer Hinderung, keine dieser Interakti-

onen oder verandernden Modifikationen im Inneren des Histonoktamers erlaubt. Aber es wurde
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zweitens auch dadurch verursacht, dass es einfach an einem geeigneten Verfahren mangelte, wel-
ches die Untersuchung des Histonkerns ermdglichte.

Eine systematische Untersuchung der Histonmodifikationen ist jedoch wegen der hohen Anzahl an
theoretisch moglichen Kombinationen der verschiedenen PTMs schwierig. Ein Schwerpunkt der For-
schung lag in den letzten Jahren auf den N-terminalen Regionen der Histone H3 und H4.%*! Die Histo-
nmodifizierungen wurde mittels harzgebundener Bibliotheken von den N-terminalen Regionen des
Histons H4 entschlisselt.**’Garskeet al. verwendeten eine kombinatorische Bibliothek aus 5000 10-
meren Peptiden, die alle Kombinationsmdoglichkeiten der N-terminalen Modifikationen am Histon H3
darstellen, um den cross-talk von PTMs fiir sechs Readerdomanen zu charakterisieren und um damit
den Methylierungsstatus von H3K4 zu untersuchen.!>

Zudem wurde angenommen, dass die Nukleosomstruktur eine effiziente Beschreibung und Ablesung
von PTMs verhindert. Jedoch konnten Sawicka et al. zeigen, dass die Phosphorylierungsstellen im
Histonkern zellzyklusabhingig sind undzwischen Interphase und Mitose variieren.® Dariber hinaus
sind die Weel-vermittelte Phosphorylierung am Histon H2B mit dem an der Grenze zum Histonkern
liegendem Tyr37%°, die Methylierung am Histon H3K79 durch die Lysinmethyltransferase Dot1%°®
oder die Acetylierung von H3K122 durch p300/CBP*’ Beispiele, dass die Histonkernregionen sehr
wohl fir enzymatische Modifikationen zuganglich sind. Andere Untersuchungen konnten demonst-
rieren, dass die Modifikation der Histonkerne die Transkription regulieren.”1>81%

Die Entwicklung von Histonmikroarrays, die mehrere kombinierte Modifikationen prasentieren, er-
laubt es dabei Histonmodifikationen und den cross-talk, erganzend zu den modifikations- und se-
quenzspezifischen Antikdrpern oder den massenspektrometrischen Ansatzen, zu untersuchen. Eine
Vielfalt an verschiedenen Histonmikroarrays wurde entwickelt, die in ihrer Anzahl an prdsentierten
Histonpeptiden und Histonvarianten, der Peptidlange, aber auch den posttranslationalen Modifikati-
onen stark variieren (Tabelle 1.1).

Einige dieser Histonmakroarrays prasentieren Peptide, die auf Zellulosemembranen gebunden
sind.18%162pje Histonmikroarrays von EpiCypher immobilisieren biotinylierte Histonpeptide auf Strep-
tavidin-beschichteten Glasobjekttrager.*>153-18Andere beschriebenen Histonmikroarrays prasentie-

40,161,169-1715der  Nitrozellulose-

ren Peptid-Zellulose-Konjugate, die auf Glasobjekttragern
beschichteten Glasoberflichen'’? immobilisiert wurden. Allerdings enthalten all diese Histonmikro-
arrays entweder nur eine begrenzte Anzahl von PTMs (Tabelle 1.1) oder sie umfassen nur die N-
terminalen Regionen der Histone. Dadurch ist es nicht moglich alle Modifikationen innerhalb des
Histonkerns zu untersuchen und herauszufinden, wie diese Modifikationen und deren cross-talk die
Genexpression und Stoffwechselregulation beeinflussen. So prasentiert z.B. auch der Histonmikro-

array aus dem Labor von John Denu die Histonsequenz vom Histon H3 nur bis zur Position 125, und

auch das nicht vollstandig (keine komplette Histonsequenz H3 1-125), sondern mit Unterbrechungen.
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Fiir das Histon H4, auch hier mit Unterbrechungen, werden die Sequenzen nur bis zur Aminosaure 65

dargestellt, wohingegen die Histonproteine H2A und H2B wieder nur durch den N-Terminus (H2A 1-

23 und H2B 1-30) préasentiert werden.!”?

Tabelle 1.1: Vergleichende Ubersicht {iber die vier verschiedenen zurzeit publizierten Histonmikroarrays (adaptiert aus!72)

Kombinatorischer PTM-

MODifizierter Histon-

. Ly . . EpiGOLD  Histonpep- | Histonmikroarray
Histonpeptidmikroarray | peptidarray (Active L . . .
Plattform (Denu-Labor) Motif) tidarray (EpiCypher) (JPT, diese Arbeit)
:frsaC::l;I;t:Ir;gche der  Mikro- Nitrozellulose Zellulose Streptavidin Epoxy-Gruppen
. . . 2444 Peptide
. 169 Peptide 70 Peptide 70 Peptide
& Einzel-PTM (H3, H4, H2A und H2B) | (H3, H4, H2A und H2B) | (H3, H4, H2A und H2B) Lle)A’ H2B, H3, H4 und
(C
€ o 371 Peptide 309 Peptide 121 Peptide 1430 Peptide
TE PTM-Kombinationen mit bis zu 5 PTMs mit bis zu 4 PTMs mit bis zu 5 PTMs mit bis zu 6 PTMs
2 | Peptidléange 13mer 19mer 10-20mere 20mer
o Gesamtpeptidanzahl | 674 379 191 3874
Kac, Kmel, Kme2, Kme3, | Kac, Kmel, Kme2, | Kac, Kmel, Kme2, | Kac, Kprop, Kbut, Kmal,
Rmel, Rme2a, Rme2s, | Kme3, Rme2a, Rme2s, | Kme3, Rmel, Rme2a, | Ksuc, Kmel, Kme2,
Enthaltende PTMs Citrullin, Sph, Tph, Yph Citrullin, Sph, Tph Rme2s, Citrullin, Sph, | Kme3, Rmel, Rme2a,
Tph Rme2s, Citrullin, Sph,
Tph, Yph
Spotreplika 3 Spots x 2 Subarrays 1 Spot x 2 Subarrays 6 Spots x 4 Subarrays 1 Spot x 3 Subarrays

Der in dieser Arbeit verwendete Histonmikroarray prasentiert alle finf Histonproteine in Form von
3874 Uberlappenden Peptiden, die jeweils als Triplikat auf der Mikroarrayoberflache immobilisiert
sind.Dies erlaubt eine hohe intra-chip Reproduzierbarkeit und statistische Auswertung, wie bereits
mit anderen Peptidmikroarrays gezeigt werden konnte.>-112173174Dje wissensbasierte Peptidbiblio-
thek (1400 Peptide) enthilt alle Peptide der vier Kernhistone H2A, H2B, H3 und H4, indem es die
volle Proteinsequenz abdeckt und zusatzlich noch deren natirliche Histonvarianten (wie z.B. H3.1,
H3.2, H3.3) in Form (iberlappender Peptide abbildet. Hier werden die posttranslationalen Modifikati-
onen an allen bereits bekannten und publizierten Histonmodifikationsstellen und mit allen PTM-
Kombinationen (bis zu 6 PTMs pro Peptid) dargestellt. Dabei wurde hier auf die am besten unter-
suchten Modifikationen von Lysin, Arginin und den phoshorylierbaren Aminosaduren Serin, Threonin
und Tyrosin fokussiert. Die auf dem Histonmikroarray prasentierten Modifikationen sind acetylierte
(Kac), propionylierte (Kprop), butyrylierte (Kbut), methylierte (mono-, di- and tri-methyliert, entspre-
chend mit Kmel, Kme2 and Kme3 abgekiirzt) Lysinbausteine, mono- (Rmel) und di-methylierte Argi-
ninreste (Rme2a, Rme2s flirsymmetrischund asymmetrisch dimethyliertes Arginin), Arginin-Citrullin-
Austausch (Cit) sowie phosphoryliertes Serin, Threonin und Tyrosin (Sph, Tph, Yph). Dartiber hinaus
enthalt die wissensbasierte Bibliothek auch die vom Histon H1 abstammenden Peptide als Wildtyp-
Peptidscan und alle von Wisniewski et al.'”> beschriebenen Modifikationen. Die systematische Histo-
nbibliothek (2444 Peptide) enthalt einen Scan durch die Kernhistone H2A, H2B, H3 und H4 als einzel-
ne Modifikationen der oben erwdhnten PTMs an allen potentiellen Modifikationsstellen und den

zusatzlichen Modifikationen von malonylierten (Kmal) und succinylierten (Ksuc) Lysinresten.
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1.6 Histonmodifikationen, deren Enzyme und Readerdomanen

Posttranslationale Modifikationen spielen eine wesentliche Rolle in der Epigenetik, Signaltransdukti-
on und in den Stoffwechselwegen. Histonmodifikationen sind reversibel und werden durch komple-
mentdre Enzymklassen kontrolliert (Abbildung 1.6). Enzyme, die die posttranslationalen Modifikatio-
nen bzw. Histonmodifikationen Ubertragen oder entfernen, werden als writer und eraser dieser epi-
genetischen Modifikationen bezeichnet. Die Dekoration der Histone mit posttranslationalen Modifi-
kationen resultiert im sogenannten Histon Code, der durch Proteinbindedomanen (Readerdomanen)
ausgelesen werden kann. Die Readerdomanen binden an die unterschiedlichen PTMs oder die Kom-
bination verschiedener Modifikationen. Die meisten posttranslationalen Modifikationen sind auch
fiir Nicht-Histon-Substrate zutreffend. Allerdings liegt der Fokus der in dieser Arbeit beschriebenen

Enzymsubstrate auf Histonen, weshalb diese im Folgenden ausfihrlicher beschrieben werden.

Writing Erasing Reading

{\Xa \E\k X;\k:

O— modifizierte

é Seitenkette
"N — unmodifizierte
[®) {'D @) @ Seitenkette
Modifikation @ Writer Eraser Readerdoménen
Ac(et)ylierung Acetyltransferasen Deac(et)ylasen Bromodomanen
Methylierung Methyltransferasen Demethylasen Chromo-, PHD, Tudordomédnen
Phosphorylierung Kinasen Phosphatasen 14-3-3,BRCT

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der kovalenten Histonmodifikationen (Ac(et)ylierung, Methylierung und Phos-
phorylierung) und ihrer entsprechnenden Enzyme und Readerdoméanen. Gezeigt sind die drei verschiedenen Vorgange der
epigenetischen Modulation: die Ubertragung der posttranslationalen Modifikation (,,Writing“) durch die Enzymklassen der
writer, die Entfernung der PTM (,,Erasing”) durch die komplementaren Enzymklassen (eraser), sowie das Erkennen und
Binden (,,Reading”) an die Histonmodifikation durch die entsprechenden Proteinbindedoméanen (Readerdoménen). Abbil-
dung adaptiert von176,

1.6.1 Acetylierung von Histonen

Die Acetylierung von Histonen wurde das erste Mal 1964 von Allfrey entdeckt.'”” Die von ihm be-
schriebene N-Acetylierung ersetzt ein Wasserstoffatom in einer reaktiven Aminogruppe durch einen
Acetyl-Rest (CO-CHs). N-Acetylierung kann entweder am N-terminalen a-Amin eines Proteins (N°-
Acetylierung) oder an der e-Aminogruppe in der Seitenkette von Lysinen (N®-Acetylierung) auftreten.
In dieser Arbeit wird der Fokus auf letztere gelegt werden, da die N°-Acetylierung eine der wichtigs-
ten posttranslationalen Modifikation innerhalb von Histonen darstellt. Sie ist an der Transkription,
Chromatinstruktur und DNA-Reparatur beteiligt.’®

Histone sind basische Proteine, die aufgrund ihrer Anreicherung von positiv-geladenen Seitenketten

(d.h. Lysin und Arginin) die Affinitdt der Histone zur negativ-geladenen DNA erhoht. Die Acetylierung
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neutralisiert die positive Ladung des Lysins, wodurch die Interaktion der Histone mit der DNA ge-
schwéacht werden kann. Die Acetylierung von Lysinen ist reversibel. Lysinacetylierung wird durch die
Enzyme der Histon-Acetyltransferasen (KATs) eingefiihrt, und durch die Histon-Deacetylasen (HDACs)
effizient umgekehrt, wodurch sie das Gleichgewicht des Acetylierungsstatus von nukleosomalen His-
tonen und innerhalb der Zelle regulieren.

Histone werden an vielen Lysinresten acetyliert, die meisten der gut untersuchten Acetylierungen
finden an den N-terminalen Regionen der Histone, insbesondere am H3K9, H3K14, H4K5, H4KS,
H4K12 und H4K16, statt.’>®Allerdings konnte eine Acetylierung auch am H3K56ac gezeigt werden,
welches sich innerhalb der globuldaren Domane des Histons H3 an der Eintritt- bzw. Austrittsstelle der
DNA-Superhelix befindet.}”®

Die Acetylierung stort die elektrostatische Interaktion zwischen Histonen und DNA. Dadurch entsteht
ein ,offenes Chromatin“ mit einer frei zugdnglicheren DNA, so dass diese besser fiir die Transkripti-
onsfaktoren zuganglich ist.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass Histonacetylierungen noch mindestens in zwei anderen We-
gen funktionieren: erstens, Sie kdnnen Proteine mit bestimmten Readerdomanen, wie die spezifisch
Acetyllysin-bindenden Bromodomaénen, rekrutieren. Bromodoméanen werden Uberwiegend in KATs
und am Chromatinumbau beteiligten Komplexen gefunden.!® Zweitens inhibiert die Histonacetylie-
rung die Bindung von Chromatin-assoziierten Proteinen am Chromatin. So konnte gezeigt werden,
dass H3K4ac die Affinitat von spChpl (Chromodomanenprotein 1 aus schizosaccharomyces pombe) an
der N-terminalen Region von H3 mit methyliertem K9 reduziert. Das ist (ibereinstimmend mit Struk-
turdaten, die zeigen, dass H3K4 mit einer speziellen Glutaminsdure innerhalb der Chromodomane

von spChp1 interagiert.181:182

1.6.1.1 Histon-Acetyltransferasen (KATSs)

Bislang wurden zwei Typen der 26 humanen Histon-Acetyltransferasen identifiziert, wovon beide
acetyl-CoenzymA (ac-CoA) als Cofaktor verwenden, um die Acetylgruppe auf die e-Aminogruppe der
Lysine zu Ubertragen. Typ A ist Uberwiegend im Zellkern lokalisiert, wohingegen Typ B meistens im
Zytoplasma vorkommt. Kennzeichnend fiir Typ B-KATs ist, dass sie nur freie Histone acetylieren und
keine bereits in das Nukleosom eingebettete Histone. Somit sind Typ B-KATs fiir die Acetylierung
neusynthetisierter Histone verantwortlich, bevor diese in den Zellkern importiert werden. Bislang
konnte nur ein Vertreter fiir diesen Typ identifiziert werden: die Histon-Acetyltransferase 1 aus Sac-
charomyces cerevisiae(scHat1) und seine Homologe.®

Im Gegensatz dazu unterscheidensich die Typ A-KATs in ihrer Substratspezifitat und dem katalyti-
schen Mechanismus.®*1%Sje kénnen in 5 Familien unterschieden werden'®, basierend auf ihrer

Proteinsequenz und dreidimensionaler Struktur:
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1. GCN5-verwandte N-Acetyltransferasen (GNATs)!8, die auch die beiden Vertreter GCN5
(KAT2A) und PCAF (KAT2B) enthalten, die u.a. H3K9 acetylieren.

2. MYST (fir MOZ, YBF2/Sas3, Sas2, und Tip60) verwandte KATs®, einschlieBlich des Enzyms
Tip60 (60-kDa Tat-interacting protein), welches H4 und H2A an Modifikationsstellen von
DNA-Doppelstrangbriichen acetyliert'®%*! und dariiber hinaus auch an der Rekrutierung von
DNA-Reparaturmechanismen an diesen Stellen verantwortlich istn!901%2

3. P300/CREB (cAMP response element binding) Bindeprotein (p300/CBP) KATs, die eine Viel-

193 und als Co-Aktivatoren fiir diverse Transkripti-

zahl physiologischer Funktionen regulieren
onsfaktoren dienenn'®*Sie acetylieren alle vier Histone und auch nukleosomale Histone, so-
wie viele weitere Nicht-Histon-Substrate.
4. Allgemeine Transkriptionsfaktoren KATs, wie z.B. TAF1, die eine Histon-Acetyltransferase-
Aktivitat aufweisen.
5. Nukleare Hormon-verwandte KATs, SRC1 und ACTR (z.B. SRC3) besitzen ebenfalls eine His-
ton-Acetyltransferase-Aktivitat und wirken als Coaktivatoren von nukledren Rezeptoren.
Sowohl in vitro Untersuchungen als auch durch Enzym-/Inhibitorstrukturen wurden zwei potentielle
Mechanismen fiir die enzymatische Aktivitdt von Acetyltransferasen postuliert. KATs kénnen einen
terndren Komplex zwischen dem acetyl-CoA und dem unacetylierten Lysin erzeugen (GNATs), oder
sie bilden ein Intermediat mit acetyl-CoA und einem Cystein, bevor das angezielte Lysin acetyliert
wird (MYST).20
Die Acetyltransferasen des Typs A sind Uberwiegend in groflen makromolekularen Komplexen zu
finden, die nicht nur die katalytische Untereinheit, sondern noch mehrere andere zusatzliche Kom-

ponenten enthalten, die fiir die Spezifitdt und genomische Lokalisation verantwortlich sind.

1.6.1.2 Histon-Deacetylasen (HDACs)

Histon-Deacetylasen sind Enzyme, die die Acetylierung von Lysinen rlickgéangig machen und dabei die
positive Ladung der Seitenketten wiederherstellen. Die 18 humanen Enzyme der HDACs sind, abhan-
gig von ihrer Sequenzhomologie, in 4 Klassen unterteilt. Klasse | und Klasse Il enthalten alle 10 Zink-
abhangigen HDACs (HDAC1-HDAC10), die jeweils mit den Enzymen scRpd3 und scHdal aus Hefe am
ndahesten verwandt sind. Klasse IV wird lediglich durch einen Vertreter, HDAC11, reprasentiert. Die
HDACs der Klassen |, Il und IV teilen sich einen dhnlichen katalytischen Mechanismus bei dem ein
Zinkion, nicht aber ein anderer Co-Faktor, benétigt wird.®

Die 7 HDACs der Klasse 1l sind vom Co-Substrat Nikotinamidadenindinukleotid (NAD*) abhangig. Die
Vertreter dieser Klasse werden auch als Sirtuine bezeichnet und sind zum Gen Silent Information

Regulator 2 aus Hefe (scSir2) homolog.®**’Die Abhiangigkeit der Sirtuine vom Co-Substrat NAD*

deutet auf ihre entscheidende Rolle im Metabolismus und Energiestoffwechsel zur Aufrechterhal-
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tung der zelluldren Vorgiange und der Genomintegritat hin.1%61%8-201Gje werden damit auch entweder
durch metabolischen und energetischen Stress (Erndhrungs- und Warmerestriktion) als auch durch
genotoxischen Stress aktiviert.

Die subzelluldre Lokalisation der humanen Sirtuine (Sirt) spielt eine wesentliche Rolle fiir ihre Sub-
stratspezifitat.2°>2% So besitzen alle 7 humanen Sirtuine eine Deacetylaseaktivitit. Allerdings favori-
sieren einige der Sirtuine andere (Acyl-)Substrate. So wirkt z.B. Sirtuin5 als Desuccinylase und Dema-

204-208 nd Sirtuin6 als Demyristoylase.?%>?1% Zusatzlich werden auch andere saure Acylmodifi-

lonylase
kationen, wie Glutaryllysin?'¥?12, oder kurzkettige fetthaltige Acylierungen (propionyliertes, butyry-
liertes, crotonyliertes Lysin) durch die verschiedenen Sirtuine entfernt.210213-215Girt4 und Sirt6 haben
dariiber hinaus eine Mono-ADP-Ribosyltransferaseaktivitat.}98216-223Sjrt1 st iberwiegend im Zellkern
lokalisiert, kann sich jedoch zwischen Zellkern und Zytoplasma hin- und her bewegen.??*?%Sjrt2
kommt Gberwiegend im Zytoplasma vor?%, ist in der G2/M-Phase der Zellteilung jedoch auch im Zell-
kern anwesend.??’Sirt3, Sirt4 und Sirt5 finden sich im Mitochondrium, obwohl auch hier ein kleiner
Anteil an Sirt3 unter Nicht-Stressbedingungen im Zellkern vorkommt.??Sirt6 ist wiederum nur im

Zellkern lokalisiert. Sirt7 kommt nur im Nukleolus vor.19%:218

229-231

Sirtuinen werden lebensverlangernde Eigenschaften zugesprochen , was in einigen Modelsys-

232 ynd zur Entwicklung von anti-aging-

temen, einschliellich der Maus, gezeigt werden konnte
Produkten durch die Pharmaindustrie fiihrte.?*3Resveratrol, eine natiirlich vorkommende Komponen-
te des Rotweins, soll die Sirtuine angeblich aktivieren und damit den Ursprung fiir das sogenannte
»franzosische Paradox” darstellen, nach dem der Konsum von Rotwein den Effekten einer anderer-
seits fettreichen Erndhrung entgegenwirkt.?3*

Wie auch die KATs kommen die HDACs in groRen makromolekularen Komplexen vor, die auch nur in
diesen Komplexen aktiv sind. Die Sirtuinproteine bestehen aus zwei globuldren Doménen mit 14 o-
Helices und 9fB-Strangen, deren Struktur in einer groRen Rossmann-Spalte, zur Bindung des Co-
Substrates NAD", und einer kleineren Zink-Bindedomane organisiert ist. Beide Domanen sind durch
einige Loops verbunden, so dass sich ein Proteintunnel mit konservierten Aminosauren innerhalb der
Sir2-Familie formt und fiir die Substratbindung und -katalyse verantwortlich ist.?*> Die Bindungstas-
che besitzt fur jede Sirtuinisoform unterschiedliche Ladungsverhiltnisse und Hydrophobizitaten,
wodurch sich die unterschiedliche Substratspezifitat fir jedes Sirtuin ergibt.20%23¢

Obwohl die Sirtuine als Deacetylasen klassifiziert werden, wurde die Sirtuinkatalyse urspringlich in
einer Ribosyltransferasereaktion beobachtet.Z’Hierbei wird NAD* in Nikotinamid und acetylierte
ADP-Ribosegespalten. Dies fiihrte zur Entdeckung der HDAC-Aktivitdt des mammalen Homologs von
Sir2'%8, und einer weiterfiihrenden Aufkldrung des chemischen Mechanismus, in welchem ein Inter-

mediat zwischen der verbleibenden ADP-Ribose und der Acetylgruppe des Peptidsubstrats gebildet
wird. Schlussendlich wird die Reaktion mit der Bildung von 2-O-acetyl-ADP-Ribose (O-AADPR) und
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einem deacetylierten Substrat abgeschlossen, welches auch der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt in der Sirtuinkatalyse ist.2°%2®Dje Katalyse der Reaktion von Sirtuinen ist auf die koordinierte
Bindung von dem acetylierten Peptid, gefolgt von der Bindung des NAD*, zuriickzufiihren. Obwohl die
Bildung von acetylierter ADP-Ribose energetisch nicht beglinstigt ist, wird die Reaktion durch die
Hydrolyse von NAD* angetrieben. Diese Abhangigkeit vom NAD*-Vorhandensein unterstreicht den

Zusammenhang zwischen dem Energiestatus der Zelle und der Sirtuinaktivitat.

1.6.1.3 Readerdomanen von Histonacetylierung

Bromodomanen (BRDs) sind evolutionar konservierte, etwa 110 Aminosaure lange Proteine oder
Proteindomanen, die acetylierte Lysine binden und innerhalb von Proteinkomplexen maRgeblich an
der Regulation der Gentranskription beteiligt sind. Trotz grolRer Sequenzvariationen weisen alle Bro-
modomadnen eine schmale, aber tiefe Bindetasche auf, um acetylierte Lysine und ihre Seitenketten
aufnehmen zu kénnen (Abbildung 1.7 A).16223%-241plle Acetyllysin-Bindetaschen sind dariiber hinaus
hydrophob und mit einer Wasserstoffbriickenbindungsstelle am unteren Boden der Bindetasche
versehen. Fir die meisten BRDs wird das acetylierte Lysin in der Bindetasche lGber Wasserstoffbri-
ckenbindung am Boden an einen Asparaginrest verankert2**(Abbildung 1.7 B), wobei die Interaktion
durch ein Netzwerk weiterer Wasser-vermittelter intermolekularer Wasserstoffbriicken stabilisiert

wird.?*

™ 6
é” V399
M372

Abbildung 1.7: Bromodomanen und ihre Acetyllysin-Bindetaschen. A Die Abbildung zeigt die elektrostatische Oberflache
der Bromodomanen BRD2(1) mit gebundenen Peptid H4K12ac (AS 1-15 von Histon H4) (PDB: 2DVQ, Abbildung aus 244). Die
Farbgebung der elektrostatischen Oberflachenpotentiale reichen von -10kT/e (rot) bis +10kT/e (blau). Die schmale und tiefe
Acetyllysin-Bindetasche der Bromodomanen ist zum Leser orientiert. B Details zur Peptidbindetasche des acetylierten Pep-
tids H4K16ac (AS 19-29 von Histon H4) innerhalb der Bromodoméane Gcn5p aus Saccharomyces cerevisiae. Die N-
Acetyllysin-Bindetasche zeigt den Ring von Wassermolekilen um die Acetylgruppe am Boden der Bindetasche und die
hydrophoben Aminoséduren der Bindetasche. Abbildung entnommen aus 242
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Bisher sind 61 humane Bromodomaénen in 46 unterschiedlichen Proteinen identifiziert worden?®?,
von denen viele interessante Zielproteine fiir die pharmazeutische Behandlung von Entziindungen,
Virusinfektionen oder Krebs darstellen.?*>2?%* Bromodomanen-enthaltenes Protein 4 (BRD4) agiert als
transkriptioneller Regulator?*’” und enthélt zwei N-terminale Acetyllysin-bindende Bromodoménen in
den Aminosdurebereichen 44-168 (BRD4(1)) und 333-460 (BRD4(2)). BRD4 assoziiert mit Chromatin,
indem die Bromodomanen an die acetylierten Lysine in den Histonen binden. Darliber hinaus wurde
BRD4 kiirzlich als therapeutisches Zielprotein von vielen Krebsarten, einschliefllich akuter myeliti-

scher Leukdmie, Darm- und Brustkrebs, identifiziert.2824°

1.6.2 Histonmethylierung

Die Methylierung von Histonaminosauren konnte an den Seitenketten von Arginin, Lysin und Histidin
detektiert werden. Im Gegensatz zur Acetylierung oder Phosphorylierung verandert die Methylierung
die allgemeine Ladung des Molekiils nicht (wohl aber die Hydrophobizitat und Basizitat). Die am bes-
ten charakterisierten Histonmethylierungen treten an den Lysin- oder Argininresten auf.2%0-22
Histon-Lysinmethylierungen sind Gberwiegend am H3K4, H3K9, H3K29, H3K36, H3K79 und am H4K20
zu finden. Diese spezifischen Modifikationsstellen kdnnen generell in zwei Kategorien unterschieden
werden, euchromatisch und heterochromatisch. Die Methylierung von H3K4, H3K36 und H3K79 wird
oft mit aktiven Genen im Euchromatin assoziiert, wahrend die Methylierung von H3K9, H3K27 und
H4K20 mit den heterochromatischen Regionen des Genoms assoziiert wird. Die methylierten Lysin-
reste werden oft als transkriptionell ,aktive” (z.B. H3K4me3) oder ,inaktive” (z.B. H3K27me3) Kenn-
zeichen bezeichnet, obwohl hier keine klare Abgrenzung in der funktionellen Verteilung zwischen
diesen Modifikationen existiert.?>®

Zu den hauptsachlich charakterisierten Arginin-Methylierungsstellen gehéren H3R2, H3R8, H3R17,
H3R26 und H4R3. Die Methylierung von H3R17 und H3R26 wird mit bestimmten aktiven Genen in
Verbindung gebracht. Im Gegensatz dazu tritt die Methylierung am H3K8 und H4R3 gleichzeitig in der

Genrepression auf.?*!

1.6.2.1 Lysin-Methyltransferasen
Die erste identifizierte Lysin-Methyltransferase war SUV39H1, welche das H3K9 methyl-

iert.2>*Seitdem sind viele weitere Lysin-Methyltransferasen charakterisiert worden, von denen viele
nun in Zusammenhang mit Erkrankungen im Menschen, wie z.B. Krebs, gebracht werden.?* Die meis-
ten der Histon-Lysin-Methyltransferasen enthalten eine konservierte SET-Domane, welche die en-
zymatische Aktivitat des Methyltransfers aufweist. Alle bekannten Histon-Lysin-Methyltransferasen
katalysieren den Transfer einer Methylgruppe vom S-Adenosylmethionin (SAM) auf die e-

Aminogruppe des Lysins.Lysine kénnen mono-, di- oder trimethyliert sein, was entsprechend als
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Kmel, Kme2 oder Kme3 bezeichnet wird. Beispielsweise katalysiert die Methyltransferase scSet1 alle
drei Methylierungsgrade am H3K4, wohingegen Set7/9 nur die Monomethylierung am H3K4 gene-

riert.?®

1.6.2.2 Readerdomanen von Histonmethylierungen

Es gibt eine ganze Reihe von Readerdomanen, die spezifisch methylierte Lysine binden. Dagegen
werden methylierte Arginine bis jetzt nur von einer bekannten Readerdomane, der ATRX-DNMT3A-
DNMT3L (ADD)-Domine (enthélt ein PHD-Motif) gebunden.?’

Die Kme-bindenden Readerdoméanen setzen sich u.a. aus Chromo-, Tudor-, PWWP- und MBT (malig-

258

nant Brain Tumor) -Domanen®® zusammen, die allesamt methylierte Lysine innerhalb der Histone

binden.?*

Tudordomanen bestehen aus ca. 50 Aminosaduren, deren Sequenz konserviert ist. Die humaneTudor-
dhnliche DomaneSpindlinl ist ein Histon-Methylierungseffektorprotein, welches di- und trimethylier-
tes H3K4 bindet?%2¢lynd dabei entscheidend zur epigenetischen Kontrolle der Genexpression und
der DNA-Reparaturmechanismen beitragt.?®?Aber auch eine zusitzliche Modifizierung am asymmet-
risch dimethylierten H3R8 ist in Zusammenhang mit der Funktion von Spindlin1 als Aktivator im Wnt-
Sighalweg beschrieben worden, 263264

Tudordomanen sind aus vier Strangen B-Faltblattfassern aufgebaut. Diesen Aufbau weisen auch die
PWWP-Domaénen, benannt nach dem innerhalb des Proteins konservierten Pro-Trp-Trp-Pro-Motiv,
und die MBT-Domanen auf. Die meisten Methyllysin-Readerdomanen bilden einen aromatischen
Kafig aus, um das methylierte Lysin mit seinen langen hydrophoben Seitenketten zu bin-
den.?*®2%5Dabei weisen die Bindetaschen fiir mono- und dimethylierte Lysine eher eine schmale
Schliisselloch-ahnliche Kavitat aus, wahrend die Bindetaschen fiir die gréBeren trimethylierten Grup-
pen breiter sind und eher eine leichter zugangliche Furche an der Oberflache ausbilden.

Die Chromodomanen sind konservierte Proteine, die aus einem dreistrangigen B-Faltblatt und einer
C-terminalen a-Helix aufgebaut sind.?®®Die humane Chromodoméne 1 (CHD1) enthélt zwei Chromo-
domaénen, die als Tandem aufgebaut sind. Beide Dom&nen werden fiir die Bindung an H3K4me2/3
bendtigt.?’Und da methyliertes H3K4 ein Kennzeichen fiir die aktive Transkription ist. Daher ist es

sehr wahrscheinlich, dass durch die spezifische Bindung der Readerdoméne und die damit einherge-

hende Rekrutierung von chromatinumbauenden Enzymen, die Transkription potenziert wird.

1.6.3 Histonphosphorylierung

Bereits vor lber 30 Jahren wurde die Phosphorylierung von Histonen am Histone H3 erwihnt.2®®
Seitdem sind viele weitere Phosphorylierungen am Serin-, Threonin- und Tyrosinresten an allen

Kernhistonen, und auch deren Varianten, untersucht worden. Die Phosphorylierung verandert signi-
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fikant die globale Ladung des Proteins. Infolgedessen werden die ionischen Eigenschaften und
dadurch auch die gesamte Struktur und Funktion der lokalen Chromatinumgebung beeinflusst. Dar-
Uber hinaus prasentiert die Phosphorylierung auch eine Bindeplattform fiir andere zellulare Proteine,
inklusive der Proteine die eine Schliisselrolle im Chromatinumbau spielen. Die Phosphorylierung von
Histonen ist wesentlich an essentiellen zelluldren Prozessen, wie Mitose, Apoptose, DNA-Reparatur, -
Replikation und -Transkription beteiligt. Paradoxerweise wird Histonphosphorylierung mit zwei ge-
nau entgegengesetzten Chromatinzustanden assoziiert. Zum einen der generellen Chromatinkonden-
sation wahrend der Mitose und Apoptose und zum anderen der lokalen Chromatinéffnung wahrend
der aktiven Transkription. Diese beiden offensichtlichen gegensatzlichen Effekte sind stark vom Kon-
text abhangig und werden zum Teil durch die Anwesenheit von benachbarten Histonmodifikationen
beeinflusst. Diese Art des Zusammenspiels wird als cross-talk bezeichnet und wird im Abschnitt 1.6.5
genauer diskutiert.

Die am besten charakterisierten Histonphosphorylierungsstellen sind H2AS1, H2AT119, H2AS121,
H2AS129, H2BS14, H3T3, H3T6, H3S10, H3T11, H3S28, H3T45, H3Y41 und H4S1.

1.6.3.1 Histon-Kinasen

Kinasen katalysieren die Addition der y-Phosphatgruppe vom ATP auf die freie Hydroxylgruppe von
Serin, Threonin oder Tyrosin. Funktionell beeinflusst die Histonphosphorylierung damit diverse Pro-
zesse von der transkriptionellen Regulation bis hin zur DNA-Schadensreparatur und Kontrolle des
Zellzyklus.?® So ist beispielsweise die Kinase Aurora B in der Mitose fiir die Initiation der Chromatin-
kondensation unentbehrlich. Die Kinasen der Aurora-Familie phosphorylieren H3510 und H3S28in
allen eukaryotischen Organismen, sowohl in der Mitose als auch in der Meiose.?**2"*Obwohl diese
beiden Phosphorylierungsstellen in ihrer relativen Haufigkeit und ihrer funktionellen Regulation in
den verschiedenen Organismen variieren, stimmen sie doch weitgehend Uberein. Sie scheinen jedoch
nicht gleichzeitig auf derselben N-terminalen Region des Histons H3 vorzukommen.?’>-%77

Die Mitogen- und Stress-aktivierte Proteinkinase 1 (MSK1) ist ein 802 Aminosduren langes Protein,
welches aus zwei Kinasedomadnen aufgebaut ist, die auch beide fiir die Phosphorylierungskatalyse
benotigt werden. Die Kinase wird aktiviert durch Wachstumsfaktoren und Stress-vermittelte Aktivie-
rung im p38-MAPK-Signalweg.?”® MSK1 phosphoryliert Transkriptionsfaktoren und Chromatinprotei-
ne (ATF1, CREB, STK11, NF-kB, Nur77 und Histon 3 am Serin 10 und 28), wobei die Substrate ein Kon-
sensusmotiv von Arg-Arg/Lys-x-Ser oder Arg-Lys-Ser aufweisen.?’® Die beiden Modifikationen
H3S10ph und H3S528ph sind in der Regulation der Transkription der Gene Jun und Fos beteiligt, die in
verschiedenen Krebserkrankungen hochreguliert sind. Eine deregulierte Aktivitdt der MSK1 Kinase

macht diese damit zu einem Ziel fiir die Medikamantenentwicklung.?°
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Die PKC-verwandte Kinase 1 (Prkl)identifiziert aktive Androgenrezeptor-abhangige Zielgene
(AREs)®+282ynd st fiir die Phosphorylierung von H3T11 nach der Androgenstimulation (besonders in
Prostatakrebszellen) verantwortlich.®%%?

Weel ist eine nukledre Tyrosinkinase, die die Aktivitat der Cyclin-abhdngigen Kinase Cdc2 durch Ty-
rosinphosphorylierung negativ reguliert, um den Eintritt in die Mitose vor der Fertigstellung der DNA-
Synthese zu verhindern.® Obwohl Wee1l vorher als Zellzyklusregulator beschrieben wurde, konnte
die Gruppe um Mahajan 2012 zeigen, dass Weel auch als epigenetischer Modulator agiert. Durch die
Phosphorylierung des Tyrosins 37 von Histon H2B wird die Expression der replikationsabhdngigen
Histongene unterdriickt.’> Damit ist Weel die erste Kinase, die beschrieben wurde, Tyrosine inner-
halb des Histons H2B zu phosphorylieren.

Die humane Mytl Kinase (PKMYT1, Myt1) gehort wie Weel ebenfalls zur Familie der Wee-Kinasen,
ist jedoch im Gegensatz zu Weel wesentlich restriktiver hinsichtlich der Substratakzeptanz.?® Myt1
ist eine Membran-assoziierte Kinase. Darliber hinaus ist Myt1 dual-spezifisch, d.h. sie phosphoryliert
Tyrosin- und Threoninreste gleichermallen. Sowohl Tyrl5 als auch Thrl4 der Cyclin-abhéngigen Kina-

283-285

se Cdk1 werden von Myt1 phosphoryliert, wodurch der G2/M-Ubergang reguliert wird.

1.6.3.2 Histon-Phosphatasen

Durch die in Konkurrenz miteinander stehenden Aktivitdten von Proteinkinasen und Proteinphospha-
tasen wird der Phosphorylierungsgrad in der Zelle kontrolliert. Phosphatasen katalysieren die Entfer-
nung der Phosphatgruppe vom Substrat, indem der Phosphorsduremonoester in ein Phosphat und
einen Alkohol hydrolysiert wird. Phosphatasen besitzen, wie auch die Kinasen, eine Spezifitat entwe-
der fiir Serin-/Threoninreste, Tyrosinreste oder sie zeigen sogar eine duale Spezifitit. Sie werden
noch weiter unterteilt, basierend auf dem fiir die Katalyse benétigten Metallionen.?®® Die Regulation
von Phosphorylierungen ist verbunden mit einigen wichtigen zelluldren Prozessen, wie Proliferation,
Differentiation, Metabolismus- und Zellsignalen und -kommunikation?®’, aber auch fiir DNA-
Reparatur, Mitose- und Apoptoseprozesse.?29°Als ein Beispiel einer Histonphosphatase sei die Pro-
tein Phosphatase 1 (PP1) genannt, welche als Antagonist zu den Aurora Kinasen
agiert.ZV1AuRerdem konnte gezeigt werden, dass PP1 einen Komplex mit Aurora B bildet?? und die
sequenzielle Dephosphorylierung von H3528ph, gefolgt von H3510ph, nach der Mitose koordiniert.??
In dieser Arbeit wurde die Phosphatase XopH ausgewahlt, da fiir diese bisher keine Peptidphospho-
rylaseaktivitdt nachweisbar war. XopH ist ein Typ Il Effektorprotein des gram-negativen pflanzenpa-
thogenen Bakteriums Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv), das in Tomaten und Paprika die
bakterielle Fleckenkrankheit verursacht. XopH ist eine im Zytoplasma wirkende Tyrosinphosphatase,

deren Aktivitit die zum Zelltod fiihrende Reaktionen unterdriicken kann.?%42%7
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1.6.3.3 Readerdomanen von Histonphosphorylierungen

Zusitzlich zu den elektrostatischen Anderungen durch die Addition einer Phosphatgruppe, kénnen
auch spezifische Chromatin-assoziierte Proteine phosphorylierte Aminosiuren binden.?”7-**®Dje Pro-
teine der 14-3-3 Familie sind konservierte Phosphoserin-bindende Molekiile, die in Sdugern sieben
Isoformen vorkommen. Dabei bindet 14-3-3C H3S10ph und H3S28ph und korreliert die Induktion der
Transkription an bestimmten Genen.?*®

Weitere Readerdomanen, sind SH2-, BRCT-, WW-, FHA-, WD40- und LRR-Domanen, die spezifisch

phosphorylierte Serine binden.

1.6.4 Andere Histonmodifikationen

Es gibt eine Vielzahl an Modifikationen, die fir Histone beschrieben worden sind. Allerdings kénnen
nicht nur kleine chemische Gruppen auf einen Lysinrest Gibertragen werden, sondern auch relativ
groRe Polypeptide, wie z.B. ein Ubiquitinprotein, bestehend aus 76 Aminosauren (Histonubiquitiny-
lierung) oder sogenannte kleine Ubiquitin-ahnliche Modifizierer-Proteine (Small Ubiquitin-like MOdi-

301-303

fier, Histonsumoylierung). Auch Lysyloxidasen3®, Glykosyltransferasen und noch nicht identifi-

304

zierte Lysin-2-Hydroxyisobutyrylierende Enzyme>"* modifizieren Histone.

1.6.4.1 Histon-ADP-Ribosylierung

ADP-Ribosylierung ist eine Uber viele Spezies konservierte Modifikation, die in vier Gruppen vor-
kommen kann: Mono-ADP-Ribosylierung, Poly-ADP-Ribosylierung, ADP-Ribose-Zyklisierung und die
Bildung von O-acetyl-ADP-Ribose. Allerdings wurden an Histonen nur die Mono-ADP-Ribosylierung
von Glutamat- und Argininresten (an allen 5 Histonproteinen)®*®und die Poly-ADP-Ribosylierung an
Lysinen beschrieben.3>3%Dje durch die Enzyme der PARP-Familie (bermittelte Poly-ADP-
Ribosylierung der Histone fiihrt zu einer offeneren Chromatinkonformation, da die hohe negative
Ladung der Modifikation eine enge Interaktion der Histone mit der anionischen DNA verhin-
dert.3%>3%|m Menschen werden die 17 Mitglieder der PARP-Familie auch als Diphterietoxin-dhnliche
ADP-Ribosyltransferasen (ARTDs) bezeichnet3?73%, die alle eine katalytische PARP-Domine aufwei-
sen.3Poly-ADP-Ribose-Polymerase 1 (PARP1 bzw. ARTD1) ist der Prototyp dieser Familie und ist fiir
die meisten Poly-ADP-Ribosylierungen von Proteinen in vivo verantwortlich.2°Dabei ist die Poly-ADP-
Ribosylierung von Histonen und anderen zellkerngangigen Proteinen durch PARP1 eine der wichtigs-
ten Regulationsschritte in der Kontrolle der Chromatinstruktur und der Antwort auf DNA-
Schaden.3'°Auch im Zusammenhang mit der epigenetischen Regulation in der Dynamik des Chroma-
216,311~

tins wird Poly-ADP-Ribosylierung von einigen Gruppen als entscheidender Faktor beschrieben.

31%Ein Beispiel fir eine Mono-ADP-Ribosyltransferase ist PARP10 (ARTD10), die beim Zellkern-
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Zytoplasma-Transport eine Rolle spielt, zusatzlich aber auch am Chromatinumbau und bei der Gen-
transkription beteiligt ist.308317-319

Da auch die Poly-ADP-Ribosylierung eine dynamische Modifikation ist, kann diese durch die Enzyme
der PARG (Poly-ADP-Ribose-Glykohydrolasen)-Familie umgekehrt werden.

Bislang ist immer noch wenig bekannt tber die molekularen Auswirkungen der ADP-Ribosylierung
auf Histone oder (iber die entsprechenden Readerdomanen, obwohl spezifische Makrodomanen in

einigen Proteinen gefunden wurden, die freie ADP-Ribose erkennen und als ADP-Ribose-bindende

Molekiile fungieren3?°32! ynd diese auch hydrolysieren 3?2323

1.6.4.2 Histonacylierungen

Neben den gut untersuchten Phosphorylierungen, den Methylierungen von Arginin- und Lysinresten
und der Acetylierung von Lysin, sind in den letzten Jahren eine Vielzahl weiterer Lysinacylierungen an
Histonen identifiziert worden (Abbildung 1.8).Hier sind insbesondere die Propionylierung, die Butyry-
lierung, die Malonylierung, die Succinylierung, die Glutarylierung, die Crotonylierung, die Formylie-

rung und die Hydroxybutyrylierung von Lysinresten3%207,211,304,324-329

, ZU nennen.
Alle Histon-Acetyltransferasen nutzen Acetyl-CoA als energiereiches Substrat fur die Acetylierungsre-
aktion. Im Organismus kommen allerdings auch andere kurzkettigige CoenzymA-Substrate vor, wie
z.B. propionyl-, butyryl- oder malonyl-CoA, die entsprechend oft als acyl-CoA zusammengefasst wer-
den. Die Menge an acyl-CoA verandert sich in Abhdngigkeit von der Erndhrung oder anderen physio-
logischen Bedingungen.®**Die Acetyltransferasen CBP und p300 nutzen die Acyl-CoAs um Histonlysine
324

in vitro zu propionylisieren oder butyrylieren.

Acylierungen sind ebenfalls eine umkehrbare Modifikation. So konnte fiir die humane Deacetylase

213 331

Sirtuin2 sowohl in vitro**> als auch in vivo®*' nachgewiesen werden, dass diese Propionyl- und
Butyrylreste von Lysinen entfernt, wenn auch mit unterschiedlicher katalytischer Effizienz 213214332333
Kirzlich wurden von Flynn et al. Bromodomanen als Readerdomanen fiir Butyryl- und Crotonyllysin

identifiziert.333
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Ubersicht der Histonmodifizierungen, die bislang im Menschen, Maus und Ratte identifiziert wurden.

Abbildung wurde modifiziert nach 334und ergénzt155.248,335,336,

Abbildung 1.8
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1.6.5 Cross-talk

Oft beeinflussen sich benachbarte PTMs gegenseitig, und damit auch die Substraterkennung derwri-
ter und eraser, was als cross-talk zwischen den Histonmodifikationen bezeichnet wird.28%337-33%

In dieser Arbeit wird unter cross-talk nicht verstanden, wenn eine Modifikation von einer oder meh-
reren anderen Modifikationen abhingig ist**°; die Bindung eines Proteins an einer bestimmten Modi-
fikation durch eine benachbarte Modifikation gestért wird'®34%; verschiedene Stoffwechselwege auf
dieselbe Modifikationsstelle abzielen und unterschiedliche Modifikationen Ubertragen, so dass die
einzelnen Modifikationen miteinander konkurrieren (z.B. Kac, Kme, Kub desselben Lysinrestes)*; sich
die Aktivitit eines Enzyms durch die Modifizierung seines Substrates dndert3*?; die benachbarten

343

Modifizierungen miteinander kooperieren, um effizienter spezifische Faktoren zu rekrutieren>* oder

wenn sich Histonmodifikationen und DNA-Methylierungen gegenseitig beeinflussen.3*

Es werden immer mehr histonmodifizierende Proteinkomplexe charakterisiert, die mehr als eine
individuelle enzymatische Aktivitat oder Readerdomane enthalten. Das Erkennen von Histonmodifi-
kationen ist dabei von verschiedenen Faktoren abhangig. Neben der Zielmodifikationsstelle liefern
auch die flankierenden Sequenzen einen Beitrag zur Erkennung der PTM, so dass die Modifikation
von benachbarten Aminosauren sehr leicht die Bindung der Readerdoménen und der modifizieren-
den Enzyme beeinflussen kann. Dabei kann die Bindung der PTM auch durch Histonmodifikationen
an entfernten Aminosauren reguliert werden.?®

Ein Beispiel fir die Regulation der Histonmodifikationen ist der cross-talkzwischen H3S10ph und di-
oder trimethyliertes H3K9 (H3K9me2/3), der in der Literatur als ,phospho-methyl switch” bezeichnet
wird.3413%53%|n nicht-pflanzlichen Organismen bindet das Heterochromatinbindeprotein 1 (HP1) an
H3K9me2 oder H3K9me3, was zur Bildung des Heterochromatins fiihrt.**8In der Mitose wird H3510
u.a. durch Aurora B phosphoryliert (Abbildung 1.9). Die multiple Modifikation H3K9me3S10ph fiihrt
nun zur Dissoziation von HP1 vom Chromatin wihrend oder nach der Mitose.**’Damit fuhrt die
H3S10-Phosphorylierung zur Chromosomenkondensation.®3*3°Nach der Dephosphorylierung von
H3S10ph am Ende der Mitose kann HP1 wieder an H3K9me2/3 binden.3*

Dariliber hinaus haben NMR-Studien gezeigt, dassdie H3510-Phosphorylierung auch Einfluss auf die
benachbarten Phosphorylierungen hat. So blockiert H3S10ph den Zugang fiir die Kinasen Checkpoint
kinase 1 (Chk1) bzw. Protein Kinase C (PKC), die entsprechend H3T11 bzw. H3T6 phosphorylieren.?8
Zwischen diesen Phosphorylierungen scheint es auch eine Hierarchie zu geben: H3S10ph ist wichtiger
als H3T11ph. Wenn H3S10 phosphoryliert ist, kann H3T11 nicht phosphoryliert werden. Ist aber
H3T11 oder H3T6 phosphoryliert, kann H3510 dennoch phosphoryliert werden.?®'Trotz dieser Hierar-

chie des cross-talks ist auch H3T11 wihrend der Mitose stirker phosphoryliert.3¥
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Abbildung 1.9: Ubersicht {iber die N-terminale Region von Histon H3 mit den bislang publizierten writer und eraser von
Acetylierung und Phosphorylierung.6216,281,347,351-360Gezeigt sind ausgewdhlte, modifizierbare Aminosduren der N-
terminalen Region des Histons H3, die sich in vielféltiger Weise gegenseitig beeinflussen und durch ihren cross-talk die
epigenetische Modulation der Zelle regulieren (siehe Text fiir Details). Aus Griinden der Ubersicht wurde auf die Darstel-
lung anderer Modifikationen und deren Enzyme verzichtet. Fiir eine Ubersicht tiber die Readerdoménen der N-terminale
Region des Histons H3 sei auf?39337 verwiesen.

Die Phosphorylierung von H3510 kann mit der Acetylierung der umgebenden Lysine H3K9 und H3K14
gekoppelt werden, wobei die Kombination dieser Modifikationen zusammen fiir die Aktivierung der
Transkription verantwortlich sind.3¥3%Zusatzlich zu H3S10ph werden auch die Phosphorylierungen
an H3T11 und H3S28 mit der Acetylierung von H3 (an Lys9 und Lys14) durch GCN5 (Abbildung 1.9)
assoziiert und regulieren damit die transkriptionelle Aktivierung.bAllerdings kann auch die Acetylie-
rung die Phosphorylierung beeinflussen. So wird beipielsweise die H3S10-Phosphorylierung durch die
Acetylierung von H3K9 gesteigert, aber durch die H3K14-Acetylierung und H3T11-Phosphorylierung
verringert.**Dabei wurde auch gezeigt, dass die Acetylierung die Phosphorylierung wahrend der
Mitose reguliert. So zeigt die Acetylierung von H3K9 durch PCAF/GCN5 wahrend der Mitose eine
verringerte Haufigkeit und verhindert damit eine H3S10-Phosphorylierung durch AuroraB bis zur
Mitose.3#7:364365Eine erhéhte H3-Phosphoacetylierung (also multiple Aminosauren sind acetyliert und
phosphoryliert, in diesem Fall H3S10ph und H3K14ac), wird auch durch eine Aktivierung der Kinasen
ERK und p38 MAPK verursacht.3%®

Eine Deacetylierung von H3K14ac ist notwendig fir eine nachgeschaltete Methylierung am H3K9
durch die Methyltransferase CIr4.!? Die synergistische Kopplung von Phosphorylierung und Acetylie-
rung wird zusatzlich belegt, da eine Phosphorylierung des H3S10 die Methylierung am H3K9 inhi-
biert.>*

Dass die sich gegenseitig beeinflussenden Modifikationen nicht zwangsldufig direkt nebeneinander-

liegen missen, zeigt beispielsweise die Bindung der PhosphoSerin-bindendenReaderdomane 14-3-3
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an H3S10ph. Die Bindung wird stabilisiert, wenn H3K9 oder H3K14 zusatzlich acetyliert ist.1>%367~
39Die Isoform 14-3-3( bindet sowohlIH3S10ph als auch H3S28ph. >

Die H3S28-Phosphorylierung wird, wie auch die H3S10-Phoshorylierung, fiir die Chromsomenkon-
densation wihrend der Mitose benétigt.34=3*0 Dennoch ist die H3528-Modifikationsstelle bislang
weniger untersucht worden.3*°Auch sind die funktionellen Unterschiede zwischen der S10- und der
S§28-Phosphorylierung des Histons H3 noch nicht vollstandig geklart. Allerdings scheint H3S28ph ge-
geniiber H3S10ph entscheidender fiir die transkriptionelle Aktivierung zu sein.3**Da beide Phospho-
rylierungsstellen dieselbe Konsensussequenz ARKS haben, werden sie teilweise durch dieselben Kina-
sen phosphoryliert und durch die Protein Phosphatase 1 (PP1) dephosphoryliert (Abbildung 1.9).
Mehrere Studien zeigen jedoch, dass die beiden Phosphorylierungen nicht an denselben Histon H3-
Molekilen stattfinden, sondern an verschiedenen Nukleosomen lokalisiert sind.?”>%77

Diese Studien verdeutlichen nicht nur eine Hierarchie des cross-talks von Phosphorylierungen, Me-
thylierungen und Acetylierungen innerhalb der N-terminalen Region des Histons H3, sondern auch
die biologische Relevanz der spezifischen Kombination von Histonmodifikationen.2®’3%8Dje beiden

Phosphorylierungen am H3S10 oder H3528 sind damit sowohl an der Chromatinkondensation wah-

rend der Mitose als auch an der Chromatinlockerung bei der transkriptionellen Aktivierung beteiligt.®
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2  Zielstellung

Posttranslationale Modifikationen stellen essentielle Mechanismen in der Zelle dar, um deren epige-
netische Prozesse zu regulieren. Eine systematische Untersuchung der Protein-Protein-Interaktionen
und der Modulation enzymatischer Aktivitaten ist schwierig. Allerdings wiirde die Kenntnis Gber den
Ablauf der intrazellularen Wechselwirkungen und lber die Zusammenhange, wie sich die verschie-
denen posttranslationalen Modifikationen gegenseitig beeinflussen, die gezielte Entwicklung thera-
peutischer und diagnostischer Anwendungen férdern.

Die Etablierung einer effizienten Methode zur Charakterisierung von epigenetischer Modulation ist
notwendig. Zu diesem Zweck wurden in dieser Arbeit verschiedene Peptidmikroarrays als effizientes
Hilfsmittel fir die parallele Untersuchung einer groRen Anzahl von putativen Substraten bzw. Bin-
dern fir Enzyme bzw. Proteine genutzt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist das umfangreiche An-
wendungsgebiet der Peptidmikroarrays zu demonstrieren. Es sollte untersucht werden, ob es mog-
lich ist, sowohl Bindungsspezifitdten von Readerdomanen als auch die Substratspezifitaiten von wri-
tern underaserndurch die Nutzung derselben Assay-Technologie zu bestimmen. Zusatzlich sollte un-
tersucht werden, ob der cross-talk zwischen verschiedenen PTMs fiir enzymatische Aktivitdten mit-
tels dieser Assay-Technologie ermittelt werden kann.

Fir die Charakterisierung der Bindungsspezifitaten sollten verschiedene kommerzielle sequenzspezi-
fische Antikoérper untersucht und verglichen werden. Ziel war es hier die Anwendbarkeit der Peptid-
mikroarrays zur Beurteilung der Qualitat dieser Antikorper zu Gberprifen. Des Weiteren sollten fir
verschiedene PTM-erkennende Readerdoméanen die Bindungsspezifitat und der Einfluss von benach-
barten PTMs auf die Erkennung der Binder identifiziert werden.

Fiir die Identifizierung der Substratspezifitdit von enzymatischen Aktivitaten sollten verschiedene
modifikationsibertragende und -entfernende Proteine untersucht werden. Der Fokus sollte dabei
insbesondere auf Acetylierungen und Phosphorylierungen gesetzt werden. Die jeweiligen enzymati-
schen Aktivitaten sollten hinsichtlich ihrer Sequenzspezifitat, Acylspezifitdat und des cross-talks vergli-
chen werden. Anhand ausgewdhlter Beispiele sollten die auf den Peptidmikroarrays gefundenen

Resultate auch in homogenen Assays validiert und kinetisch charakterisiert werden.
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3.1 Chemikalien

Alle Fmoc-geschiitzten Aminosdure-Derivateund fir die Festphasenpeptidsynthese verwendeten
Kupplungsreagenzien, Waschreagienzien oder Losungsmittel, sowie sonstige Chemikalien u.a. zum
Herstellen von Puffern wurden entweder von Iris Biotech (Marktredwitz), Novabiochem (Darmstadt),
Bachem (Bubendorf, Schweiz), Merck (Darmstadt), Advanced ChemTech (Louisville, USA), AnaSpec
(Fremont, USA) oder Sigma Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

3.2 Enzyme, Proteine, Peptide
Readerdomidnen: Bromodomanen BRD4(1) (44-168) und BRD4(2) (333-460) von Active Motif (Carls-

bad, USA); Tudor-dhnliche Domane Spindlinl und GST-Spindlinl, Chromodomé&ne CHD1 vonAG Prof.
Roland Schiile, Albert-Ludwig-Universitat Freiburg
Acetyltransferasen: p300, GCN5, PCAF, Tip60 von AG Prof. Michael O. Hottiger, Universitat Ziirich

ADP-Ribosyltransferasen: hARTD1 und hARTD10 von AG Prof. Michael O. Hottiger, Universitat Zirich

Kinasen: Mytl von AG. Prof. Wolfgang Sippl,Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg; Weel von
Invitrogen (Carlsbad, USA); RPS6KA5 (MSK1) von Life technologies (Carlsbad, USA); Protein-kinase C-
related kinase 1 (Prk1) von ProQinase (Freiburg)

Sirtuine:Sirtuin 1 von AG Prof. Manfred Jung, Albert-Ludwig-Universitat Freiburg; Sirtuin2, Sirtuin6
und Sirtuin7 von AG Prof. Clemens Steegborn, Universitat Bayreuth; Sirtuin5 von AG Prof. Mike
Schutkowski, MLU Halle-Wittenberg

Phosphatase: XopH und XopH-C267A-Mutante von AG Prof. Ulla Bonas, MLU Halle-Wittenberg
Peptide:Tabelle 3.1 zeigt die synthetisierten Peptide

Tabelle 3.1:Ubersicht der synthetisierten Peptide. Alle Peptide wurden entweder eigenstindig, von Dr. Marat Meleshin
(markiert mit °) oder von JPT Peptide Technologies GmbH (Berlin, markiert mit *) synthetisiert.

Peptidname Peptidsequenz

Sirtuin- H3K9ac Ac-QTARK(ac)STGGWW-NH2

Kinetik- H3K9acS10ph Ac-QTARK(ac)S(ph)TGGWW-NH:

Peptide H3K9acT11ph Ac-QTARK(ac)ST(ph)GGWW-NH.
H3K27ac® Ac-KAARK(ac)SAPSWW-NH:
H3K27acS28ph° Ac-KAARK(ac)S(ph)APSWW-NH2

MALDI- H3_K9ac* H-ARTKQTARK(ac)STGGKAPR-NH;

Test- H3_K9ac_S10ph* H-ARTKQTARK(ac)S(ph)TGGKAPR-NH2

Peptide* H3_K27ac_SAPS* Ac-KAARK(ac)SAPSTGGVKKPHRYRK(Biotinoyl)-NH
H3_K27ac_S28ph_SAPS* Ac-KAARK(ac)S(ph)-APSTGGVKKPHRYRK(Biotinoyl)-NH>
H3_K27ac_STPS* Ac-KAARK(ac)STPSTCGVKPHRYRPK(Biotinoyl)-NH2
H3_K27ac_S28ph_STPS* Ac-KAARK(ac)S(ph)-TPSTCGVKPHRYRPK(Biotinoyl)-NH>

XopH- Positivkontrolle* Ac-DADEY(ph)LIPQQGW-NH:

Peptide Substrat* Ac-KVDVDEY(ph)DENKFVW-NH>

Nicht-Substrat*

Ac-GRKKIKY(ph)KSLTRNW-NH>
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3.3 Radiochemikalien
v-3P-(ATP) (111TBg/mmol, 370 MBg/ml) von Hartmann Analytik (Braunschweig)

3.4 Puffer
TBS: 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl
TBST: 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,1% Tween20

Sirt-Puffer Mikroarray: 20 mM Tris-HCI (pH 7,8), 150 mM NacCl, 5 mM MgCl,
Sirt-Puffer Losung: 100 mM Tris-HCI (pH 7,8), 150 mM NaCl, 5 mM MgCl,

KAT-Puffer3°; 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 % Glycerin, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT
ARTD-Puffer: 50 mM Tris (pH 8,0), 4 mM MgCl,, 50 uM etheno-NAD*, 20 mM NaCl, 250 uM
DTT

Myt1/Weel-Puffer: 50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 40 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0,04% Triton
X-100, komplett EDTA-frei

Prk1-Puffer: 60mM HEPES-NaOH (pH 7,5), 3 mM MgCl;, 3mM MnCl,, 1,2 mM DTT

MSK1-Puffer: 25 mM Tris (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 0,5 mM EGTA, 5 mM B-Glycerophosphat,
2,5 mM DTT, 0,01% TritonX-100

XopH-Puffer: 50 mM HEPES (pH 7,0), 100 mM NacCl, 5% Glycerol, 0,1 % B-Mercaptoethanol,
1 mM MgCl,

PBS: Applichem PBS-Puffertabletten (pH 7,4) (140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Phosphat)

3.5 Antikorper

Primare Antikdrper: Ethenoadenosin (1G4), sc-52666 Maus monoklonal IgG2a und Ethenoadenosin

(6A544), sc-71077 Maus monoklonal 1gG2a von Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg); anti-GST-
Antikorper (Ziege) von GE Healthcare (Freiburg); anti-GST-SPIN1-Antikorper (183-229; animal 5865)
(Kaninchen) von AG Prof. Roland Schile (Universitat Freiburg)

Primdre modifikationsspezifische Antikorper: anti-acetyllysin-Antikérper [7F8] Maus (monoklonal)

von abcam (Cambridge, UK) (= anti-Kac-Antikérper 1); anti-acetyllysin-Antikérper(Ac-K-103) Maus
(monoclonal)(= anti-Kac-Antikorper 2), anti-acetyllysin-Antikérper (Ac-K2-100) Kaninchen (monoklo-
nal) (=anti-Kac-Antikorper 3) und anti-Phosphotyrosine-Antikérper (pY-Ak) P100 (Maus) von Cell Sig-
naling Technologies (CST, Leiden, Niederlande); anti-succinyllysin-Antikérper Kaninchen von PTM-
Biolabs (Chicago, USA) (=anti-Ksuc-Antikdrper)

Primdre  sequenzspezifische  Antikérper:  anti-H2A/H4S1phospho-Antikérper und  anti-

H3S28phospho-Antikérper Kaninchen (polyklonal) von Upstate (Darmstadt); anti-H3K27me2/3-
Antikorper Maus (monoklonal), anti-H3K27me3-Antikorper Maus (monoklonal), anti-H3K36mel-
Antikorper Kaninchen (polyklonal), anti-H3K36me2-Antikdrper Kaninchen (polyklonal), anti-
H3K36me3-Antikdrper Kaninchen (polyklonal), anti-H3K4me1-Antikérper Kaninchen (polyklonal) und
anti-H3K4me2-Antikérper Kaninchen (polyklonal) von Active Motif (Carlsbad, USA); anti-H3K9me1l-
Antikérper Maus (monoklonal) und anti-H3K9me2-Antikorper Maus (monoklonal) von abcam (Cam-
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bridge, UK); anti-H3K9me3-Antikorper Maus (monoklonal) von Diagenode (Seraing, Belgien); anti-
H4K16ac-Antikorper Kaninchen (polyklonal) von Millipore (Darmstadt) und anti-H4K16ac-Antikorper
Kaninchen (polyklonal) von Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)

Sekunddre Antikorper: anti-Kaninchen IgG (H+L), Dylight 649 von Pierce (Rockford, USA); anti-Maus

IgG (H+L), Dylight 649 von Thermos Scientific (Braunschweig); anti-Ziege 1gG (H+L), DyLight 649 und
anti-Flag-Antikérper (Kaninchen), DyLight 649 von Rockland (Limerick, USA) und anti-Kaninchen IgG
(H+L), Alexa Fluor 532 von Invitrogen(Carlsbad, USA)

3.6 Bestimmung der Peptidkonzentration

Die Peptidkonzentration wurdeunter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes (A =¢ * ¢ * d, mit
A = Absorption, &= Extinktionskoeffizient [cm™ M?], ¢ = Peptidkonzentration [M], d = Schichtdicke
der Kiivette [cm]) bestimmt. Die Berechnung des Extinktionskoeffizienten erfolgte nach Gill und von

Hippel.3"

3.7 Festphasenpeptidsynthese

Die Peptide wurden nach der Fmoc-Methode am Fmoc-Rink MBHA Harz synthetisiert.3”? Nach der
Abspaltung der Seitenketten-Schutzgruppen wurde das Peptid mit 98% Trifluoressigsdure (TFA) vom
Harz entfernt. Die TFA wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand mittels Diethylether gefillt,
anschlieRend filtriert und mit kaltem Diethylether gewaschen. Die Peptide wurden entweder lyophili-
siert oder direkt mittels praperativer reserved-phase Hochdruckfliissigchromatographie (RP-HPLC)
gereinigt. Hierfir wurde eine Merck/Hitachi-HPLC unter Benutzung einer RP-18-Siule (Merck Hi-
bar/LiChrospher 100, 250 x 25 mm RP-18 (5 um)) genutzt. Uber einen 80-miniitigen linearen Gradi-
enten von 20% Acetonitril (ACN) bis 60% ACN (v/v) und Wasser, beide mit 0,1% TFA versetzt, wurde
das Peptid von den Nebenprodukten getrennt. Die Reinheit der Fraktion wurde mittels analytischer
HPLC (Agilent 1100, Saule: Kinetex 2,6um XB-C18 100 A, 50x 3,0mm) und Massenspektrometrie (Frau
Dr. A. Schierhorn) analysiert. Die Chromatogramme und Massenspektren der synthetisierten Peptide

sind dem analogenAnhang Al zu entnehmen.

3.8 Peptidmikroarrayinkubationen

3.8.1 Verwendete Peptidmikroarrays

Alle der in dieser Arbeit verwendeten Peptidmikroarrays (Tabelle 3.2) prasentieren jedes immobili-
sierte Peptid dreifach. Eine Auflistung der immobilisierten Peptide ist fir jeden verwendeten Mikro-

array dem elektronischen Anhang E1 zu entnehmen.
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Tabelle 3.2:Ubersicht der verwendeten Peptidmikroarrays
Peptidgesamtanzahl

Name Proteine

Acetylom- 13mere Peptide mit zentralem Lysin, die beschriebene huma- 5983 x 3

(nicht-acetyliert) ne Acetylierungsstellen prasentieren; 384 Peptide als Kontrolle =17949

Mikroarray mit zentralem acetylierten Lysinrest

Acetylom- 13mere Peptide mit zentralem acetylierten Lysin, die humane 5983 x3

(acetyliert, Kac) Acetylierungsstellen prdsentieren; 384 Peptide als Kontrolle =17949

Mikroarray mit zentralem unacetylierten Lysinrest

Histonmikroarray 20mere Peptide aus den humanen Histonen H1, H2A, H2B, H3 3874 x 3
und H4 und ihren Varianten mit bis zu 6 posttranslational mo- =11622
difizierten Aminosdureresten pro Peptid

PhosphoTyrosin- 13mere Phosphopeptide mit zentralem, phosphorylierten 6204 x 3

Mikroarray Tyrosin373-375 =18612

Annotated Phospho- 13mere Peptide; humane Phosphorylierungsstellen 1143 x3

Sites-Mikroarray =3429

3.8.2 Untersuchung der Bindung rekombinanter Proteine an auf Mikroarrays
immobilisiertenPeptiden

Die Inkubation der Peptidmikroarrays erfolgte entweder manuell oder halbautomatisch unter Nut-
zung der Hybstation HS400 von Tecan.®'8Dje Waschschritte wurden jeweils fiir 5 Minuten durchge-
fuhrt, wenn nicht abweichend angegeben. Die Temperatur war Raumtemperatur bei der manuellen
Inkubation bzw. 25°C bei der halbautomatischen Inkubation (Abweichungen sind an entsprechender
Stelle vermerkt). Bei der manuellen Inkubation wurden zwei Peptidmikroarrays mit den Peptid-

prasentierenden Seiten der Mikroarrayoberfliche gegeneinander gedeckelt'%376(Abbildung 3.1).

a) Aufbau oberer Mikroarray

==

Abstandshalter

W

b) Befiillung unterer Mikroarray

Pipettenspitze

c) Inkubation Oberer Mikroarray zur
kompletten Bedeckung

/ verschieben

é % - ,Chip-Sandwich®

Abbildung 3.1: Prinzip der manuellen Inkubation von Peptidmikroarrays mittels ,,Chip-Sandwich*.

Zwischen den beiden Peptidmikroarrays befanden sich zwei Abstandshalter, die eine definierte Reak-
tionskammer mit etwa 350 pl Probenvolumen bildeten. Kapillarkrafte ermdglichen das luftblasen-

freie Befiillen der Reaktionskammer zwischen den beiden Peptidmikroarayoberflachen, die dann in
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einer Feuchtekammer fiir die entsprechende Zeit inkubiert wurden. AnschlieRend wurden die Pep-
tidmikroarrays mit Tween20-haltigen Waschpuffer, Waschpuffer ohne Tween20 und destilliertem
Wasser gewaschen (jeweils dreimal), bevor sie in einer Mikroarray-Zentrifuge getrocknet wurden.

Bei der halbautomatischen Inkubation folgte einer Vorwasche mit 2x (Tween20-haltigem) Waschpuf-
fer 1, 1x Waschpuffer 2,bevor das Zielprotein im Assaypuffer zugegeben wurde. Anschliefend wurde
5x mit Waschpuffer 1 und 1x mit Waschpuffer 2 gewaschen. Es folgte die Inkubation des Primaranti-
korpers in Antikorper-Puffer und den Waschschritten mit 5x Waschpuffer 1 und 1x Waschpuffer 2.
Nach der Inkubation desfluoreszenz-markierten Sekundarantikérpers erfolgten erneut die Wasch-
schritte 5x mit Waschpuffer 1 und 1x mit Waschpuffer 2. Hierauf folgte zusatzlich ein 2-maliges Wa-
schen mit dH,0. AnschlieRend wurden die Peptidmikroarrays mit Stickstoff getrocknet.

Das Fluoreszenzbild wurde mittels eines Genepix 4000B-Fluoreszenzscanners von Molecular Devices
(Sunnyvale, USA), mit 100% Laserpower und einer PMT von 500, 550 und 600 generiert. Die Fluores-
zenzbilder wurden im Standard tagged image file (tif)-Format gespeichert und mittels der GenePix
Pro 7.2 Software und der GenePix Array List (gal)-Datei analysiert. Die Ergebnisse wurden als GenePix

results (gpr)-Datei gespeichert.

3.8.3 Auswertung der Peptidmikroarrays

Diese Arbeit nutzte den Mittelwert der Signalintenistaten fir alle Pixel, die innerhalb des Spots lagen,
die bei einer Wellenlange von 635 nm oder 532 nm ausgelesen wurden (F635mean bzw. F532mean).
Der Bildauswertung folgten einige statistische Analysen mittels R¥’(analoger Anhang A2) oder Micro-
soft Excel, um die Substrate oder Binder zu identifizieren und aus diesen ihre entsprechenden Sub-
strat- bzw. Bindemotive (Two-sample-Logo®®) zu erstellen. Fir die Errechnung der Two-sample-
Logoswurde der t-Test als statistischer Test ausgewadhlt und der Aminosdurerest wird gezeigt, wenn

der p-Wert unter 0,05 liegt.3”®

3.8.4 Untersuchung der Bindung modifikations- und sequenzspezifischer Antikorper auf
Peptidmikroarrays

Inkubation des Histonmikroarrays mit modifikationsspezifischen Antikérpern: Waschpuffer 1 =
TBST; Waschpuffer 2 = TBS; Inkubation mit Zielprotein: Assaypuffer: TBS+3%BSA, modifikationsspezi-
fischer AntikorperAnti-Kac-Antikorper-Mischung(1:2000, 1:1:1-Mix aus anti-acetyllysine-Antikérper
aus Maus und Kaninchen (abcam #61384, CST #9814S, CST #9681S) oderanti-Kac-Antikorper einzeln
(1:2000, anti-acetyllysine-Antikérper aus Maus und Kaninchen (abcam #61384, CST #9814S, CST
#9681S)) in TBS+3% BSA-Puffer, halbautomatische Inkubation: 1 Stunde; Inkubation mit Sekundar-

Antikorper-Mischung aus Dylight 649-konjugierten Anti-Maus IgG und anti-Kaninchen-IgG (1:5000 in
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TBS+3% BSA, 1:1-Mix) fur 30 Minuten; Kontrollinkubation: Sekundar-Antikdrper-Kontrollinkubation
mit Assaypuffer ohne die Zugabe eines modifikationsspezifischen Antikorpers.

Inkubation mit anti-succinyllysin-Antikorper: Inkubation mit anti-Ksuc-Antikérper (1:400) in TBS-
Puffer+0,1% Tween20+5% BSA (entsprechend Datenblatt), Chip-Sandwich, Gber Nacht, 4°C; Transfer
in Hybstation; Inkubation mit Sekundarantikérper anti-GST-Antikérper (Ziege), 1:2000-Verdinnung in
TBS+3%BSA-Puffer, 30 Minuten; Inkubation mit Tertidrantikdrper Dylight 649-konjugierten anti-Ziege
1gG (1:10000 in TBS+3% BSA), 1 Stunde; Kontrollinkubation anti-Ksuc-Antikorper: nur Assaybuffer: 50
mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl in Zielproteininkubationsschritt.

Inkubation des Histonmikroarrays mit sequenzspezifischen Antikorpern: Waschpuffer 1 = TBST;
Waschpuffer 2 = TBS; Inkubation mit Zielprotein: Assaypuffer: TBS+3%BSA, siehe Tabelle 3.3 fiir die
Konzentration der sequenzspezifischen Antikorper, halbautomatische Inkubation: 1 Stunde; Inkuba-
tion mit Sekundar-Antikérper-Mischung aus Dylight 649-konjugierten Anti-Maus IgG und anti-
Kaninchen-lgG (1:5000 in TBS+3% BSA, 1:1-Mix) fir 30 Minuten; Kontrollinkubation: Sekundar-
Antikorper-Kontrollinkubation mit Assaypuffer ohne die Zugabe eines sequenzspezifischen Antikor-

pers.

Tabelle 3.3: Sequenzspezifische Antikdrper-Inkubation.

Sequenzspezifische Antikorper Lot # Ak-konzentration
Anti-H2A/H4S1ph-Antikorper 20341 1 ug/ml
Anti-H3K4me1-Antikérper Kaninchen (polyklonal) 21008001 2,1,0,2 ug/mi
Anti-H3K4me2-Antikorper Kaninchen (polyklonal) 01008001 1 pg/ml
Anti-H3K9me1-Antikérper Maus (monoklonal) 941182 2,1,0,2 ug/ml
Anti-H3K9me2-Antikérper Maus (monoklonal) GR110728-1 2,1,0,2 ug/ml
Anti-H3K9me3-Antikdrper Maus (monoklonal) 1 0,4 pg/ml
Anti-H3K27me2me3-Antikorper Maus (monoklonal) 33311011 1 pg/ml
Anti-H3K27me3-Antikérper Maus (monoklonal) 32012003 1 pg/ml
Anti-H3528ph-Antikorper Kaninchen (polyklonal) 27707 2 ug/ml
Anti-H3K36mel-Antikorper Kaninchen (polyklonal) 23012001 1 ug/ml
Anti-H3K36me2-Antikorper Kaninchen (polyklonal) 08308001 1 ug/ml
Anti-H3K36me3-Antikorper Kaninchen (polyklonal) 12912002 1 ug/ml
Anti-H4K16ac-Antikorper Kaninchen (polyklonal) Millipore 1838712 1 ug/ml
Anti-H4K16ac-Antikorper Kaninchen (polyklonal) SantaCruz D0510 1,3 ug/ml

3.8.5 Untersuchung der Bindung rekombinanter Readerdomanen auf Peptidmikroarrays

Inkubation des Histonmikroarray und Kac-Acetylom-Mikroarray mitBromodomanen: Waschpuffer
1 = TBST; Waschpuffer 2 = TBS; Inkubation mit Zielprotein: Assaypuffer: 25mM HEPES, 150 mM Nadl,
pH 7,5, 3% BSA, 20ug pro Assay BRD4(1) und BRD4(2) (beide N-terminal mit einem His-Tag und C-
terminal mit einem Flag-Tag markiert), Chip-Sandwich:liber Nacht, 4°C; Transfer in Hybstation; Inku-
bation mit Sekundarantikorper anti-Flag-AntikorperDyLight 649 Kaninchen, 1:1000-Verdinnung in
TBS+3%BSA-Puffer, 1 Stunde; Kontrollinkubation: nur mit anti-Flag-Antikorper.
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Inkubation des Histonmikroarray mit Spindlinl (GST-SPIN1):Waschpuffer 1 = TBST; Waschpuffer 2 =
TBS; Inkubation mit 50ug/mL Zielprotein GST-SPIN1(49-262) in TBS+3%BSA, Chip-Sandwich: Uber
Nacht, 10°C; Transfer in Hybstation; Inkubation mit Primarantikorper anti-GST-Antikorper (Ziege),
1:2000-Verdinnung in TBS+3%BSA-Puffer fiir 30 Minuten; Inkubation mit Sekundarantikdrper Dylight
649-konjugierten anti-Ziege 1gG (1:10000 in TBS+3% BSA), 1 Stunde; Kontrollinkubation: GST-

Kontrolle mit einer Konzentration von 25 pg/ml.

Inkubation des Histonmikroarray mit Spindlinl (SPIN1): Waschpuffer 1 = TBST; Waschpuffer 2 =
TBS; Inkubation mit 50ug/mL Zielprotein SPIN1(49-262)PP (SPIN1PP = Spindlinl, bei der der GST-Tag
mit PreScission Protease abgeschnitten wurde) in TBS+3%BSA, Chip-Sandwich: Gber Nacht, 10°C;
Transfer in Hybstation; Inkubation mit Primarantikdrper anti-GST-SPIN1-Antikorper (183-229; animal
5865) (Kaninchen), 1:2000-Verdinnung in TBS+3%BSA-Puffer, 30 Minuten; Inkubation mit Sekun-
darantikorper Dylight 649-konjugierten anti-Kaninchen IgG (1:5000 in TBS+3% BSA), 1 Stunde.

Inkubation des Histonmikroarray mit Chromodomane CHD1: Waschpuffer 1 = TBST; Waschpuffer
2 = TBS; Inkubation mit Zielprotein: 50ug/ml GST-CHD1 in TBS+3%BSA, Chip-Sandwich: Gber Nacht,
6°C; Transfer in Hybstation; Inkubation mit Primarantikorper: anti-GST-Antikdrper (Ziege), 1:2000-
Verdinnung in TBS+3%BSA-Puffer; 30 Minuten; Inkubation mit Sekundarantikérper Dylight 649-
konjugierten anti-Ziege IgG (1:10000 in TBS+3% BSA), 1 Stunde; Kontrollinkubation: GST-Kontrolle

mit einer Konzentration von 25ug/ml.

3.8.6 Untersuchung von Acetylierungen auf Peptidmikroarrays

Inkubation desAcetylom-Mikroarraysmit Acetyltransferasen: Waschpuffer 1 = TBST (pH 8,0);
Waschpuffer 2= TBS (pH 8,0); Inkubation mit Zielprotein: Assaypuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10%
Glycerin, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, die Konzentration des eingesetzten Ac-CoA orientierte sich fir
die verschiedenen KATs an den entsprechend publizierten Kym-Werten (100uM fiir Tip60 (festgelegter
Wert), 3uM fiir PCAF*®, 120uM fir p300%?, 7,5uM fir GCN5%#2), 200 pug/mL p300/GCN5/PCAF/Tip60,
Chip-Sandwich: 3 Stunden; Transfer in Hybstation; Inkubation mit Primarantikérper Anti-Kac-
Antikorper-Mischung (1:2000, 1:1:1-Mix): anti-acetyl-Lysine-Antikérper aus Maus und Kaninchen
(abcam #61384, CST #9814S, CST #9681S) in TBS+3% BSA-Puffer, 1 Stunde; Inkubation mit Sekun-
darantikérper-Mix (1:5000, 1:1-Mix): DyLight649 anti-Maus IgG (H+L) und anti-Kaninchen IgG (H+L) in
TBS+3% BSA-Puffer, 30 Minuten, 25°C; Kontrollinkubation: 50 mM Ac-CoA und 3%BSA in TBS (pH
8,0).
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Inkubation der Acetylom-Mikroarrays (acetyliert und nicht-acetyliert) mit ADP-Ribosyltransferasen
ARTD1 und ARTD10: Waschpuffer 1 = TBST (pH 8,0); Waschpuffer 2 = TBS (pH 8,0); Inkubation mit
Zielprotein: Assaypuffer: 50 mM Tris (pH 8,0), 4 mM MgCl,, 50 uM etheno-NAD*, 20 mM NaCl, 250
UM DTT, 1ul DNA (EcoRT), 5 ug/ml hARTD1 und hARTD10, Chip-Sandwich, 4 Stunden, Raumtempera-
tur; Transfer in Hybstation; Inkubation mit Ethenoadenosin (1G4), sc-52666 Maus (monoclonal)
IgG2a und Ethenoadenosin (6A544), sc-71077 Maus (Monoklonal) 1gG2a (1:1-Mix), 1:1000 Verdin-
nung in TBS (pH 8,0)+3% BSA-Puffer, 1 Stunde; Inkubation mit Sekundarantikérper Dylight 649-
konjugierten anti-Maus IgG (1:5000 in TBS(pH 8,0)+3% BSA), 30 Minuten; Kontrollinkubation: etheno-
NAD*-Kontrolle.

3.8.7 Untersuchung von Phosphorylierungen auf Peptidmikroarrays (Radioaktiv-Assay)

Die Kinase wurde 3-4 Stunden bei Raumtemperatur in Assaypuffer mit 10uM ATP und [y-*P]-ATP
inkubiert. AnschlieRend wurden die Mikroarrays 2x mit TBS-Puffer (50mM Tris-HCI, pH 7,5, 150mM
NaCl) gewaschen. Weitere Waschschritte mit 2x Phosphorsaure (pH 2,0), 2x deionisiertem Wasser,
2x Methanol folgten mit jeweils 5 min Waschzeit, bevor die Mikroarrays an der Luft getrocknet wur-
den. Die eingebaute Radioaktivmarkierung wurde mittels Phosphorimager-Platten (Fuji BAS-MS)
detektiert. Danach erfolgte das Auslesen der Platten mittels des Phosphorimager-Scanners (FujiFilm

FLA-7000).

radioaktive Inkubation des Histonmikroarrays mit den Kinasen Mytl und Weel: Inkubation mit
Zielprotein: Assaypuffer: 50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 40 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0,04% Tri-
ton X-100, komplett EDTA-frei, 10uM ATP und 18,5MBq [y-*3P]-ATP, 80nM Myt1, 4,1ug pro Assay
Weel, Chip-Sandwich: 4 Stunden; Kontrollinkubation: analog zu Inkubation mit Zielprotein, jedoch in

Abwesenheit der Kinase.

radioaktive Inkubation des Histonmikroarrays mit der Kinase MSK1: Inkubation mit Zielprotein:
Assaypuffer:25 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgCl,, 0,5 mM EGTA, 5 mM beta-Glycerophosphat, 2,5 mM
DTT, 0,01% TritonX-100, 10uM ATP und 7,4MBq [y-*P]-ATP, 10 pg/Assay MSK1, Chip-Sandwich: 4

Stunden.

radioaktive Inkubation des Annotated PhosphoSites-Mikroarray und des Histonmikroarrays mit
der Kinase Prki: Inkubation mit Zielprotein: Assaypuffer:60 mM HEPES-NaOH, pH 7,5, 3mM MgCl,,
3mM MnCl,, 1,2 mM DTT, 10uM ATP und 7,4MBq [y-**P]-ATP, 4,1 ug/Assay Prkl, Chip-Sandwich: 3

Stunden.
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3.8.8 Untersuchung von Dephosphorylierung auf Peptidmikroarrays

Inkubation der PhosphoTyrosin-Mikroarrays mit Phosphatase XopH und XopH-C267A-Mutante:
Waschpuffer 1 = PBST (pH 7,5) (PBS-Puffer + 0,1% Tween20); Waschpuffer 2 = PBS (pH 7,5); Mikro-
arrayoberflachenblockierung mit PBST + 3% BSA, 10min;Inkubation mit Zielprotein: Assaypuffer: 50
mM HEPES, pH 7,0, 100mM NaCl, 1mM Dithiothreitol (DTT), 1mM MgCl, und 3% BSA, 10 ug/ml XopH
und XopH-C267A-Mutante, halbautomatische Inkubation: 2 Stunden; Inkubation mit Primarantikor-
per anti-PhosphoTyrosin-Antikdrper P100 (10ug/ml in PBST+3%BSA), 1 Stunde; Inkubation mit Se-
kundarantikorper Dylight 649-konjugierten anti-Maus 1gG (1pg/ml in PBST+3% BSA), 30 Minuten;
Kontrollinkubation anti-pY100-Ak: Parallelinkubation ohne Enzym zur Ermittlung der Start-
Signalintensitaten fur jeden Spot; Maskierungskontrollinkubation mit anti-XopH-Antikérper (1:5000
in PBST+3%BSA), 1 Stunde, Sekundarantikorper-Inkubation mitAnti-Kaninchen IgG (H+L), Alexa Fluor
532(1pg/mlin PBST+3%BSA), 30 Minuten; Maskierungskontrollinkubation mit kompetetiven pTyr2-
Substrat: analog zu Inkubation mit Zielprotein, jedoch 1 Minute Vorinkubation mit 600 uM pTyr2-
Substrat DADEY(ph)LIPQQG; Maskierungskontrollinkubation mit Inhibitor: analog zu Inkubation mit
Zielprotein, jedoch 9 Minuten Vorinkubation mit 100 uM Natrium-Orthovanadat; Kontrollinkubation
Harnstoff-Wasche: analog zu Inkubation mit Zielprotein, jedoch zusatzlichen Waschschritten mit
Harnstoff (1x 20 min 6M Harnstoff (in dH,0, pH 7,4), 1x 20 min 3M Harnstoff (in dH,0, pH 7,4), 3x 5

min dH,0 und Zentrifugentrocknung) vor der Inkubation mit Primarantikorper.

3.8.9 Untersuchung von Deacylierungen auf Peptidmikroarrays

Inkubation des Histonmikroarraysmit den Sirtuinen (Bedingungen entspr. 77): Waschpuffer 1 = TBST;
Waschpuffer 2 = TBS; Inkubation mit Zielprotein: Assaypuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7,8), 150 mM
NaCl, 2 mM DTT, 1,5 mM NAD*, 3% BSA, 358 nM Sirtuin1/Sirtuin2/Sirtuin6/Sirtuin7, halbautomati-
sche Inkubation: 2 Stunden, 30°C; Inkubation mit Primarantikdrper: 10x anti-Kac-Antikorper-
Mischung (1:200, 1:1:1-Mix): anti-Acetyllysine-Antikérper aus Maus und Kaninchen (abcam #61384,
CST #9814S, CST #9681S) in TBS+3%BSA-Puffer, 1 Stunde; Inkubation mit Sekundarantikdrper-Mix
(1:5000, 1:1-Mix):DyLight649 anti-Maus 1gG (H+L) und anti-Kaninchen 1gG (H+L) in TBS+3%BSA-
Puffer, 30 Minuten; Kontrollinkubation enzymatische Negativkontrolle (in Abwesenheit von NAD):
Assaypuffer: 20 mM Tris-HCl (pH 7,8), 150 mM NaCl, 2 mM DTT, 3% BSA, 358 nM Sir-
tuin1/Sirtuin2/Sirtuin6/Sirtuin7, 2 Stunden, 30°C; Kontrollinkubation anti-Kac-Antikérper: Nur Assay-
buffer: 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NacCl in Zielproteininkubationsschritt; Kontrollinkubation
Sekundarantikoérper: Nur Assaybuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NacCl in Zielprotein- und
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Primarantikorperinkubationsschritt; NAD*-Kontrolle: Nur Assaypuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7,8), 150
mM NaCl, 2 mM DTT, 1,5 mM NAD*, 3% BSAin Zielproteininkubationsschritt.

Inkubation des Histonmikroarrays mit Sirtuin5 und dem anti-Ksuc-Antikorper: Waschpuffer 1 =
TBST; Waschpuffer 2 = TBS; Inkubation mit Zielprotein: Assaypuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7,8), 150
mM NaCl, 2 mM DTT, 1,5 mM NAD*, 3% BSA, 358 nM Sirtuin 5, halbautomatische Inkubation: 2 Stun-
den, 30°C; Inkubation mit anti-Ksuc-Antikdrper (1:400) in TBS-Puffer+0,1% Tween20+5% BSA (ent-
sprechend Datenblatt), Chip-Sandwich, Gber Nacht, 4°C; Transfer in Hybstation; Inkubation mit Se-
kundarantikorper anti-GST-Antikérper (Ziege), 1:2000-Verdinnung in TBS+3%BSA-Puffer, 30 Minu-
ten; Inkubation mit Tertidrantikorper Dylight 649-konjugierten anti-Ziege 1gG (1:10000 in TBS+3%
BSA), 1 Stunde; Kontrollinkubation anti-Ksuc-Antikorper: nur Assaybuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 7,5),

150 mM NaCl in Zielproteininkubationsschritt.

3.9 Invitro Experimente Peptidsubstrate und MALDI-ToF

Die Losungen der MALDI-ToF-Experimente enthielten: 0,5 uM Sirtuinl oder Sirtuin2, 250 uM Pep-
tidsubstrat, 1 mM NAD* im Assay-Puffer (20mM Tris, 150mM NaCl, pH 7,8) und wurden 1 Stunde bei
30°C inkubiert. Nach Abstoppen der enzymatischen Reaktion mittels 1 pul 10%iger TFA wurden die
Proben mit Zip-Tips entsalzt und mittels MALDI-ToF (MALDI-Ultraflex-1l ToF/ToF Massenspektro-

meter von Bruker Daltonic (Bremen), Matrix: 2,5-Dihydroxybenzoesdure in Methanol) analysiert.

3.10 Bestimmung der enzymkinetischen Parameter mittels HPLC

Die Substrate (0,5 — 50 uM) wurden im jeweiligen Assaypuffer fiir jeweils 5 Minuten bei 37°C vorge-
warmt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von Enzym (10 nM Sirtl, 50 nM Sirt2, 0,05 mg/mL
XopH) gestartet, wie beschrieben bei 2!2. Das Abstoppen der Reaktion (1-120 min) erfolgte durch
Zugabe von 10% (v/v) TFA, so dass eine finale Konzentration von 1% TFA (v/v) vorlag.

Die gestoppten Reaktionsldsungen wurden mittels analytischer HPLC (Agilent 1100) und einer Ki-
netex 2,6 um XB-C18 100 A, 50x 3,0mm Saule analysiert. Die Auswertung erfolgte durch Integration
der Peakflachen von Substrat (acetylierte bzw. phosphorylierte Peptide)und Produkt(deacetylierte
bzw. dephosphorylierte Peptide). Aus dem Verhéltnis der Substrat- zu Produktpeakflachen konnte
die Konzentration des gebildeten Produktes berechnet werden. Die erhaltene Produktkonzentration
wurde gegen die Zeit aufgetragen, um die Anfangsgeschwindigkeiten der enzymatischen Reaktion zu
bestimmen. Der Anstieg wurde mittels linearer Regression ermittelt. Anhand einer nichtlinearen
Regression nach dem Michaelis-Menten-Model wurden die kinetischen Parameter Ky und Vmax unter

Verwendung des Programms GraphPad Prism 5.01 errechnet.
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4  Ergebnisse

Generell miissen bei den in dieser Arbeit untersuchten Proteinen die Spezifitaten hinsichtlich Bin-
dung oder enzymatischer Aktivitat unterschieden werden. Readerdomanen binden spezifische Modi-
fikationen oder Sequenzmotive. Dasselbe gilt auch fiir Antikérper. Die Antikérper binden an das spe-
zifische Epitop oder die spezifische Modifikation. Dagegen wirken Enzyme auf eine andere Art und
Weise, indem sie die Substrate nicht nur binden, sondern diese auch spezifisch verandern. Diese
Veranderung erfolgt entweder durch das Einfihren einer chemischen Gruppe oder Modifikation
durch die ,,schreibenden” Enzyme (writer), wie Transferasen oder Kinasen, oder durch das Entfernen
der chemischen Gruppe durch entfernende Enzyme (eraser), wie z.B. Deacylasen oder Phosphatasen.
Dabei werden die Enzyme und ihre Aktivitat Gber das Modifizieren der Substrate (Substratspezifitat)
und die bindenen Proteine hinsichtlich ihrer Bindung (Bindungsspezifitat) unterschieden. Fir beide
gibt es weitere Spezifitaten, die Ihre Eigenschaften genauer definieren. Die Eigenschaft eines Proteins
eine spezifische Aminosauresequenz zu binden wird als Sequenzspezifitdt bezeichnet. Das affine Bin-
den an posttranslationale Modifikationen wird entsprechend als Ac(et)yl-, Methyl- oder Phosphor-
spezifitat bezeichnet.

Zur systematischen Analyse der verschiedenen Proteine mit ihren Bindungsspezifitdten und zur Iden-

tifizierung ihrer Substratspezifitdten wurden diese mit verschiedenen Peptidmikroarrays untersucht.

4.1 Bindungsspezifitdten von Antikorpern
Zur Untersuchung der Bindungsspezifitaten werden die Peptidmikroarrays zuerst mit modifikations-
bzw. sequenzspezifischen Antikérpern inkubiert (Abbildung 4.1). Die Detektion der Bindung erfolgt

mittels fluoreszenz-markierter sekundarer Antikorper.

=
N

1 2 modifikations- i
I spezifischer- |

Antikorper

1 = Nicht-Binder
Fluoreszenz-markierte Sekundarantikérper 2 =Binder
Abbildung 4.1: Assay-Prinzip zur Untersuchung der Bindung von modifikationsspezifischen Antikérpern, wie z.B. anti-

succinyllysin-Antikorpern, auf Peptidmikroarrays. Der Nachweis erfolgt mittels fluoreszenz-markierter Sekundarantikorper,
um damit die Bindungsspezifitaten bestimmen zu kénnen.
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4.1.1 Voruntersuchung der einzusetzenden Antikérperkonzentration

Im Vorfeld der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurden in der Arbeitsgruppe drei
modifikationsspezifische anti-Kac-Antikorper (zwei aus Maus, einer aus Kaninchen) auf den Acety-
lom-Mikroarrays charakterisiert und hinsichtlich ihrer Detektion von acetylierten Lysinresten getes-
tet.”” Wie aus dem Venn-Diagramm (Abbildung 4.2 A) ersichtlich wird, bindet keiner der getesteten
Antikorper alle auf dem Mikroarray prasentierten Kac-Peptide. Lediglich 3567 (66,0 %) der prasen-
tierten Kac-Peptide wurden von allen drei anti-Kac-Antikdrpern erkannt. Weitere 1371 (25,3 %) wur-
den von zwei der drei Antikérper gebunden. 383 Peptide wurden nur von einem anti-Kac-Antikdrper
erkannt. Von den auf dem Acetylom-Mikroarray prasentierten 5407 Peptiden wurden 86 (1,6 %) von
keinem der drei Antikérper gebunden. Deshalb wurde beschlossen eine Mischung aller drei anti-Kac-
Antikorper zu verwenden, da hier 98,4 % aller auf dem Acetylom-Mikroarray prasentierten acetylier-

ten Peptide zuverlassig gebunden werden.

3000
M anti-Kac-Antikorper 3

4 \ 2500
M anti-Kac-Antikorper 2
2000 M anti-Kac-Antikorper 1
1500
E
500 L
0 .
288 86 <1 <2 <5 <10 <50

Anzahl Peptide

1]
<100 <200 >200
Selektivitatsfaktor (acetylierte/nicht-acetylierte Peptide)

Abbildung 4.2: Antikdrpercharakterisierung von drei anti-Kac-Antikdrpern. A Venn-Diagramm zeigt die Anzahl der durch die
einzelnen anti-Kac-Antikdrper gebundenen Peptide auf dem Acetylom-Mikroarray (insgesamt 5407 Peptide prasentiert). B
Das Diagramm zeigt fur jeden anti-Kac-Antikorper die Bindungspraferenz fiir das acetylierte gegeniber dem nicht-
acetylierten Peptid (Selektivitatsfaktor). Ein Selektivitatsfaktor von 10 bedeutet, dass das acetylierte Peptid 10-fach besser
(10-fach hoheres Signal) als das nicht-acetylierte Peptid erkannt wird. Die meisten Peptide werden mit Selektivitatsfaktoren
Uiber 2 bis 50 erkannt. Die Ordniate gibt die Anzahl der durch die einzelnen anti-Kac-Antikérper erkannten Peptide an. anti-
Kac-Ak 1 = anti-Kac-Ak aus Maus von abcam, anti-Kac-Ak 2 = anti-Kac-Ak aus Maus von Cell Signaling (CST), anti-Kac-Ak 3 =
anti-Kac-Ak aus Kaninchen von CST. Experimentelle Durchfiihrung durch Ulrike Obeck.

Zusatzlich wurde auch die Selektivitdt der anti-Kac-Antikérper untersucht (Abbildung 4.2 B). Das Dia-
gramm zeigt die Bindungspraferenz fir das acetylierte gegenliber dem nicht-acetylierten Peptid (Se-
lektivitatsfaktor). Es sind Unterschiede zwischen den einzelnen Antikérpern zu erkennen. Wéahrend
der anti-Kac-Antikorper 3 die meisten Peptide mit einem Selektivitatsfaktor bis zu 10 erkennt, er-
kennt der anti-Kac-Antikorper 1 die meisten Peptide mit Selektivitatsfaktoren zwischen 10-50. Insge-
samt erkennen alle drei anti-Kac-Antikorper die acetylierten Peptide bis auf wenige Ausnahmen (Se-

lektivitatsfaktor <1) immer stérker als die nicht-acetylierten Peptide.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurdedie Mischung der drei modifikationsspezifischen anti-Kac-Antikérper
auch auf dem Histonmikroarray untersucht (elektronischer Anhang E2). Die Auswertung zeigt nicht
nur die Erkennung einzelner PTMs (wie z.B. ein acetyliertes Lysin auf dem Acetylom-Mikroarray),
sondern auch die von multiplen PTMs. Dabei wurde untersucht, ob die Bindung der anti-Kac-
Antikorper durch benachbarte PTMs beeinflusst wird bzw. ob die anti-Kac-Antikdrper immer noch
zuverlassig binden, wenn mehrere verschiedene (multiple) PTMs innerhalb des immobilisierten Pep-

tids vorhanden waren (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Detektion von acetylierten Lysin(en) durch die anti-Kac-Antikorper-Mischung. A Die anti-Kac-Antikorper-
Mischung bindet an acetylierte Lysine (Einzel-PTM). B Aber auch Peptide mit multiplen PTMs kdnnen durch die anti-Kac-
Mischung gebunden werden. Beide Abbildungen zeigen jeweils die Peptide (unmodifiziert und modifiziert) des untersuch-
ten Histonabschnitts mit der entsprechenden Aminosauresequenz. Die heatmap zeigt durch Farbkodierung die Prasenz der
jeweiligen PTM mit ihrer Position innerhalb der untersuchten Peptidsequenz an. Lysinmodifikationen sind in rot, Arginin-
modifikationen in blau und Phosphorylierungen in griin dargestellt. Das Balkendiagramm zeigt das Signalverhaltnis von anti-
Kac-Antikorpern (anti-Kac-Ak) zu Sekundarantikérpern (Sek-Ak). Die Peptide sind dabei in absteigender Reihenfolge der
Signale angeordnet. Fir weitere Erklarungen, wie diese Abbildungen zu lesen sind,siehe analoger Anhang A2.

Die Bindungs- und Acetylspezifitdt der anti-Kac-Antikorper wurde exemplarisch anhand eines His-
ton H3-Peptids (Aminosduren 63-82) gezeigt(Abbildung 4.3 A). Das dargestellte Histonpeptid enthélt
zwei Lysine, K64 und K79, wobei K79 nicht nur in acetylierter, sondern auch in mono-, di- und trime-
thylierter Form prasentiert wurde. Das Signalverhaltnis flir das K79Ac-Peptid ist ca. 450. Dieser Wert
bedeutet, dass das Signal des acetylierten Peptids nach Inkubation mit den anti-Kac-Antikorpern 450-
fachhéher war als das Signal der Sekundarantikérper-Kontrolle. Es wird ersichtlich, dass die anti-Kac-
Antikorper die Acetylierung zuverldssig erkennen. Dies wird unterstiitzt durch den Fakt, dass das

unmodifizierte Peptid kein Signal aufweist.
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Peptide, welche neben der Lysin-Acetylierung noch andere PTMs aufweisen, wurden ebenfalls er-
kannt (Abbildung 4.3 B). Hier wurde das H3-Peptid (Aminosduren 105-124) ausgewahlt, welches an
zwei Lysinen (K115 und K122) und an zwei Threoninen (T107 und T118) modifiziert wurde. Auch an
diesem Beispiel wird ersichtlich, dass das unmodifizierte Peptid nicht von der anti-Kac-Antikdrper-
Mischung gebunden wurde. Das Signalverhaltnis unterschied sich jedoch in Abhdngigkeit von der
Anzahl der posttranslationalen Modifizierungen innerhalb des Peptids. Polyacetylierte Peptide wur-
den mit hoheren Signalen detektiert, da die Affinitdt der anti-Kac-Antikorper gesteigert wird. Das
starkste Signal wurde fiir das an beiden Lysinen acetylierte Peptid detektiert (400-fach héheres Sig-
nal). Dabei beeinflusst die Phosphorylierung am T118 die Bindung deranti-Kac-Antikérper nicht. Denn
obwohl die Phosphatgruppe eine voluminése und geladene Gruppe ist, beeinflusst dies nicht die
Bindung der anti-Kac-Antikérper. Das wird durch die Peptide T118p+K122Ac und K115ac+T118p be-
statigt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Mischung von anti-Kac-Antikorpern die acety-
lierten Lysine spezifisch sowohl in einzel-modifizierter als auch in Form multipler Modifikationen
bindet und somit fiir den Einsatz in den weiteren Assays geeignet ist. Die Phosphorylierung von Thre-

onin- und Serinresten scheint die Bindung der Antikorper nicht zu beeinflussen.

4.1.2 Untersuchung der Bindungsspezifitdten von modifikationsspezifischen Antikérpern

Neben der bereits durchgefiihrten Charakterisierung der anti-Kac-Antikérper-Mischungwurden auf
dem Histonmikroarraydiemodifikationsspezifischen anti-Kac-Antikérper einzeln analysiert. Die voll-
standigen Datensatze sind dem elektronischen Anhang E2 zu entnehmen. Die Signale dieser Antikor-
per fiir alle einzel-modifizierten Peptide des Histonmikroarrays sind in der heatmap in Abbildung 4.4
dargestellt.

Das Kontrollexperiment mit den Sekundarantikorpern zeigte keine Signale. Die anti-Kac-Antikorper
zeigen die meisten und starksten Signale flr acetylierte Lysine. Der anti-Kac-Antikdrper 2 wies Kreuz-
reaktivitaten fir methylierte Lysine, methylierte Arginine und Phosphorylierungen auf. Sowohl anti-
Kac-Antikorper 1 als auch 2 (beide aus Maus) zeigen eine Kreuzreaktivitdt zu propionylierten Lysinen,
wenn auch meist mit einem verringerten Signal.

Zusatzlich wurde ein modifikationsspezifischer anti-Ksuc-Antikérper untersucht (elektronischer An-
hang E2). Aus der heatmap (Abbildung 4.4) ist eine Modifikationsspezifitdt des anti-Ksuc-Antikorpers
fiir die succinylierten Lysine zu erkennen. Hier ist eine Darstellung hilfreich, die veranschaulicht, ob
eine Praferenz des Antikorpers fiir eine Aminosauresequenz in der Umgebung von dem succinylier-
tem Lysin besteht und ob dieser eine Spezifitat flr die chemische Struktur des Acylrestes aufweist

(Acylspezifitat). Dabei wird die Acylspezifitat unterschiedlich betrachtet, entweder hinsichtlich einer
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Kreuzreaktivitdt gegenlber einer alternativen Acylmodifikation oder hinsichtlich der Unterscheidung

zwischen acylierten und nicht-acylierten Peptiden.

Kac Kmel Kme2 Kme3 Kbut
Kontrolle

anti-Ksuc-Ak
anti-Kac-Ak 1
anti-Kac-Ak 2
anti-Kac-Ak 3

Kprop Kmal Ksuc Cit Rmel Rme2a Rme2s| Tph Sph Yph
Kontrolle

anti-Ksuc-Ak
anti-Kac-Ak 1
anti-Kac-Ak 2
anti-Kac-Ak 3

Abbildung 4.4: Heatmap der Signale der vier modifikationsspezifischen Antikérper (einen anti-Ksuc-Antikorper und drei
anti-Kac-Antikorper, anti-Kac-Ak 1 = anti-Kac-Ak aus Maus von abcam, anti-Kac-Ak 2 = anti-Kac-Ak aus Maus von CST, anti-
Kac-Ak 3 = anti-Kac-Ak aus Kaninchen von CST) fir alle angegebenen Einzel-PTM-Peptide des Histonmikroarrays. Jeder
Strich repasentiert dabei ein einzel-modifiziertes Peptid. Die Signale sind durch eine Farbskala von weiR flr kein Signal,
Uiber eine Gelb- und Orangefarbung fiir schwache bis mittlere Signale bis zu rot fiir das starkste Signal indiziert. Jede Zeile
reprasentiert einen Antikorper. Die Kontrolle bezieht sich auf die Signale der Sekundarantikorper.

Fiir eine genauere Analyse der Sequenzspezifitat des anti-Ksuc-Antikérpers wurden die 13 Lysine des
Histons H3 exemplarisch ndher betrachtet (Abbildung 4.5).Das Histon H3 wurde ausgewahlt, da es
das am besten untersuchte Histonprotein ist.16%7224’Dje Signale der H3-Peptide wurden im Dia-
gramm der Abbildung 4.5 A zur besseren Ubersicht auf das starkste Signal (H3K56) normiert (100%).
Alle succinylierten Lysine wurden durch den anti-Ksuc-Antikérper erfolgreich gebunden, mit mindes-
tens 25% des Maximumsignals fiir H3K37suc. Sieben der 13 H3-Ksuc-Peptide zeigten Signale von tiber
60% im Vergleich zum succinylierten H3K56. Damit weist der modifikationsspezifische anti-Ksuc-
Antikorper keine Sequenzspezifitat auf. Das wird auch aus der Abbildung 4.5 ersichtlich, da alle Suc-
cinylierungen in den Histonpeptiden gebunden werden.

Werden die Signalverhaltnisse der succinylierten H3-Peptide zu den entsprechenden unmodifizierten
Peptiden gebildet, wird fast die Halfte der succinylierten H3-Peptide Gber 30-fach starker als ihre
unmodifizierte Form gebunden (Abbildung 4.5B). Das Signalverhaltnis ist flir das H3K79suc-Peptid
sogar fast 120-fach hoéher. Fir alle succinylierten H3-Peptide erkannte der anti-Ksucc-Antikorper die
succinylierten Peptide mindestens 10-fach besser als die unmodifizierten Peptide.

Zusatzlich wurde die Acylspezifitat des anti-Ksuc-Antikorpers flir die in der Literatur publizierten
Ksuc-Modifizierungsstellen innerhalb des Histons H3, untersucht.?*® Dazu wurden in Abbildung 4.5 C

die relativen Signale der acylierten Peptide aufgetragen und diese auf das hochste Signal (K122suc)
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normiert (100%). Der Graph zeigt die affine Bindung des anti-Ksuc-Antikorpers fiir die Lysin-
Succinylierung. Alle anderen Acylierungen zeigten 10- bis 100-fachniedrigere Signale, da diese durch

den anti-Ksuc-Antikorper nicht gebunden werden.
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H3_K79ac | Abbildung 4.5: Sequenz- und Acylspezifitdit des pan-
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H3_K14suc | Signal fiir die in Histon H3 enthaltenen succinylierten Lysine.
H3 K14mal Das Diagramm wurde auf das Signal von H3K56suc normiert
H3_K14but (100%). B zeigt das Signalverhaltnis von succinyliertem zu
i ;14 unmodifiziertem Lysin fur alle Lysine des Histons H3. C
3_Kl4prop Relatives Signal fiir die beschriebenen Succinylierungsstellen
H3_K14ac des Histons H3 sind mit ihren verschiedenen Acylierungen
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normiert (100%).
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4.1.3 Untersuchung der Bindungsspezifitdten von sequenzspezifischen Antikérpern
4.1.3.1 Sequenz- und Acylspezifititen von sequenzspezifischen Antikorpern

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof. Gunter Reuters (Institut flr Biologie, Abteilung Ent-
wicklungsgenetik, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) wurden 14 kommerzielle sequenzspe-
zifische Antikorper auf lhre Bindungsspezifitditen auf dem Histonmikroarray getestet (Abschnitt
3.8.4).Im Kontrollexperiment konnten keine Signale und damit auch keine falsch-positive Erkennung
oder Kreuzreaktivitat von den Sekundarantikorpern detektiert werden.

Eine Ubersicht aller Ergebnisse der getesteten sequenzspezifischen Antikérper ist in der heatmap in
der Abbildung 4.6 gezeigt. Die detailierten Datensatze sind in demelektronischen Anhang E2 gezeigt.
In der heatmap sind links in den ersten beiden Spalten die Signale der beiden anti-H4K16ac-
Antikorper von Millipore und Santa-Cruz dargestellt. Es wird ersichtlich, dass die anti-H4K16ac-
Antikorper von Millipore und Santa-Cruz unspezifischer und kreuzreaktiver als die anderen geteste-
ten Antikorper sind. Vor allem propionylierte und butyrylierte Lysine werden erkannt. Vereinzelt sind
auch schwache Signale flir phosphorylierte, malonylierte oder methylierte Peptide detektierbar. Bei-
de Antikdrper erkennen nicht nur die H4K16ac-Modifizierungsstelle, sondern auch andere acetylierte
Lysine innerhalb der anderen Histone. Beide Antikorper liefern fiir die H4K16ac-Modifizierungsstelle
die starksten Signale.

Die drei anti-H3K9me(1/2/3)-Antikorper sind spezifischer und binden hauptsichlich an ihre ausge-
wiesene Modifikationsstelle. Hierbei werden teilweise auch die anderen von dem Antikorper eigent-
lich nicht adressierten Methylierungsgrade (di- und trimethylierte Lysine vom Kmel-spezifischen
Antikorper) ,,erkannt”. Die anti-H3K9me1l- und anti-H3K9me2-Antikorper von Abcam besitzen eine
héhere Spezifitat, als der anti-H3K9me3-Antikorper von Diagenode. Der anti-H3K9me3-Antikorper
erkennt zudem noch andere trimethylierte Lysine in anderen Histonen.

Der anti-H3K4mel-Antikorper bindet an seine H3K4me1l-Modifikationsstelle, erkennt aber auch noch
einige andere monomethylierte Lysine aus anderen Histonen. Der anti-H3K4me2-Antikorper bindet
zwar hauptsachlich das dimethylierte Lysin des Histons H3, allerdings sind auch schwache Signale fir
andere dimethylierte Lysine detektierbar (z.B. das H3K18me2 und H3K27me2).

Der anti-H3K27me3-Antikorper erkennt seine ausgewiesene Zielmodifikationsstelle, aber auch ande-
re Kme3-modifizierte Peptide. Interessant ist, dass hier eine Phosphorylierung des benachbarten

H3S28 die Erkennung des Antikdrpers stark beeintrachtigt.
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Abbildung 4.6: Bindungsspezifitdten der 14 getesteten sequenzspezifischen Antikorper. Heatmap zeigt die Signale fur die
14 kommerziell erworbenen, sequenzspezifischen Antikérper fir alle angegebenen Einzel-PTM-Peptide des Histonmikro-
arrays. Jeder Strich reprasentiert dabei ein einzel-modifiziertes Peptid. Die Signale sind durch eine Farbskala von weil} fur
kein Signal, Gber eine Gelb- und Orangefarbung fiir schwache bis mittlere Signale bis zu rot fiir das starkste Signal indiziert.
Jede Spalte reprasentiert einen sequenzspezifischen Antikorper. H4K16ac-M.= anti-H4K16ac-Ak von Millipore, H4K16ac-Sc.=
anti-H4K16ac-Ak von Santa Cruz.
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Der dual-spezifische anti-H3K27me2me3-Antikdrper soll sowohl di- als auch trimethylierte H3K27-
Peptide binden. Er erkennt auch auf dem Histonmikroarray gut die trimethylierten Lysine, die dime-
thylierten Lysine seiner Zielmodifikationsstelle jedoch schwacher. Ansonsten bindet dieser Antikor-
per aber an wenige andere Peptide.

Der anti-H3K36mel-Antikorper ist monomethyllysin-spezifisch, allerdings zeigt er eine suboptimale
Sequenzspezifitdt. So werden die Peptide H2AK126mel und H1K37mel mit dahnlicher Signalintensitat
wie H3K36mel erkannt. Zudem zeigt der Antikorper auf dem Histonmikroarray auch eine starke Bin-
dung an die H3K64mel-Modifikationsstelle, die sogar teilweise starker ist als die eigentliche Zielmo-
difikationsstelle.

Der anti-H3K36me2-Antikorper bindet dimethylierte Lysine, allerdings gibt es auch hier andere Modi-
fizierungsstellen, wie z.B. H4K20me2 oderH3K79me2, die 1,5 oder 3-fach starker gebunden werden.
Der anti-H3K36me3-Antikorper unterscheidet sehr deutlich die trimethylierten Lysinpeptide und
erkennt seine H3K36me3-Modifikationsstelle. Allerdings zeigt sich hier eine Kreuzreaktivitat gegen-
Uber anderen Modifikationen (H1K101but und H1K170mal).

Der anti-H3S28ph-Antikorper ist spezifisch und das auch, wenn noch weitere Modifikationen inner-
halb des immobilisierten Peptids vorhanden sind und damit eine Erkennung des Antikorpers durch

cross-talk beeinflusst werden kénnte (Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.7: Bindungsspezifitdt des H3528ph-Antikorper fiir die Histonpeptide von Histon H3 (AS 23-42). Gezeigt sind
die Signale des anti-H3S28ph-Antikdrpers mit abgezogenem Sekundarantikorpersignal. Oberhalb der griinen Linie sind alle
H3S28-phosphorylierten Peptide des Histonmikroarrays dargestellt. Fir weitere Erklarungen, wie diese Abbildungen zu
lesen sind,siehe analoger Anhang A2.
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Daruber hinaus erkennt der anti-H3S28ph-Antikorper auch das H3S10ph-Peptid (Abbildung 4.8). Die-
se Kreuzreaktivitat wird wahrscheinlich durch eine sehr dhnliche Sequenz zwischen diesen beiden
Peptiden (H3K09-Modifikationsstelle: ARK-pS-TGG, H3K27-Sequenz: ARK-pS-APS) hervorgerufen, und

muss bei der Verwendung dieses Antikorpers bedacht werden.
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Abbildung 4.8: Bindungsspezifitdt des H3S28ph-Antikorper fir den N-Terminus des Histons H3 (AS 1-20) inklusive der
H3S10-Phosohorylierungsstelle. Gezeigt sind die Signale des anti-H3S28ph-Antikdrpers mit abgezogenem Sekundaranti-
korper-signal. Oberhalb der griinen Linie sind alle H3S10-phosphorylierten Peptide des Histonmikroarrays dargestellt. Fiir
weitere Erklarungen, wie diese Abbildungen zu lesen sind, siehe analoger Anhang A2.

Der anti-H2A/H4S1ph-Antikérper bindet ebenfalls die ausgewiesenen Phosphorylierungsstellen. Al-
lerdings konnte auch hier eine Kreuzreaktivitdt zu anderen phosphorylierten, methylierten und ace-

tylierten Histonpeptiden nachgewiesen werden.

4.1.3.2 Histonvariantenspezifitit von sequenzspezifischen Antikérpern

Die sequenzspezifischen Antikdrper wurden auch hinsichtlich ihrer Histonvariantenspezifitdt unter-
sucht. Ein Teil der Daten ist in den Box-Plots in Abbildung 4.9 dargestellt (elektronischer Anhang E2
fiir kompletten Datensatz). Es sind die einzel-modifizierten Peptide fir jeden Antikorper aufgetragen.
Die blauen Punkte in den Box-Plotsreprasentieren dieZielpeptide mit ihren jeweiligen Histonvarian-
ten. Es wird ersichtlich, dass beispielsweise der anti-H3K9me1-Antikorper nicht histonvariantenpezi-
fisch ist, da die Signale fiir die Zielpeptide aller Histonvarianten dhnlich sind (Abbildung 4.9 A). Die
anderen Antikorper, wie anti-H3K9me2-, anti-H3K9me3- und anti-H3K27me3-Antikoérper (Abbildung
4.9 B-D), weisen eine Histonvariantenspezifitdt auf. Diese drei genannten Antikérper zeigen fir ein
Peptid mit di- oder trimethyliertem H3K9 bzw. H3K27 in einer Histonvariante eine hohere Bindungs-

affinitat als das bei dem entsprechenden Peptid einer anderen Histonvariante der Fall ist.
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Abbildung 4.9: Box-Plots zur Darstellung der Histonvariantenspezifitat von sequenzspezifischen Antikérpern. Die Ordinate
gibt jeweils die Signale der einzelnen sequenzspezifischen Antikérper an. Auf der Abszisse sind die einzelnen PTMs darge-
stellt. Jeder Punkt des Box-Plots reprdsentiert ein Peptid. Die blaue Einfarbung reprasentiert die Zielpeptide mit ihren
jeweiligen Histonvarianten. A anti-H3K9me1-Antikdrper von Abcam. B anti-H3K9me2-Antikdrper von Abcam. C anti-
H3K9me3-Antikorper von Diagenode. D anti-H3K27me3-Antikérper von Active Motif.

In einer weiteren Untersuchung wurden fiir drei ausgewahlte sequenzspezifische Antikorper
(H3K9me1, H3K9me2 und H3K4mel) verschiedene Konzentrationen (0,2, 1 und 2 pg/ml) auf den
Histonmikroarrays inkubiert. Damit sollte der Einfluss der eingesetzten Antikérperkonzentration auf
die Erkennung der Peptidepitope und der gemessenen Signalintenstitdten ermittelt werden. Im Ideal-
fall wird bei héherer Konzentration des Antikorpers kein hoheres Signal auf den Peptidmikroarrays
detektiert. Dies wirde bedeuten, dass bereits die in dem Peptidspot prasentierten Epitope fiir den
Antikorper zuganglich sind. Es kdnnen nicht mehr Epitope gebunden werden, auch wenn mehr Anti-
korper im Experiment zur Verfligung stehen. Hier sind die Antikorper bereits so dicht innerhalb des
Spots gepackt, so dass eine Sattigung vorliegt. Sind allerdings noch mehrere Epitope fiir den Antikor-
per zuganglich, bewirkt die Steigerung der eingesetzten Antikdrperkonzentration eine Steigerung des
detektierten Signals auf dem Peptidmikroarray. Die Ergebnisse fir beide Szenarien sind in Abbildung
4.10 anhand eines jeweiligen Beispiels dargestellt. Fir den anti-H3K9me1l-Antikoérper kann keine
Abhangigkeit von der eingesetzten Antikdrperkonzentration festgestellt werden (Abbildung 4.10 A).

Die Erkennung der spezifischen (auch der unspezifischen) Modifikationsstellen wird nicht durch die
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Antikorperkonzentration beeinflusst. Dagegen zeigt sich fir den anti-H3K4me1l-Antikorper, dass hier
eine Erhéhung der Antikorperkonzentration auch zu einer Erhéhung des Signals flihrt (Abbildung 4.10
B).
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Abbildung 4.10: Untersuchung des Einflusses der im Assay eingesetzten Antikdrperkonzentrationen auf die Epitoperken-
nung. A Die Erkennung des Epitops durch den anti-H3K9mel-Antikorper ist unabhangig von der eingesetzten Antikorper-
konzentration. B Eine veranderte Antikdrperkonzentration vom anti-H3K4me1l-Antikorper fiihrt zu einer veranderten Sig-
nalstarke des Epitops.

4.2 Untersuchung der Bindungsspezifititen von Readerdomanen

Das Assay-Prinzip zur Untersuchung der Bindungsspezifitditen von Readerdomanen ist in Abbildung
4.11 flr das Beispiel einer Bromodomane dargestellt. Die Flag-fusionierte Bromodomane bindet an
die acetylierten Lysinseitenketten innerhalb des immobilisierten Peptids. Die Detektion erfolgt mit-

tels eines fluoreszenz-markierten anti-Flag-Antikorpers.

L Flag-fusionierte i
| L \ Bromodomane || 1
A A 1= Nicht-Binder

Fluoreszenz-markierter anti-Flag-Antikorper 2 = Binder

Abbildung 4.11: Assay-Prinzip zur Untersuchung der Bindung von fusionierten Readerdomanen, wie z.B. einer Flag-
fusionierten Bromodomaéne. Der Nachweis der Bindung an die auf dem Peptidmikroarray immobilisierten Peptide erfolgt
mittels fluoreszenz-markierter gegen die Fusion gerichteter Sekundarantikorper (z.B. anti-Flag-Antikorper).
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4.2.1 Untersuchung der Bindungsspezifitdten der Bromodomanen BRD4(1) und BRD4(2)

Die Untersuchung der Readerdomanen auf Acyl- und Sequenzspezifitat wurde fir zwei ausgewahlte
Vertreter der Familie der Bromodomanen vorgenommen (Abschnitt 3.8.5). Dafiir wurde das Bromo-
domanen-enthaltene Protein 4 (BRD4) mit seinen zwei Acetyllysin-bindenden Domé&nen, BRD4(1) und
BRD4(2), ausgewihlt. Die Resultate sind dem elektronischen Anhang E2 zu entnehmen. Der Uber-
sicht halber wird in diesem Abschnitt nur eine Auswahl der Resultate bezliglich der Histon H4 abge-
leiteten Peptide prasentiert.

In Abbildung 4.12 sind die Signale fir alle 11 Lysine des Histons H4, bei denen nur ein Lysin acetyliert
ist, dargestellt. In Abbildung 4.12 A wird eine Praferenz in der Bindung von BRD4(1) fiir H4K91ac er-
sichtlich. Dieselben Binder wurden auch fiir die zweite Bromodomane BRD4(2) mit vergleichbaren

Signalen beobachtet (siehe Abbildung 4.12 B).
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H4_K12ac [N H4_K12ac
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H4_K44ac H4_K44ac
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H4_K79ac I H4_K79ac
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Abbildung 4.12: Sequenzspezifitdt von BRD4(1) und BRD4(2). A Signale von BRD4(1) fur die acetylierten Lysine des Histons
H4. B Gezeigt sind fiir die acetylierten Lysine des Histons H4 die entsprechenden Signale der mit BRD4(2) inkubierten Histo-
nmikroarrays.

Zur Bestimmung der Acetylselektivitdt der Bromodomanen wurde ein Vergleich der Signale der His-
ton H4-Peptide herangezogen (Abbildung 4.13). Dabei wird das Signal des acetylierten Peptids ins
Verhiltnis zu dem entsprechenden unmodifizierten Peptid gesetzt. Es ergeben sich fiir BRD4(1) Sig-
nalverhiltnisse zwischen 0,5 (H4K77) und 2 (H4K44) (Abbildung 4.13 A). Ahnliche Ergebnisse konnten
auch fur BRD4(2) beobachtet werden (Abbildung 4.13 B), obwohl hier insgesamt die Signale fiir die
acetylierten Peptide etwas hoher waren. Damit lag auch der Bereich der Signalverhaltnisse insgesamt

hoher, so dass die meisten (8 der 11 Peptide) tiber einem Signalverhaltnis von 1,5 lagen.
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A B
H4_KO05ac H4_K05ac
H4_K08ac H4_KO08ac
H4_K12ac H4_K12ac
H4_K16ac H4_K16ac
H4_K20ac H4_K20ac
H4_K31ac H4_K31ac
H4_K44ac H4_K44ac
H4_K59ac H4_K59ac
H4_K77ac H4_K77ac
H4_K79ac H4_K79ac
H4_K91ac H4_K91ac
0 0.5 1 1.5 2 2.5 0 0.5 1 1.5 2 25
Signalverhiltnis (Kac/K) BRD4(1) Signalverhiltnis (Kac/K) BRD4(2)

Abbildung 4.13: Acetylselektivitdt von BRD4(1) (A) und B BRD4(2) (B). Das Signalverhaltnis von acetylierten zu unmodifi-
zierten Peptidpaaren fir die Lysine des Histons H4 ist dargestellt.

Weder BRD4(1) noch BRD4(2) zeigen eine Praferenz fur acetylierte Lysine (Abbildung 4.14).

A B
H4_K91unmod H4_K91unmod
H4_K91suc H4_K91suc
H4_K91mal H4_K91mal
H4_K91but H4_K91but
H4_K91prop H4_K91prop
H4_K91ac H4_K91ac
0 0.5 1 1.5 2 25 0 0.5 1 1.5 2 2.5
Signalverhiltnis (Kmod/K) BRD4(1) Signalverhiltnis (Kmod/K) BRD4(2)

Abbildung 4.14: Acylspezifitat von BRD4(1) und BRD4(2). Gezeigt ist das Verhaltnis der Signale nach der Inkubation mit
BRD4(1) (A) oder BRD4(2) (B) fur alle acylierten H4K91-Peptide (Kmod) zu dem Signal des unmodifizierten Peptids.

4.2.2 Untersuchung der Bindungsspezifititen der Chromodomane CHD1

Die Erkennung von methylierten Lysinen erfolgt unter anderem durch Chromodomanen wie z.B. die
humane Chromodomé&ne 1 (CHD1), die an H4K4me2/3 bindet. Diese Readerdomine wurde in Zu-
sammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Roland Schiile von der Albert-Ludwig-Universitat
Freiburg und Prof. Dr. Wolfgang Sippl von der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg auf dem
Histonmikroarray untersucht. Ziel dieser Charakterisierung war es, die Chromodomane auf ihre Se-
quenzspezifitdt und Methylspezifitdt an Histonpeptiden zu untersuchen. Zusatzlich sollten neue Bin-
dungsstellen identifiziert und der Einfluss von benachbarten Modifikationen auf die Bindung der

Readerdomane aufgezeigt werden.
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Der komplette Datensatz der CHD1-Untersuchung ist dem elektronischen Anhang E2 zu entnehmen.
Es zeigt die Signale fiir die Bindung von der Chromodomane CHD1 an die auf dem Histonmikroarray
immobilisierten Peptide. Bei den Signalen wurden bereits die Signale der GST-Kontrolle abgezogen
(nachfolgend als Signal CHD1 bezeichnet). Es wird ersichtlich, dass CHD1 liberwiegend an methylierte
Lysin- und Argininreste bindet, deren Peptide meist aus dem Histonprotein H2A, aber auch aus H3
und H4 stammen. Hier werden auch die Peptide erkannt, bei denen Arginin gegen Citrullin ausge-
tauscht wurde. Auch andere Modifikationen, wie Acylierungen oder Phosphorylierungen werden
erkannt. Zudem bindet CHD1 einige unmodifizierte Peptide.

Abbildung 4.15 zeigt die Signale von CHD1 fiir die Peptide desN-Terminus des H3-Proteins, wobei das
unmodifizierte Peptid als Referenz dient. Die Abbildung 4.15 A zeigt die Signale der Peptide mit je-
weils einer einzelnen Modifikation, entweder der Methylierung einer Lysin- (H3K4) oder einer Argi-
ninseitenkette (H3R2), mit all ihren moglichen Methylierungsgraden (mono-, di- (symmetrisch,
asymmetrisch) oder trimethyliert), oder die Phosphorylierung des Threonins (H3T3). Das hochste
Signal war das monomethylierte H3K4-Peptid, gefolgt von dem trimethylierten H3K4-Peptid und dem
dimethyliertem Peptid (H3K4me2).
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Abbildung 4.15: Bindungsspezifitdt von CHD1 am N-Terminus von Histon H3. A Gezeigt sind die Signale von CHD1 der H3K4-
Modifikationsstelle mit Einzel-PTMs. Die in der Literaturbeschriebene Modifikationsstelle H3K4me3 ist hervorgehoben
durch die rote Umrandung.383B Zur Untersuchung des cross-talks sind die multiplen PTMs in der N-terminalen Region des
Histons H3 gezeigt. Die roten Pfeile verweisen auf Signale mit bestimmten PTMs, die den Einfluss benachbarter PTMs auf
die Bindung von CHD1 an H3K4me3 demonstrieren.

In Abbildung 4.15 B sind die Peptide mit multiplen PTMs dargestellt. Auffallig sind die Signale, die mit
den roten Pfeilen gekennzeichnet sind. Eine Phosphorylierung des Threonins in der -1-Position zum
H3K4me3 fuhrt zu einem etwa 100-fach reduzierten Signal. Die Methylierung des Argininrestes in der
-2-Position (R2me2a) hingegen fiihrt zu einer Signalsteigerung um das 3,3-fache im Vergleich zur

Einzel-PTM von H3K4me3. Das H3R2me2aK4me3-Signal ist groRer als die Summe der beiden Einzel-
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PTM-Signale von H3R2me2a und H3K4me3. Das Signal der Kombination dieser beiden Modifikatio-
nen zu der H3K4me3-Modifikation (H3_R2me2a_T3ph_K4me3) ist vergleichbar wie das
H3T3ph_K4me3-Signal. Das zeigt, dass die Phosphorylierung des H3T3 einen grofReren Einfluss auf
die Bindung von CHD1 hat als die Argininmethylierung in der -2-Position. An dem Peptid
H3 R2me2a_T3ph_K4me3 wird der Einfluss des Methylierungsgrades auf die Bindung von CHD1 ver-
deutlicht. Ist die Lysinseitenkette des H3K4 di- anstatt trimethyliert, steigert das die Bindung von
CHD1. Das Signal ist vergleichbar mit dem Signal des H3K4me3-Peptids.

Auf dem Histonmikroarray wurden aber noch wesentlich starkere Signale detektiert als die beschrie-
bene Modifikationsstelle H4K4me3 (Abbildung 4.15 A roter Kasten).

Das Peptid aus dem Histon H2A (Aminosduresequenz 26-45) zeigt ein 10-fach héheres Signal als das
H3K4me3-Peptid (Abbildung 4.16 roter Kasten). Damit liefert das Experiment einen Hinweis darauf,
dass das Bindungsmotiv fur die Chromodomane CHD1 aus RxxRK (H2AR34-x-x-R37-K38) besteht.

H2A (AS 26-45) QFPVGRIHRLLRKGNYAERI

Signal CHD1 [LU]

Abbildung 4.16: Bindungsspezifititen von CHD1 mit unterschiedlichen Methylierungsgraden oder durch Citrullin ausge-
tauschten Argininen fiir das Histon H2A (AS 26-45). Es sind die Signale von CHD1 gezeigt.

Dieses RxxRK-Motiv ist auch in einem anderen Peptid mit einem anderen Uberlappungsbereich (H2A
Aminosauresequenz 33-52) auf dem Histonmikroarray prasentiert. Dieses bestatigt die 10-16-fach
héheren Signale fir H2AK38me?2 als flirH3K4me3 (Abbildung 4.17). Diese Schlussfolgerungen werden
unterstitzt durch die H2AK38mal- und H2AK38suc-Peptide. Die negative Ladung verhindert die Bin-
dung der Readerdomaéne an diese Modifikationsstelle (siehe Abbildung 4.17 rote Pfeile), wohingegen
eine neutrale (acetyliertes, butyryliertes oder propionyliertes H2AK38) oder positive Ladung (methyl-

iertes H2AK38) die Bindung von CHD1 nicht beeinflusst.
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H2A (AS 33-52) HRLLRKGNYAERVGAGAPVY
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Abbildung 4.17: Bindungsspezifitdt von CHD1 fiir das Peptid H2A (AS 33-52). Gezeigt sind die Signale von CHD1 fir die
Peptide mit unterschiedlichen Einzel-PTMs (acyliertes H2AK38, phosphoryliertes H2AY41, sowie unterschiedliche Methylie-
rungen/Arg-Cit-Austausch fir H2AR44). Der rote Kasten gibt das Referenzsignal H3K4me3 an. Die roten Pfeile zeigen die
Inhibierung der Bindung von CHD1 durch die negativen Ladungen des malonylierten und succinylierten Lysins 38 von H2A.

Die Untersuchung von CHD1 zeigte noch ein anderes starkes Signal (8-fach héher als H3K4me3), wel-
ches das RxxRR-Motiv (H3R49-x-x-R52-R53) enthalt. Hier ist das H3R52 die Schliisselstelle: wenn
Arg52 durch Citrullin ausgetauscht wird, bindet CHD1 nicht mehr (siehe Abbildung 4.18 roter Pfeil).
Anhand der beiden benachbarten Argininreste H3R49 und H3R53 konnte ausgeschlossen werden,
dass die Inhibierung der CHD1-Bindung generell nur durch einen Arginin-Citrullin-Austausch hervor-

gerufen wird.
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Abbildung 4.18: Bindungsspezifitdt von CHD1 fiir das Peptid H3 (AS 41-60). Die Signale der CHD1-Bindung sind dargestellt
fiir die Peptide mit unterschiedlichen Arginin-Methylierungsgraden, sowie erfolgtem Arginin-Citrullin-Austausch an den
Argininen H3R49, H3R52 und H3R53. Der rote Kasten hebt das Referenzsignal H3K4me3 hervor. Der rote Pfeil verweist auf
die Inhibierung der Bindung von CHD1 durch Citrullin anstelle von H3R52.

Mittels des Histonmikroarrays konnte auch am Histon H4 eine neue Bindungstelle identifiziert wer-
den. Die generell starke Bindung an das unmodifizierte Histon H4-Peptid (Aminosduresequenz 31-50)
weist eine 10-fach starkere Bindung als an der H3K4me3-Modifizierungsstelle auf (Abbildung
4.19).Auch dieses Peptid weist erneut das Bindungsmotiv RxxRR und ein zusatzliches KR-Motiv auf.
Dabei konnte H4R45 als Schlisselstelle identifiziert werden. Das H4R45 sollte methyliert sein, da

ansonsten keine Bindung detektiert werden kann (siehe Abbildung 4.19 roter Pfeil).
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H4 (AS 31-50) KPAIRRLARRGGVKRISGLI
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Abbildung 4.19: Bindungsspezifitdt von CHD1 fiir das Peptid H4 (AS 31-50). Die Signale der CHD1-Bindung sind darge-
stellt fur die Peptide mit unterschiedlichen Arginin-Methylierungsgraden, sowie erfolgtem Arginin-Citrullin-Austausch an
den Argininen H4R36, H4R39, H4R40 und H4R45. Zusatzlich wurde fir H4K44 die Bindungsspezifitat von CHD1 fir ver-
schiedenen Methylierungen oder Acylierungen gezeigt. Der rote Kasten markiert das Referenzsignal H3K4me3. Der rote
Pfeil verweist auf die Inhibierung der Bindung von CHD1 durch Citrullin anstelle H4R45.

Ingesamt kann festgestellt werden, dass die in der Literatur beschriebene H3K4me3-Bindungsstelle
bestatigt werden konnte.3®3 Dariiber hinaus konnten durch den Histonmikroarray allerdings noch drei
bessere Binder (H2A_R34_R37, H3R52, H4R45) identifiziert werden. Dabei weist CHD1 eine Modifika-
tionsspezifitat fir methylierte Lysine und Arginine auf, die durch cross-talk mit benachbarten Modifi-
kationen beeinflusst werden. Allerdings ist hier auch eine gewisse Flexibilitat fiir andere Modifikatio-
nen gegeben, sofern diese nicht die wichtigen Schliisselstellen des Bindungsmotivs betreffen. So
konnte fur CHD1 eine Sequenzspezifitdt mit einem R-x-x-R-K/R-Bindungsmotiv innerhalb der Histone
H2A, H3 und H4 nachgewiesen werden.

In Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen von Prof. Schiile und Prof. Jung (beide von der Universi-
tat Freiburg i.Br.) wurden von den obigen Vorschligen vier Peptide (H2A (AS 33-52) K38me?2,
H3 (AS 41-60) R52me2a, H4 (AS 31-50) K44me2 und H4 (AS 31-50) R39me2a) synthestisiert, die in

Losungsexperimenten validiert werden.

4.2.3 Untersuchung der Bindungsspezifitdten der Tudor-ahnlichen Doméne Spindlinl

Die Erkennung von methylierten Lysinresten durch die Tudor-dhnliche Domane Spindlin 1 wurde
unter Nutzung des Histonmikroarrays untersucht. Dazu wurde zum einen GST-fusioniertes Spindlinl
untersucht, welches durch einen anti-GST-Antikdrper gebunden wurde. Die Signale dieses Experi-
mentes werden nachfolgend als GST-SPIN1 bezeichnet. Die kompletten Daten zu diesem Experiment
sind in dem elektronischen Anhang E2 enthalten. Zum anderen wurde auf einem weiteren Histon-
mikroarray das fusionsfreie Spindlinl untersucht, welches durch einen anti-SPIN1-Antikorper gebun-
den wurde.Die Signale dieses Experimentes werden nachfolgend als SPIN1 bezeichnet. Beide Unter-

suchungen zeigten spezifische Spindlinl-bindende Peptide. Die Binder weisen sowohl im SPIN1-
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Experiment alsauch im GST-SPIN1-Experimenthohe Signale auf und zeigten in der GST-
Kontrollinkubation keine Signale.

A B
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Abbildung 4.20: Streudiagramme aller Signale der Spindlinl-Experimente. A Streudiagramm aller Signale von GST-SPIN1
gegen die GST-Kontrolle. B Streudiagramm aller Signale von SPIN1 gegen alle Signale von GST-SPIN1. Alle Signale innerhalb
eines Experimentes wurden auf das jeweils starkste Signal normiert (100%). Die blauen Linien markieren die Akzeptanz-
grenzen oberhalb derer die Peptide als Binder definiert wurden (56 % fiir SPIN1, 61 % fir GST-SPIN1 und 49 % fur GST-
Kontrolle). Zur besseren Orientierung wurden in jedes Streudiagramm eine 45°-Gerade (rote Linie) und ein entsprechender
Toleranzbereich (rot-gestrichelte Linien) eingetragen. Innerhalb dieses rot-markierten Bereichs ist bei der Auftragung zwei
unterschiedlicher Datensatze keine klare Aussage Uber die Peptide moglich. Werden hingegen zwei dhnliche Datensatze
aufgetragen, sind die Gemeinsamkeiten innerhalb des rot-markierten Bereiches zu finden.

Die Streudiagramme zeigen, dass auch im GST-Kontrollexperiment Signale durch unspezifische Anti-
korperbindung detektiert wurden (Abbildung 4.20 A, Quadrant Q2). Diese Signale wurden in der Ana-
lyse zur Identifizierung von Bindern ausgeschlossen, da diese keine eindeutige Aussage Uber die Pep-
tide als Spindlin1-spezifische Binder zulassen.

Basierend auf den Streudiagrammen und der Analyse der Signale konnten 40 Binder identifiziert
werden. Hierbei wurde die Grenze so gesetzt, dass die Signale im GST-SPIN1-Experiment oberhalb
von 61 % und im SPIN1-Experiment oberhalb von 56 % liegen mussten (Abbildung 4.20 B, Quadrant
Q2). Wird zusatzlich das Ausschlusskriterium der GST-Kontrolle hinzufligt (Signale in der GST-

Kontrolle < 49 %), verbleiben acht Spindlinl-spezifische Binder (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Ubersicht der 8 Binder von Spindlin1.

Spindlinl-Binder = Name Peptidsequenz
1 H2A (AS 31-50) K36me3 Ac-HRLLRK(me3)GNYAERVGAGAPVY-NH;
2 H2A (AS 31-50) K36me3 Ac-HRLLRK(me3)GNYSERVGAGAPVY-NH:
3 H2B (AS 31-50) K43me3 Ac-RSRKESYSVYVYK(me3)VLKQVHP-NH2
4 H3 (AS 40-59) Ac-YRPGTVALREIRRYQKSTEL-NH2
5 H3 (AS 40-59) R48mel Ac-YRPGTVALR(me1)EIRRYQKSTEL-NH;
6 H3 (AS 40-59) R48me2a Ac-YRPGTVALR(me2a)EIRRYQKSTEL-NH>
7 H3 (AS 50-69) K63mel Ac-IRRYQKSTELLIRK(mel1)LPFQRL-NH>
8 H3 (AS 50-69) K63me3 Ac-IRRYQKSTELLIRK(me3)LPFQRL-NH>
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Zwei der acht Spindlinl-spezifischen Binder entstammen aus dem Histon H2A (AS 31-50) mit trime-
thyliertem H2AK36. Der einzige Unterschied zwischen den beiden Peptiden ist, dass es zwei Varian-
ten des Histons H2A, mit einem Ala-Ser-Austausch an der 40. Position, darstellt.

Deshalb sollte fiir diese beiden Binder nochmal die Histonvariantenspezifitdt von SPIN1 am Beispiel
der H2A-Peptide untersucht werden. Es gibt flr dieses H2A-Peptid drei Histonvarianten. An der 40.
Position des Histons H2A ist entweder ein Alanin (GNYA-Variante) oder ein Serin (GNYS-Variante)
vertreten. Bei der 3. Histonvariante ist an der 38. Aminosdureposition ein Asparagin gegen ein Histi-
din ausgetauscht (GHYA-Variante). Die Histonvariantenspezifitdt von SPIN1 ist in der Abbildung 4.21
dargestellt. Es wird ersichtlich, dass hier die Bindung an die GHYA-Variante geringer als bei den ande-

ren beiden Histonvarianten ist. Auch zeigt sich eine Praferenz fur die trimethylierten Lysine.
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Abbildung 4.21: Histonvariantenspezifitdt von SPIN1. Das Diagramm stellt die Signale der SPIN1-Bindung an 3 Peptidvarian-
ten fiir das Histon H2A (AS 31-50) mit den drei Lysinmethylierungsgraden dar.

Zusatzlich wurde noch eine alternative Auswertung der Daten vorgenommen, die die Signal-Rausch-
Verhaltnisse der Peptide als Grundlage nutzte. Hier sollte aufgrund des erhéhten Hintergrundes
durch unspezifische Bindung des Proteins an die Mikroarrayoberflache die obigen Binder verifiziert
werden. Dazu wurden die Signale der Experimente ins Verhatnis zu dem mittleren Hintergrundsignal
des Histonmikroarrays (Rauschen) gesetzt, so dass sich ein Signal-Rausch-Verhaltnis fur jedes einzel-
ne immobilisierte Peptid errechnen lasst. Als Grenze fiir die Akzeptanz zu einem guten Signal wurde
hier ein Signal-Rausch-Verhaltnis von groRer als 20 gesetzt. Weist das Signal-Rausch-Verhaltnis fir
das GST-SPIN1- und das SPIN1-Experiment einen Wert groRRer als 20 und fir das entsprechende Pep-
tid im GST-Kontrollexperiment ein Signal-Rausch-Verhéltnis kleiner als 20 auf, ergeben sich 11 Spind-
linl-spezifische Binder (Tabelle 4.2). In diesen 11 Peptiden sind bereits flinf der acht obigen Spind-

linl-Binder enthalten.
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Tabelle 4.2: Ubersicht der Spindlinl-spezifischen Binder auf Basis der Signal-Rausch-Verhiltnisse. Es wurden auch fiinf
gemeinsame Binder identifiziert (siehe Tabelle 4.1).

Spindlini- gemeinsame
Binder (SNR) Name Peptidsequenz Binder

1 H2A (AS 31-50) K36me3 Ac-HRLLRK(me3)GNYSERVGAGAPVY-NH: X

2 H2B (AS 31-50) K43me3 Ac-RSRKESYSVYVYK(me3)VLKQVHP-NH: X

3 H3 (AS 40-59) R48mel Ac-YRPGTVALR(me1)EIRRYQKSTEL-NH: X

4 H3 (AS 40-59) R48me2a Ac-YRPGTVALR(me2a)EIRRYQKSTEL-NH> X

5 H3 (AS 40-59) R48me2s Ac-YRPGTVALR(me2s)EIRRYQKSTEL-NH>

6 H3 (AS 40-59) R51me2s Ac-YRPGTVALREIR(me2s)RYQKSTEL-NH»

7 H3 (AS 40-59) R52mel Ac-YRPGTVALREIRR(me1)YQKSTEL-NH:

8 H3 (AS 40-59) R52me2a Ac-YRPGTVALREIRR(me2a)YQKSTEL-NH

9 H3 (AS 40-59) R52me2s Ac-YRPGTVALREIRR(me2s)YQKSTEL-NH»

10 H3 (AS 50-69) K63me3 Ac-IRRYQKSTELLIRK(me3)LPFQRL-NH; X
11 H4 (AS 81-100) K91but Ac-VTAMDVVYALK(but)RQGRTLYGF-NH;

Aus der Analyse der Mikroarraydaten lassen sich zwei Peptidbereiche (H4 AS 81-100 bzw. AS 83-102
und H3 AS 41-60 bzw. AS 51-70) identifizieren, bei denen die Signale weitgehend unabhéngig von der
Modifikation der Seitenketten sind. In diesen Fallen zeigen sich auch mit den unmodifizierten Pepti-
den starke Signale. Bis jetzt ist noch nicht bekannt, wo diese Peptide mit Spindlinl interagieren, es
kéonnte moglicherweise eine ganz andere Region als die Bindetasche fir trimethylierte Lysinseiten-
ketten sein.

Zusammenfassend kann hier eine Methylspezifitdt von Spindlinl festgestellt werden, da die meisten
Signale durch Bindung der Spindlinl-Doméane an Histon H3-Peptide mit methylierten Lysin- oder
Argininresten hervorgerufen wurden.

Da Spindlinl als spezifische Readerdomane fiir die Methylierungsstellen H3K4me3 und H3R8me2a
beschrieben ist, sollte diese N-terminale Histon H3-Region detailierter betrachtet werden (Abbildung
4.22). Die H3K4me3-Modifizierungsstelle weist ein Signal von etwa 50% der oben beschriebenen
SPIN1-spezifischen Binder auf. Dies ist besonders in der Inkubation mit SPIN1 zu sehen, in dem das
Signal fiir den starksten Binder von 22500 LU auf 11000 LU abgefallen ist.

Bei der Betrachtung der Einzel-PTMs in Abbildung 4.22A wird ersichtlich, dass die Bindungsaffinitat
von SPIN1 fir den trimethylierten H3K4-Binder {iber die di- und monomethylierten H3K4-Peptide bis
hin zum unmodifizierten H3-Peptid abnehmen. Dies bestatigt die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von
Prof. R. Schiile. Die Phosphorylierung des Threonins H3T3 in der -1-Position von H3K4 verringert die
Bindung an die methylierten H3K4-Peptide nicht nur fir das trimethylierte, sondern auch fir die di-
und monomethylierten H3K4-Peptide. Das Signal fallt hier bei dem mono- und dimethylierten Peptid
auf das Niveau des unmodifizierten Peptids herab. Eine Verstarkung der Bindung wird durch zusatzli-
che methylierte Arginin- oder Lysinreste in der ndheren Umgebung der H3K4-Modifizierungsstelle
erreicht. Besonders deutlich wird dies fiir die Kombination von R8me2a und K9me3 zu den
H3K4mel/2/3-Modifizierungen. Ist in der Kombination anstelle des asymmetrisch dimethylierten

H3R8 ein symmetrisch dimethyliertes Arginin enthalten, hat das auf das trimethylierte K4-Signal kei-
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nen Einfluss und nur eine leicht verstarkende Wirkung fir die mono- oder dimethylierte H3K4-
Peptidmodifikation. Auf der rechten Seite der Abbildung 4.22 B sind weitere Signale dargestellt bei
denen die umgebenden Modifikationen einen Einfluss auf eine verstarkte Bindung der Readerdoma-

ne an das Peptid hatten.
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Abbildung 4.22: Bindungsspezifitdt von Spindlinl fiir die H3K4me-Modifizierungsstelle. Die Diagramme zeigen die Signale
von SPIN1 fur das unmodifizierte H3-Peptid, die drei Einzel-methylierten H3K4-Peptide (A), sowie verschiedene multiple
PTMs (B) innerhalb der den N-Terminus des Histons H3-darstellenden Peptide (H3 AS 1-20).

Ein Ziel der Untersuchung von Spindlinl auf Histonmikroarrays war die Identifizierung neuer Binder.
Dazu wurden im Anschluss an die Histonmikroarrayexperimente drei Peptide ausgewdahlt und synthe-
tisiert. Das erste ausgewahlte Peptid war H3K9me3. Bei dem H3K9me3-Peptid handelt es sich um
eine alternative Modifizierungsstelle, die in dem Histonmikroarrayexperiment ebenfalls nur mit dem
trimethyliertem Lysin gute Bindung gezeigt und ein 31-fach hoheres Signal fir GST-SPIN1 ergeben
hat. Zusatzlich wurde an dieser H3K9-Modifikationsstelle auch mit einem acetylierten Lysinrest eine
gute Bindung detektiert (28-fach hoheres Signal fiir GST-SPIN1), so dass auch dieses Peptid syntheti-
siert wurde. Als drittes Peptid wurde das H4K91lac synthetisiert (30-fach hoheres Signal fiir GST-
SPIN1). Die Peptide konnen nun weiter mittels Docking und Isothermaler Titrationskalorimetrie cha-

rakterisiert werden.

Dariiber hinauswurde diese Readerdomane ausgewadhlt, um einen Oberflachenvergleich von den
Histonmikroarrays durchzufiihren. Aufgrund von unspezifischer Bindung von Proteinen an die Mikro-
arrayoberflaichen kénnen hohe Hintergrundsignale verursacht werden. Dies kann jedoch erheblich
das Signal-Rausch-Verhaltnis eines Peptidmikroarrayexperimentes verringern. Fiir den Oberflachen-
vergleich wurden drei verschiedene Trageroberflichen ausgewahlt. Einerseits zwei verschiedene
Oberflachen des Herstellers PolyAn in Berlin (PolyAn_2D- und PolyAn_3D-Oberflache) und anderer-
seits die Oberflache des Herstellers Scienion (Berlin). Diese drei Oberflachen mit den darauf immobi-

lisierten Histonpeptiden wurden mit SPIN1 inkubiert (Abbildung 4.23).
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Abbildung 4.23: Oberflachenvergleich von Histonmikroarrays mit SPIN1. A-C Eine Visualisierung der Hintergrundsignale ist
in den heatmaps fur die Mikroarrayoberflachen PolyAn_2D (A), PolyAn_3D (B) und Scienion (C) gezeigt. Aus den Abbildun-
gen wird die raumliche Heterogenitdt des Hintergrundes ersichtlich (niedriges Hintergrundrauschen ist durch Gelbfarbung,
hohe Hintergrundsignale sind durch Rottone indiziert). D-F Die Streudiagramme stellen den Signalintensitaten des Hinter-
grundes die Signalintensitaten innerhalb des Spots (Vordergrund) fir die Mikroarrayoberflachen PolyAn_2D (D), PolyAn_3D
(E) und Scienion (F) gegenuber. Die rote Gerade gibt eine Orientierung, wenn die Signale des Hintergrundes denen des
Vordergrundes entsprechen.

Aus den heatmaps werden fir alle drei untersuchten Mikroarrayoberflaichen heterogene Hinter-
grundsignale ersichtlich (Abbildung 4.23 A-C). Ein gemittelter globaler Hintergrund zur Korrektur der
(Vordergrund-)Signale ist bei Fluoreszenzmessungen daher nicht geeignet. Die Software zur Auswer-
tung der Fluoreszenzbilder erlaubt hier jedoch die raumliche Variation des Hintergrundes zu ber{ick-
sichtigen, indem der lokale Hintergrund berechnet wird. Der lokale Hintergrund wird definiert als die
den Spot direkt umgebende Flache und richtet sich nach dem Spotdurchmesser (Abbildung 4.24 A,
B). In einigen Fallen kann das Hintergrundsignal, durch unspezifische Bindung des Zielproteins an die

Mikroarrayoberflache, hoher als das Signal des Vordergrundes sein (Abbildung 4.24 C, griner Pfeil).
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Ein direkter Vergleich der Signale des Hintergrundes mit denen des Vordergrundes ist mittels der
Streudiagramme (Abbildung 4.23 D-F) moglich. Dabei ist bei allen drei getesten Mikroarrayoberfla-
chen zwar das Rauschen oberhalb von 2° LU, allerdings innerhalb eines relativ kleinen dynamischen
Bereichs (Rauschen variiert maximal um den Faktor 4). Dagegen ist der Bereich des Signals wesent-
lich groRer (Signale variieren zwischen 2° und 2'¢). Das Signal wird also durch das Rauschen nicht
beeinflusst.

Die PolyAn_2D- und die Scienion-Oberflache zeigen gegenliber der PolyAn_3D-Oberfldache geringeres
Rauschen. Da hierliber hinaus die PolyAn_2D-Oberflache eine héhere Reproduzierbarkeit innerhalb
der verschiedenen Produktchargen besitzt (Daten nicht gezeigt), wurden in dieser Arbeit die Poly-

An_2D-Oberflachen verwendet.

7

~

Abbildung 4.24: Bestimmung des lokalen Hintergrundsignals (blauer Kreis) entsprechend des Spotdurchmessers (roter
Spot). Der Durchmesser des Hintergrundes wurde als das 3-fache des Spotdurchmessers definiert. Somit variiert die Flache
des Hintergrunds fur groRe Spots (A) oder kleine Spots (B), wobei die Flache innerhalb des Spots ausgespart ist und nicht
mit in die Berechnung des Hintergrundsignals eingeht. C Die Signale des Hintergrunds sind entweder hoher (griiner Pfeil)
oder niedriger (gelber Pfeil) als das Signal innerhalb des Spots. Innerhalb des Spots sind die Oberflacheneigenschaften durch
die immobilisierten Peptide verandert, so dass unspezifische Bindung reduziert wird.

4.3 Substratspezifitaten von writern
4.3.1 Untersuchung der Substratspezifititen der Acetyltransferasen p300, GCN5, PCAF
und Tip60

Die Untersuchung der enzymatischen Aktivitat von Lysinacetyltransferasen (KATs) auf den Acetylom-
Mikroarrays hatte das Ziel Substrate fiir die einzelnen KATs zu identifizieren. Dazu wurde der Pep-
tidmikroarrays mit einer Acetyltransferase inkubiert, die die chemische Gruppe von dem Co-Substrat
Acetyl-CoenzymA auf das Peptidsubstrat Ubertragt (Abbildung 4.25). Die Detektion erfolgt mittels
modifikationsspezifischer anti-Kac-Antikorper, an die die fluoreszenz-markierten Sekundarantikdrper

binden.
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Abbildung 4.25: Assay-Prinzip mittels Fluoreszenz-Detektion zur Untersuchung von Acetyltransferasen. Der Peptidmikro-
array wird zuerst mit dem modifikationstibertragenden Enzym und dem Co-Substrat inkubiert. Die so transferierte Modifi-
kation wird mittels der anti-Kac-Antikérper, gefolgt von fluoreszenz-markierten Sekundarantikérpern detektiert.

In den in Abbildung 4.26 gezeigten Streudiagrammen wurden die Signale der Acetyltransferasegegen
die Signale der Ac-CoA-Kontrolle aufgetragen. Bei dieser Auswertung wurden jedoch nur die Signale
der auf dem Mikroarray immobilisierten Peptide mit freiem Lysin dargestellt, da bei den acetylierten
Lysinpeptiden sonst keine Aussage Uber die Acetylierung durch die KATs moglich ist. Hier kdnnten
neben den bereits enthaltenen zentralen acetylierten Lysinresten noch weitere Lysine innerhalb der
prasentierten Peptidsequenzen acetyliert werden.

Bei den Streudiagrammen fallt auf, dass die meisten Peptide nur geringe Signale aufweisen. Sie wur-
den also nicht acetyliert. Aus den Streudiagrammen A und B der Abbildung 4.26 wird ersichtlich, dass
p300 und GCN5 eine héhere Anzahl immobilisierter Peptide acetyliert haben. GCN5 weist Substrate
auf, die Gber 4-fach besser erkannt werden (Signal von GCN5 > 51 %, Ac-CoA-Kontrollsignal < 28 %,
Abbildung 4.26 B Quadrant Q4). Die Signale im Quadrant Q1 in Abbildung 4.26 B zeigen einige erh6h-
te Signale durch unspezifische Bindung an die Mikroarrayoberflache (Rauschen). PCAF und Tip60
zeigen fir einige Substrate starkere Signale als im Ac-CoA-Kontrollexperiment (Abbildung 4.26 C und
D, jeweils Quadranten Q4 und Q2 (unterhalb der rot-gestrichelten Linie)), wenn auch die Unterschie-
de zwischen den Signalen zwischen den beiden Experimenten insgesamt nicht so deutlich sind.
Auffallig bei p300 ist, dass viele Peptide ein Signal > 57 % aufweisen (Abbildung 4.26 A). Diese Pepti-
de zeigen im Ac-CoA-Kontrollexperiment keine Signale (Ac-CoA-Signal < 6 %, Abbildung 4.26 A Quad-
rant Q4) und sind deshalb putative Substrate von p300. Allerdings wurden hier auch im Ac-CoA-
Kontrollexperiment einige Signale identifiziert, die im p300-Experiment keine oder nur sehr geringe

Signale aufwiesen (Abbildung 4.26 A Quadrant Q1).
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Abbildung 4.26: Streudiagramme der Signale der Acetyltransferasen auf Acetylom-Mikroarrays. Jeder Punkt repasentiert
ein Peptid mit seinem entsprechenden Signal. Es wurden jeweils die Signale der Acetyltransferasen p300 (A), GCN5 (B),
PCAF (C) und Tip60 (D) gegen die Signale der Ac-CoA-Kontrolle aufgetragen. Alle Signale innerhalb eines Peptidmikroarrays
wurden auf das jeweils starkste Signal normiert (100%). Die blauen Linien markieren die Akzeptanzgrenzen oberhalb derer
die Peptide als Substrate definiert werden. Zur besseren Orientierung wurden in jedes Streudiagramm eine 45°-Gerade
(rote Linie) und ein entsprechender Toleranzbereich (rot-gestrichelte Linien) eingetragen. Innerhalb dieses rot-markierten

Bereichs ist keine Aussage Uber die Peptide als putative Substrate moglich, da sie in beiden Experimentren dhnliche Signale
gezeigt haben.

Aus den Daten wurde anschliefend das Verhaltnis der Signale der Acetyltransferase zur Ac-CoA-
Kontrolle errechnet. Die Grenze fiir die Akzeptanz als Substrat wurde bei einem Verhaltnis > 20 gezo-
gen. Aus den Substraten wurden die 10 besten ausgewahlt, um daraus ein Two-sample-Logo zu er-
stellen. Dabei wurden die Peptide, die mehr Lysine als dem zentralen Lysin enthielten aus der Be-

rechnung ausgeschlossen. Ansonsten kann hier keine klare Aussage getroffen werden, welches oder
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wie viele der im Peptid enthaltenen Lysine acetyliert wurde. Die Two-sample-Logos fiir die unter-
suchten Acetyltransferasen sind in Abbildung 4.27 dargestellt.
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Abbildung 4.27: Two-sample-Logos der Acetyltransferasen p300 (A), GCN5 (B), PCAF (C) und Tip60 (D). Zur Erstellung der
Two-sample-Logos wurden aus den Substraten die besten 10 der jeweiligen KATs ins Verhaltnis gesetzt zu allen auf dem
Acetylom-Mikroarray prasentierten Peptide, die nur ein einzelnes Lysin enthielten.

Aus den verschiedenen Two-sample-Logos ist eine Bevorzugung fiir saure Aminosauren in vielen Po-
sitionen (-6, -5, -4, -3, -1, +5, +6) zu erkennen. Diese zeigten dabei teilweise eine Praferenz von lber
40%. Das bedeutet, dass in den 10 besten Substraten an dieser Position eine saure Aminosadure 40%-
mal haufiger vorkommt als in allen auf dem Mikroarray immobilisierten Peptiden. In der -2-Position
wird von drei der vier KATs ein basisches Arginin bevorzugt und von denselben KATs wird in der +1-
Position zum acetylierten Lysin ein Asparagin oder Glutamin bevorzugt. In den C-terminalen Postio-
nen (+2- bis +5-Position) vom Lysin bevorzugen die hier getesteten KATs eine ungeladene, kleine

hydrophobe Aminosaure, wie beispielsweise Prolin oder Leucin.

4.3.2 Untersuchung der Substratspezifititen der ADP-Ribosyltransferasen ARTD1 und
ARTD10

Auch die ADP-Ribosylierung ist eine posttranslationale Modifikation, die mittels der Peptidmikro-
arrays gemessen wurde. Die Transferierung der chemischen Gruppe des Co-Substrates etheno-NAD*
(eNAD*) durch humane ARTD auf das Peptidsubstrat wurde (iber anti-eNAD*-Antikérpern, gefolgt von
fluoreszenz-markierten Sekundarantikorpern detektiert (Abbildung 4.28). Es sollten damit die Se-

quenzspezifitditen der ADP-Ribosyltransferasen charakterisiert werden.
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Abbildung 4.28: Assay-Prinzip zur Untersuchung der ADP-Ribosyltransferasen. Der Peptidmikroarray wird mit dem Enzym

und dem Co-Substrat etheno-NAD* (eNAD*) inkubiert. Die eADP-ribosylierte (€ADPr) Aminosdure wird mittels anti-cNAD*-
Antikorpern, gefolgt von fluoreszenz-markierten Sekundarantikérpern detektiert.

Die Signale der jeweiligen ADP-Ribosyltransferase wurden in den Streudiagrammen in Abbildung 4.29
A und B jeweils den Signalen der etheno-NAD*-Kontrolle gegeniibergestellt. Es ist flir beide ARTDs
eine Signalzunahme zu erkennen. Dabei verteilen sich die Signale fiir die Poly-ADP-Ribosyltransferase
ARTD1entlang der Abszisse (Abbildung 4.29 C). Dagegen zeigt die Mono-ADP-Ribosyltransferase
ARTD10 eine grofRere Streuung der Signale, indem der GroRteil der Signale unterhalb von 40% und

nur ein paar wenige Signale in dem Bereich oberhalb von 40% liegen.
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ferasen ARTD1 (A) und ARTD10 (B), die gegen die Signale der Kon-
trolle mit eNAD* aufgetragen wurden. C In dem Streudiagramm sind
die Signale von ARTD1 gegen die Signale von ARTD10 aufgetragen.
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Aus den gewonnenen Daten des Acetylom-Mikroarrays wurde das Verhaltnis der Signale von ARTD
zu den entsprechenden Signalen des Kontrollexperiments bestimmt. Die in den 200 besten Substra-
ten enthaltenen Aminosauren wurden ins Verhaltnis aller auf den Acetylom-Mikroarray prasentier-
ten Peptiden gesetzt. Damit lasst sich die Aminosdureverteilung und favorisierte Aminosauremuster

anhand der Two-sample-Logos errechnen (Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.30: Aminosdureverteilung undTwo-sample-Logos der ADP-Ribosyltransferasen ARTD1 und ARTD10. Es wurden
die Aminosauren der 200 besten Substrate von ARTD1 (A) und ARTD10 (B) ins Verhaltnis zu allen auf dem Acetylom-
Mikroarray prasentierten Aminosduren gesetzt. Daraus kann eine Haufigkeit an bevorzugten Aminosduren innerhalb der
200 besten Substrate errechnet werden. Der Buchstabe B in der x-Achse entspricht dabei den acetylierten Lysinen, der
Buchstabe Z repraseniert Alanine, die zum Auffillen von kiirzeren Peptiden genutzt wurden. Zur Erstellung der Two-sample-
Logos wurden die 200 besten Substrate der jeweiligen ADP-Ribosyltransferase (ARTD1 (C) und ARTD10 (D)) ins Verhaltnis
gesetzt zu allen auf dem Acetylom-Mikroarray prdsentierten Peptiden.

Flir ARTD1 zeigt sich eine Praferenz fir saure Aminosauren (Asparaginsdure und Glutaminsaure),
indem diese beiden Aminosauren innerhalb der 200 besten Substrate 2-fach (fir Asparaginsaure),
bzw. 7,5-fach (fiir Glutaminsaure) haufiger vertreten sind im Vergleich zu allen Aspartaten oder Glu-
tamaten auf dem Acetylom-Mikroarray(Abbildung 4.30 A). Dies zeigt sich auch bei der Analyse der
200 besten Substrate nach Aminosdauremustern, in der eine Praferenz fiir saure Aminosauren, insbe-
sondere Glutamat, ersichtlich wird (Abbildung 4.30 C).Im Gegensatz dazu zeigt sich fir ARTD10 kein
Muster an bevorzugten Aminosauren (Abbildung 4.30 B). Allerdings werden aromatische Aminosau-
ren, wie Phenylalanin und Tyrosin, in den 200 besten Substraten im Vergleich zu der Gesamtheit der
auf dem Peptidmikroarray prasentierten Peptide abgelehnt (Abbildung 4.30 D). Auch Aspartat in der
+6-Position wird von ARTD10 nicht beglinstigt. Beide ADP-Ribosyltransferasen zeigen in ihren 200

besten Substraten eine vergleichbare Ablehnung fir Leucin.
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4.3.3 Untersuchung der Substratspezifitdten der Kinasen Weel, Myt1l, MSK1 und Prk1
Bei der Inkubation mit Kinase (Abbildung 4.31) und radioaktiv-markiertem y-33P-ATP wird das v-
Phosphat auf die adressierte phosphorylierbare Aminosaure lbertragen, unter gleichzeitiger Freiset-

zung von ADP. Die Detektion erfolgt mittels eines photosensitiven Films.

3 4 3 4

1 ] O Kinase 1 [

: : / : : ADP
[y-32P]-ATP or [y-33P]-ATP

“ “ 3 = Nicht-Substrat

4 = Substrat

Abbildung 4.31: Assay-Prinzip des Radioaktiv-Assays zur Untersuchung von Kinasen. Die enzymatische Aktivitat der Kinasen
auf Peptidmikroarray erfolgt unter Nutzung von radioaktiv-markierten ATP. Dies fuhrt zur Phosphorylierung des Substrates
und der Freisetzung von ADP. Das eingebaute [y-32P]-ATP oder [y-33P]-ATP wird durch Phosphorimager visualisiert.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W. Sippl von der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg wurde die dual-spezifische Kinase Weel auf den Peptidmikroarrays charakterisiert,
um den Einfluss descross-talks von verschiedenen PTMs auf deren Aktivitat zu untersuchen. Der Da-
tensatz ist in dem elektronischen Anhang E2 dargestellt. Abbildung 4.32 zeigt die Signale von Weel
fur die entsprechenden H2B-Peptide mit der beschriebenen Phosphorylierungsstelle H2BY37.%> Da-
bei stellen alle auf dem Histonmikroarray immobilisierten H2B-Peptide putative Substrate von Weel
dar und kdénnten phosphoryliert werden.

Ein cross-talk zwischen dem Lysin 43 und der Fahigkeit der Kinase das Tyrosin 37 zu phosphorylieren
wird ersichtlich. Wird das H2BK43 acyliert (Abbildung 4.32 blaue Markierung) beglinstigt dies die
Phosphorylierung, wohingegen eine Methylierung des Lysinrestes die Y37-Phosphorylierung eher
verhindert. Die Acetylierung und die Monomethylierung des Lysins 43 hatten dagegen kaum Einfluss
auf die Substrateigenschaften. Vorteilhaft fiir die Phosphorylierung der Ziel-Modifikationsstelle wirkt
sich ebenfalls der cross-talk mit benachbarten bereits vorhandenen Phosphorylierungen (Y40, Y42,
S36 und S38) aus. Darliber hinaus konnte die H2BY37 als Phosphorylierungsstelle von Weel bestétigt
werden.

Zusatzlich wurde Weel, neben Mytl, auch auf dem Annotated PhosphoSites-Mikroarray untersucht,
um Substrate der beiden Kinasen zu identifizieren.3® Das Venn-Diagramm in Abbildung 4.33 zeigt die
21 bzw. 11 identifizierten Substrate fiir Weel bzw. Myt1, in denen vier gemeinsame Substrate ent-
halten sind. Die auf den Peptidmikroarrays gefundenen Substrate wurden anschlieRend erfolgreich in
Losung mittels Fluoreszenzpolarisationsassay verifiziert. Die entsprechenden Phosphorylierungstellen
konnten mittels MS-Fragmentationsstudien ermittelt werden. Zusatzliche Kinaseinhibitormessungen

validierten die identifizierten Substrate.3%
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Abbildung 4.32: Substratspezifitdit von Weel. Es sind die Signale der Einzel-modifizierten Peptide des Histons H2B (AS 30-
49) gezeigt. Die beschriebende Phosphorylierungsstelle H2BY37 ist mit Y* markiert. Die heatmap auf der linken Seite zeigt
durch Farbkodierung die Prdsenz der jeweiligen PTM mit ihrer Position innerhalb der untersuchten Peptidsequenz an. Ly-
sinmodifikationen sind in rot, Phosphorylierungen in griin dargestellt. Das Balkendiagramm auf der rechten Seite zeigt die
Signale von Weel. Fiir weitere Erklarungen, wie diese Abbildungen zu lesen sind, siehe analoger Anhang A2.

Abbildung 4.33: Identifikation von Peptidsubstraten der Kinasen Weel und Mytl mittels Peptidmikroarrays. Aus allen auf
dem Annotated PhosphoSites-Mikroarray prasentierten Peptiden konnten 21 Substrate fiir Weel und 11 Substrate fir
Myt1 identifiziert werden. Darunter sind 4 Substrate, die von beiden Kinasen phosphoryliert werden kénnen. Eine Ubersicht
Uber die detailierten Peptidsequenzen und die experimentellen Bedingungen sind in Rohe et al. publiziert.3%* Abbildung
wurde entnommen aus384.



4 Ergebnisse

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W. Sippl, wurde Myt1 auch auf den Histon-
mikroarrays analysiert (elektronischer Anhang E2). In Abbildung 4.34 sind die Signale von Myt1 fir
dieselben Peptide des Histons H2B dargestellt, die bereits auch schon in der Abbildung 4.32 fiir Weel
dargestellt wurden. Damit ist ein direkter Vergleich der beiden Vertreter der Weel-Kinasefamilie
moglich. Auch hier wurde der Einfluss von benachbarten PTMs auf die Phosphorylierung untersucht.
Die Methylierungen des Lysins 43 haben hier noch relativ geringen Einfluss auf die Aktivitdat von
Mytl. Auch hier zeigt sich, dass das Peptid mit dem monomethylierten Lysin fast die gleiche Signal-
starke wie das unmodifizierte Peptid aufweist. Die enzymatische Aktivitat wird jedoch durch vorpho-
sphorylierte Aminosduren, sowie Acylierungen des Lysins 43 herabgesetzt. Hier verursachen die
Propionylierung, Butyrylierung, die Malonylierung und die Succinylierung des H2BK43 eine Verringe-
rung des Signals um das 5-fache. Das Kontrollexperiment zeigte keine unspezifische Bindung von ATP

oder radioaktiv-markierten [y-*3P]-ATP an die immobilisierten Peptide.

Histon H2B(30-49)
KRTRKESY*SIYIYKVLKQVH

unmodifiziert -

K43Mel

K03Me2 =

K43Me3 -

$38ph -

S36pp =1

Y40ph -

K43Ac .

Y42p ‘

K43Prop —

K43But -

Ka3Mal

K43Suc =

T T T T 1
20000 30000 40000 50000 60000
Myt1 Signal [Light Units]

ka3suc

$36ph -
S38ph
Y40ph
Y42ph —
K43Ac
K43But =
K43Mal
K43Mel -
K43Me2 <
K43Me3 -
K43Prop —

Abbildung 4.34: Substratspezifitat von Myt1. Es sind die Signale der Einzel-modifizierten Peptide des Histons H2B (AS 30-49)
gezeigt. Die Phosphorylierungsstelle H2BY37 ist mit Y* markiert. Dieheatmap auf der linken Seite zeigt durch Farbkodierung
die Prasenz der jeweiligen PTM mit ihrer Position innerhalb der untersuchten Peptidsequenz an. Lysinmodifikationen sind in
rot, Phosphorylierungen in griin dargestellt. Das Balkendiagramm auf der rechten Seite zeigt die Signale von Myt1 an. Fir
weitere Erklarungen, wie diese Abbildungen zu lesen sind, siehe analoger Anhang A2.

Die Serin-Kinase MSK1 phosphoryliert die Serine S10 und S28 in der N-terminalen Region von Histon
H3, die beide das ARKS-Motiv aufweisen. Die Untersuchung der MSK1 Kinase auf dem Histonmikro-

array (elektronischer Anhang E2) konnte die bereits bekannten Phosphorylierungsstellen H2AS13%,
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H3S510 und H3528%”® nachweisen. Zusatzlich konnten aber auch neue Phosphorylierungsstellen identi-
fiziert werden. Dazu gehoren beispielsweise H2BS37 und H4S47. Obwohl die Phosphorylierung an
Histon H2B bereits durch den Einbau von radioaktiv-markiertem ATP detektiert wurde, konnte bisher
noch keine Phosphorylierungsstelle identifiziert werden.*®Die Signale fiir die Phosphorylierungsstel-
len von H2B und H4 sind etwa 5-fach starker als die des H3S10-Peptids. Wie auch die H3S10 und
H3S28-Phosphorylierungsstelle hat auch die H4S47-Phosphorylierungsstelle ein Arginin in der -2-
Position (Abbildung 4.35).

Aus der Abbildung 4.35 wird ersichtlich, dass eine Methylierung dieses Argininrestes H4R45 oder
durch Citrullin ersetztes Arginin, die Kinase-vermittelte Phosphorylierung der immobilisierten Pepti-
de herabsetzt. Auch langerkettige Modifikationen der Lysinseitenkette in der -3-Position reduzieren
die Phosphorylierbarkeit des Serins durch die MSK1. Dagegen beeinflussen die Methylierungen oder
Citrullin-Austausche von anderen Arginresten innerhalb der ndheren Umgebung der phosphorylier-

baren Serine (R36, R39 und R40) die MSK1-Aktivitat kaum oder verbessern diese sogar.
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Abbildung 4.35: Substratspezifitdt von MSK1. Es sind die Signale der Einzel-modifizierten Peptide des Histons H4 (AS 31-
50) gezeigt. Die Phosphorylierungsstelle H4S47 ist mit S* markiert. Die heatmap auf der linken Seite zeigt durch Farbkodie-
rung die Prasenz der jeweiligen PTM mit ihrer Position innerhalb der untersuchten Peptidsequenz an. Lysinmodifikationen
sind in rot, Argininmodifikationen in blau dargestellt. Das Balkendiagramm zeigt die Signale von MSK1. Punkte beziehen
sich auf die Achse oberhalb des Balkendiagramms und geben % der Bindung fiir Signale der Kinase MSK1 (blau) und einer
Negativkontrolle (Hintergrundsignale, griin) an. Fir weitere Erklarungen, wie diese Abbildungen zu lesen sind,siehe analo-
ger Anhang A2.
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In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Manfred Jung von der Universitat Freiburg wurde die Prk1-Kinase
auf den Histonmikroarrays untersucht. Ziel war es, die Kinase Prk1 auf dem Histonmikroarray zu un-
tersuchen und dabei den Einfluss des cross-talks auf die enzymatische Aktivitat zu charakterisieren,
sowie eine ldentifizierung eines Prk1-Sequenzmotives. Dabei wurde die Kinase per ,Chip-Sandwich”
mit zwei verschiedenen Peptidmikroarrays inkubiert: zum einen dem Annotated PhosphoSites-
Mikroarray, auf dem mehr als 1100 humane Phosphorylierungsstellen prasentiert werden, und zum
anderen dem Histonmikroarray.

Die Inkubation von Prk1 auf den Annotated PhosphoSites-Mikroarray ergab 23 Substrate. Die Sub-
strate sind so definiert, dass das Signal von Prk1 zum Mittelwert aller Hintergrundsignale ein Verhalt-
nis > 150 aufweist. Das starkste Signal ist dabei fast 1300-fach hoher als das mittlere Hintergrundsig-
nal. Die 23 Substrate sind argininreiche Peptide. Anschliefend wurde fiir die Peptidsequenzen dieser
23 Substrate eine Motivanalyse durchgefiihrt, die die Haufigkeit von bestimmten Aminosaureabfol-
gen in den Substraten angibt. In den 23 Substraten (Tabelle 4.3) wurde das Motiv RxxSR 5-mal gefun-

den.

Tabelle 4.3: Motivanalyse der 23 Substrate von Prk1
Haufigkeit Aminosdauremotiv
5 RxxSR
RxxSxR
RxLS
RSxR
LXRxxS
ExxEE

R S

In den 23 Substraten war auch H2B als bekanntes Prk1-Substrat vertreten. Dieses konnte auch auf
dem zweiten, parallel untersuchten Histonmikroarray als Substrat nachgewiesen werden. Dabei wur-
den auf dem Histonmikroarray auch Substrate fir den N-Terminus des Histons H3 gefunden
(Abbildung 4.36). Das Threonin T11 im Histon H3 ist als Phosphorylierungsstelle von Prkl bekannt,
konnte jedoch durch die Mikroarrayuntersuchung nicht bestatigt werden. So zeigt sich beim bereits
phosphoryliertem H3T11-Peptid ein Signal, das vergleichbar mit den anderen H3-Peptiden ist. Da
auch Peptide mit phosphoryliertem H3S10 Signale zeigen, und damit als Phosphorylierungsstelle
ausgeschlossen werden konnen, legt das die Vermutung nahe, dass Prk1l H3T3 oder H3T6 phosphory-
liert. Der Einfluss des cross-talks auf die durch Prkl-vermittelte Phosphorylierung ist auch in Abbil-
dung 4.36 dargestellt. So erhoht eine Methylierung der Argininreste H3R2 oder H3R8 die Phosphory-

lierbarkeit des Threoninrestes.
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Abbildung 4.36: Substratspezifitat von Prkl. Es sind die Signale fur die modifizierten Peptide des Histons H3 (AS 1-20)
gezeigt. Die heatmap auf der linken Seite zeigt durch Farbkodierung die Prasenz der jeweiligen PTM mit ihrer Position
innerhalb der untersuchten Peptidsequenz an. Lysinmodifikationen sind in rot, Argininmodifikationen in blau und Phos-
phorylierungen in griin dargestellt. Das Balkendiagramm auf der rechten Seite zeigt die Signale von Prkl. Fir weitere
Erklarungen, wie diese Abbildungen zu lesen sind, siehe analoger Anhang A2.

4.4 Identifikation der Substratspezifitaten von erasern

4.4.1 Untersuchung der Substratspezifititen der Phosphatase XopH

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Ulla Bonas, Institut fir Biologie (Pflanzengenetik)
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, wurde die Tyrosinphosphatase XopH und deren
C267A-Mutante auf dem PhosphoTyrosin-Mikroarray untersucht, der 6207 PhosphoTyrosin-haltige
Peptide prasentiert. Das Ziel war die Identifikation von Substraten fiir diese Phosphatase. Dazu wur-

de der Peptidmikroarray mit der Phosphatase bzw. der Mutante inkubiert (Abbildung 4.37).

s« (N / s @
m_: : ‘ﬂ QPH Q:ttii-l?i;{r-per m_: :
| (g I

3 = Nicht-Substrat
Fluoreszenz-markierte Sekundarantikorper 4 = Substrat
Abbildung 4.37: Assay-Prinzip zur Untersuchung einer Phosphatase am Beispiel von XopH. Der Peptidmikroarray wird
zuerst mit dem Enzym inkubiert, gefolgt von anti-pY-Antikérper und fluoreszenz-markierten Sekundarantikorper. Parallel
muss eine Kontrollinkubation, wie hier z.B. die anti-pY-Antikdrperkontrolle, durchgefiihrt werden, die den ,Startwert” des
Signals detektiert. Anhand des Verhaltnisses zwischen dem Signal der Kontrolle und dem Signal der Phosphatase kann die
Signalabnahme errechnet werden.
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Die Analyse der Peptidmikroarrayexperimente mit der Phosphatase XopH und ihrer katalytisch inak-
tiven Mutante C267A konnten 82 Substrate bzw. 238 Binder identifizieren. Als Substrat wurden dabei
die Peptide definiert, deren Signal im Vergleich zu dem Kontrollexperiment in Abwesenheit des En-

zyms Uber 70% abnahmen.

2 B

Abbildung 4.38: Aminosaureverteilung der Substrate von XopH und der Binder von XopH-C267A-Mutante. A Es wurden die
Aminosauren der 82 Substrate von XopH (Signalabnahme > 70%) ins Verhaltnis zu allen auf dem PhosphoTyrosin-
Mikroarray prasentierten Aminosauren gesetzt. Daraus wurde die Haufigkeit an bevorzugten Aminosduren innerhalb der
Substrate errechnet. Positive Werte bedeuten eine haufigere Prasenz der Aminosdure in den untersuchten Substraten an
dieser Position. B Fiir die 238 Binder der katalytisch inaktiven Mutante wurden die Aminosauren ins Verhaltnis zu allen auf
dem Peptidmikroarray prasentierten Aminosauren gesetzt.

Die Aminosaureverteilung der 82 Substrate von XopH ist in Abbildung 4.38 A dargestellt. Die statisti-
sche Analyse zeigt fir XopH eine Praferenz flir negativ geladene Aminosauren. Alle Binder der kataly-
tisch inaktiven Mutante (238 Peptidsequenzen mit einer Signalabnahme >70%) und ihre daraus er-
rechnete Aminosaureverteilung sind in Abbildung 4.38 B gezeigt. Die trapping Mutante zeigt eine
Praferenz fur hydrophobe Aminosduren.

In Abbildung 4.39 wurden die Signalabnahme von XopH der Signalabnahme der trapping Mutante in
einem Streudiagramm gegenibergestellt. Substrate wiirden fiir XopH eine hohe Signalabnahme und
fir die Mutante eine geringe Signalabnahme zeigen (Abbildung 4.39 Quadrant Q4). Allerdings ver-
hielt es sich in diesem Experiment umgekehrt: niedrige Signalabnahme fiir XopH und hohe Signalab-
nahme fiir die Mutante.

Deshalb wurden zwei Kontrollexperimente durchgefiihrt. Diese sollten untersuchen, ob die Signalab-
nahme durch eine Maskierung des Epitops verursacht wird. Wiirde die Phosphatase noch an die im-
mobilisierten Phosphopeptide binden, blockiert das gebundene Enzym das Epitop fiir den phosphor-
spezifischen Antikorper. Die Maskierung kdnnte aber auch durch die Bindung der Mutante hervorge-
rufen werden. Eine solche Mutante wird als trapping Mutante bezeichnet. Die trapping Mutante
fangt in diesem Fall alle Substrate ab. Indem die trapping Mutante an die Substrate bindet, kann das
Intermediat zwischen der Phosphatgruppe des PhosphoTyrosins und dem katalytisch wichtigem Cys-

tein nicht gebildet werden, da das Cystein durch ein Alanin ausgetauscht wurde. Die Katalyse wird
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verhindert. Eine erfolgreiche Nutzung einer solchentrapping Mutante auf Peptidmikroarrays wurde

bereits gezeigt.3®’

Signalabnahme XopH_C267A-Mutante [%]

Q3 Q4

0 20 40 60 80 100
Signalabnahme XopH [%]

Abbildung 4.39: Streudiagramm der Signalabnahme der Phosphatase XopH auf dem PhosphoTyrosin-Mikroarray. Jeder
Punkt reprasentiert ein Peptid mit dem entsprechenden Signalverhaltnis in den 3 Experimenten (XopH, XopH-C267A-
Mutante, anti-pY-Antikérperkontrolle). Es wurde die Signalabnahme von XopH (Verhéltnisse der Signale von XopH zu
Antikoérperkontrolle) gegen die Signalabnahme der Mutante (Signalverhaltnisse von der XopH-C267A-Mutante zu Antikor-
perkontrolle) aufgetragen. Alle Signale innerhalb eines Experimentes wurden auf das jeweils starkste Signal normiert
(100%). Die blauen Linien markieren die Akzeptanzgrenzen oberhalb derer die Peptide als Substrate bzw. Binder definiert
wurden (jeweils 70%). Zur besseren Orientierung wurden in das Streudiagramm eine 45°-Gerade (rote Linie) und ein ent-
sprechender Toleranzbereich (rot-gestrichelte Linien) eingetragen. Innerhalb dieses rot-markierten Bereichs ist keine
Aussage Uber die Peptide (ob Substrate oder Binder) moglich, da beide vergleichbare Signalabnahmen zeigen.

Als erstes Kontrollexperiment wurden die beiden bereits mit der Phosphatase und der XopH-
Mutante inkubierten Peptidmikroarrays mit anti-XopH-Antikérper inkubiert. Dies dient der Uberpri-
fung, ob die Mutante noch immer an die Phosphopeptide gebunden ist. Des Weiteren wurden zu-
satzliche Waschschritte mit 6M Harnstoff durchgefiihrt, um das gebundene Enzym zu denaturieren
und in den darauf folgenden Waschschritten zu entfernen.*® Die Ergebnisse sind in den beiden Streu-
diagrammen in Abbildung 4.40 dargestellt. Dabei wird ersichtlich, dass die Harnstoff-Wé&sche zu einer
Unterscheidung der auf dem Mikroarray immobilisierten Peptide in Binder (fur die katalytisch-
inaktive Mutante) und Substrate (fur XopH) fiihrte.

Als zweites Kontrollexperiment wurde der Peptidmikroarray mit inhibiertem XopH (Natrium-
Orthovanadat) oder in Anwesenheit eines kompetetiven Substrats (pTyr2-Substrat) inkubiert. Die
Kontrollexperimente konnten zeigen, dass XopH unter den verwendeten experimentellen Bedingun-
gen nicht an die immobilisierten Phosphopeptide bindet. Eine Maskierung des Epitops konnte fir
XopH dadurch ausgeschlossen werden. Die XopH_C267A-Mutante zeigte eine enzymatische Restakti-
vitat, indem fir einige der immobilisierten PhosphoTyrosin-Peptide noch eine Signalabnahme detek-

tiert wurde.
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Insgesamt konnten damit 72 Substrate fir XopH identifiziert werden. Das sich daraus errechnete
Two-sample-Logo ist in der Abbildung 4.41 zu sehen. Es zeigt sich eine Praferenz fiir negativ-geladene
Aminosauren in der -1- und +5-Position, sowie fiir positiv-geladene Aminosduren in den -5, +2- und

+4-Positionen.

100 100

80 80

60 60

40 40

Signalabahme XopH_Harnstoff [%]

20 20

Signalabnahme XopH_C267A-Mutante_Harnstoff [%]
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Signalabnahme XopH [%] Signalabnahme XopH_C267A-Mutante [%]

Abbildung 4.40: Einfluss einer Harnstoff-Wasche auf die Phosphatase-Experimente. Die Streudiagramme zeigen die Sig-
nalabnahme der Phosphatase ohne Harnstoff-Wasche und die Signalabnahme der Phosphatase mit zusatzlichem Harnstoff-
Waschschritt. Jeder Punkt reprasentiert dabei ein Peptid, das auf dem PhosphoTyrosin-Mikroarray immobilisiert war. A
Gezeigt sind die Signalabnahmen der Phosphatase XopH. Die Peptide im Quadrant Q4 sind die Substrate. B Das Streudiagm-
ramm vergleicht die Signalabnahmen der katayltisch inaktiven XopH-C267A-Mutante. Die Substrate waren hier im Quadrant
Q2 zu finden, wohingegen die Peptide im Quadrant Q4 die Binder repradsentieren. Alle Signale innerhalb eines Experimentes
wurden auf das jeweils starkste Signal normiert (100%). Die blauen Linien markieren die Akzeptanzgrenzen oberhalb derer
die Peptide als Substrate bzw. Binder definiert wurden (jeweils 70%). Zur besseren Orientierung wurden in das Streudia-
gramm eine 45°-Gerade (rote Linie) und ein entsprechender Toleranzbereich (rot-gestrichelte Linien) eingetragen. Inner-
halb dieses rot-markierten Bereichs ist keine Aussage Uber die Peptide (ob Substrate oder Binder) méglich, da beide ver-
gleichbare Signalabnahmen zeigen.
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Abbildung 4.41: Two-sample-Logo der 72 Substrate von XopH. Das Two-Sample-Logo zeigt eine Ubersicht iiber die positi-
onsabhangige Aminosaurezuordnung in den Substraten im Vergleich zu allen auf dem PhosphoTyrosin-Mikroarray prasen-
tierten Peptiden.
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Aus den vorliegenden Mikroarraydaten wurden jeweils ein Substrat und ein Nicht-Substrat ausge-
wahlt und synthetisiert. Das ausgewahlte Substrat (Ac-KVDVDEY(ph)DENKFVW-NH,) zeigte fiir XopH
eine Signalabnahme von 78%. Beim ausgewahltenNicht-Substrat (Ac-GRKKIKY(ph)KSLTRNW-NH3)
nahm das Signal durch XopH nur zu 14% ab. Zuséatzlich wurde noch eine Positivkontrolle (pTyr2-
Peptid, Ac-DADEY(ph)LIPQQGW-NH,, aus AG Bonas) synthetisiert. In einem diskontinuierlichen HPLC-
basierten Assay wurden die kinetischen Parameter bestimmt.

Das ausgewahlte Nicht-Substrat des Mikroarrayexperiments konnte in den LOsungsexperimenten
durch XopH nicht dephosphoryliert werden und bestatigte damit die Mikroarraydaten. Fiir die Posi-
tivkontrolle und fiir das ausgewadhlte Substrat konnten die Ku- und kc-Werte bestimmt werden
(Abbildung 4.42).

Die Ku-Werte sind fiir beide Substrate dhnlich, aber der k.-Wert ist flr das mit dem Mikroarray-
identifizierte Substrat etwa 3-fach hoéher als der der Positivkontrolle. Die katalytischen Effizienzen

sind mit 350 bzw. 942 st M eher niedrig, verglichen zu denen von anderen Proteintyrosinphoshata-

sen, 388,389
A B
2.0 -e- Positivkontrolle POSitiv-
™ Substrat kontrolle Substrat
Kv [uM] 25,68+0,159  29,71+3,0
15 Keat [s1] 0,009 £ 0,002 0,028 £ 0,002
Keat/Km [s M] 350,5 942,4
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.
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Abbildung 4.42: Kinetische Charakterisierung von XopH. A Darstellung der v/[S]-Charakterisitik fiir das Substrat und die
Positivkontrolle. Die Reaktionen wurden mit 50ug/mL XopH und variierenden Peptidkonzentrationen (0,5 — 50 puM)
durchgefihrt (pH-Wert 7,0 und Temperatur = 37°C) durchgefihrt. B Zusammenfassung der kinetischen Parameter.

4.4.2 Untersuchung der Substratspezifitdten der Deacylasen Sirtuinl1-Sirtuin7
Das Assay-Prinzip zur Untersuchung von Sirtuinen ist in Abbildung 4.43 dargestellt. Die Detektion

erfolgte, indem die Mischung der modifikationsspezifischen anti-Kac-Antikorper, gefolgt von den
fluoreszenz-markierten Sekundarantikorpern, auf dem Peptidmikroarray inkubiert wurde. Parallel

wurde eine Kontrollinkubation in Abwesenheit des Co-Substrates NAD* durchgefiihrt.
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Abbildung 4.43: Assay-Prinzip zur Untersuchung von Sirtuinen. Der Histonmikroarray wird zuerst mit dem Enzym und dem
Co-Substrat NAD* inkubiert, gefolgt von der anti-Kac-Antikérper-Mischung und fluoreszenz-markierten Sekundarantikor-
pern. Parallel muss eine Kontrollinkubation durchgefiihrt werden, die den ,Startwert” des Signals detektiert. Anhand des
Verhaltnisses zwischen dem Signal der Kontrolle und dem Signal des Sirtuins kann die Signalabnahme errechnet werden.

Die Sirtuine wurden in der Arbeitsgruppe bereits vor Beginn dieser Arbeit auf den Acetylom-
Mikrorrays charakterisiert.”” Um die enzymatische Aktivitat auch hinsichtlich deren Sequenzspezifitit
und Acylspezifitdt an Histonen zu charakterisieren, wurden die Sirtuine auf Histonmikroarrays unter-
sucht (Abschnitt3.8.9).

Im ersten Kontrollexperiment, der Antikérperkontrolle, wurde der Histonmikroarray nur mit der Mi-
schung der anti-Kac-Antikorper, gefolgt von den Sekundarantikdrpern, inkubiert (elektronischer An-
hang E2). Im Vergleich zu dem in Abschnitt 4.1.1 gezeigten Experiment, wurde an dieser Stelle die
Antikérperkonzentration so erhéht, dass nicht nur die acetylierten Lysine zuverlassig detektiert wer-
den, sondern dies auch mit einem hohen Signal als ,,Startwert“.Die Erhéhung der Antikorperkonzent-
ration flihrte damit zu einem héheren Signal-Rausch-Verhaltnis.

Das zweite Kontrollexperiment entspricht der enzymatischen Negativkontrolle. Um die Deacetylie-
rung nachzuweisen, muss ein Vergleich mit einem Kontrollmikroarray erfolgen. Dazu wurde der Pep-
tidmikroarray mit dem Enzym, aber ohne das Co-Substrat NAD* inkubiert. Somit kann eine enzymati-
sche Deacylierungsreaktion ausgeschlossen werden. Die Kontrollexperimente wurden nun mit den
Sirtuin-inkubierten (in Anwesenheit von NAD*) Histonmikroarrays verglichen. Anhand des Vergleichs
von acetylierten (alle Peptide zeigen ein Signal) zu deactyliertem Peptidmikroarray (Peptide mit Sig-
nalabnahme) lassen sich die Substrate der Deacetylasen identifizieren.Das Verhéltnis der Signale (in
Ab- zu in Anwesenheit von NAD", -NAD*/+NAD*) wurden in den folgenden Auswertungen genutzt, um
die Aktivitat der Sirtuine zu ermitteln.

Das dritte Kontrollexperiment (NAD*-Kontrolle) untersuchte, ob an die Peptidsequenz gebundenes
NAD* Einfluss auf die Sirtuinerkennung bzw. Antikdrperbindung hat. Die NAD*-Kontrolle zeigte keine
unspezifische Bindung an die auf dem Histonmikroarray immobilisierten Peptide, bis auf zwei Aus-

nahmen (H2AK98acK102ac und H2AK122ac) (elektronischer Anhang E2).
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Da es sich bei der enzymatischen Reaktion um eine Zwei-Substrat-Reaktion handelt, wurde in der
Arbeitsgruppe der Einfluss des Co-Substrates NAD* auf die Reaktion untersucht.?!?3% Es wurden fir
NAD* die Km-Werte von Sirt2 (33uM), von Sirt5 (41uM) und von Sirt6 (386uM) ermittelt. In den in
dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurde eine Konzentration von 1,5mM NAD* einge-
setzt. Die NAD*-Konzentration liegt somit im Sattigungsbereich ([NAD*] >> [Peptidsubstrat]) und kann

Uber den gesamten Reaktionsverlauf als konstant angenommen werden.

4.4.2.1 Untersuchung der Substratspezifitdt von Sirtuinl auf Histonmikroarrays

Bei der Untersuchung von Sirtuinl auf den Histonmikroarrays konnten einige Deacetylierungsstellen
fiir Sirtl identifiziert werden (elektronischer Anhang E2). Die Sirtuinl-Aktivitdt wurde anhand des
Signalverhaltnisses der Peptide von den beiden Inkubationen (in Ab- und Anwesenheit von NAD")
bewertet. Dabei wurde am Beispiel der H3K122-Acetylierungsstelle die Erkennung der Peptide und
deren Zuganglichkeit fur das inkubierte Sirtuin untersucht. H3K122ac ist in vier Peptiden an unter-
schiedlicher Position innerhalb der 20meren immobilisierten Peptide auf dem Histonmikroarray pra-
sentiert (Abbildung 4.44 A). Es wird ersichtlich, dass die Signalverhaltnisse vergleichbar sind. Damit
ist die Position der modifizierten Aminosdure innerhalb des immobilisierten Peptids flir die Zugadng-
lichkeit von Sirtl und fir die Erkennung der Antikorper unabhangig. In Abbildung 4.44 B ist die Se-
qguenzspezifitdt von Sirtuinl am Beispiel der 13 Lysine des Histons H3 dargestellt. Fiir die meisten
Lysine wurde eine schwache Deacetylierung gemessen, wobei H3K56 und H3K64 starker deacetyliert
werden.

A B

H3_K122Ac
Ac-RVTIMP-KAc-DIQLARRIRGERA-NH,

H3_K115Ac

Ac-AIHAKRVTIMP-KAc-DIQLARRI-NH, H3_K79Ac

H3_K64Ac
Ac-NLCVIHAKRVTIMP-KAc-DIQLA-NH,

H3_K56Ac

Ac-EDTNLCAIHAKRVTIMP-KAc-DI-NH, H3_K37Ac

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 H3_K36Ac

Sirt1 Aktivitét fiir H3-K122ac (-NAD*/+NAD* Signalverhiltnis) H3_K27Ac
H3_K23Ac

H3_K18Ac

H3_K14Ac

H3_K9Ac

H3_KaAc
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Sirt1 Aktivitiit (-NAD*/+NAD* Signalverhiltnis)

Abbildung 4.44: Substratspezifitdt von Sirtuinl. A Reproduzierbarkeit der Erkennung des acetylierten Lysins 122 an ver-
schiedenen Positionen innerhalb des immobilisierten Peptids. B Sequenzspezifitdt von Sirtl fiir die acetylierten Lysine des
Histons H3.

Die Acylspezifitaten fiir die zwei flr den cross-talk bekannten Modifizierungsstellen H3K9 und H3K27

sind in Abbildung 4.45 zu sehen. Dabei zeigt Sirtuinl kaum Aktivitat fir acetylierte Lysine.
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H3_unmodifiziert H3_0021_unmodifiziert
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Abbildung 4.45: Acylspezifitat von Sirtl an den Modifikationsstellen H3K9 und H3K27. A Darstellung der Deacylaseaktivitat
von Sirtuinl an der H3K9-Modifikationsstelle fiir die acylierten H3K9-Peptide, sowie dem entsprechenden unmodifizierten
Peptid. B Darstellung der Deacylaseaktivitat fir die acylierten H3K27-Peptide im Vergleich zum unmodifizierten H3K27-
Peptid.

Wird flr Sirtuinl der cross-talk anderer PTMs an der H3K9-Modifizierungsstelle (Abbildung 4.46 A)
betrachtet, zeigt sich, dass Sirtuinl kaum beeinflusst wird. Lediglich eine Dimethylierung des Arginins
in der -1-Position verstarkt die Deacetylierung des H3K9. Dagegen wirkt eine Phosphorylierung in der
+1- oder +2-Position eher verringernd auf die Deacetylaseaktivitdt.Aus der Auswertung des mit Sir-
tuinl-inkubierten Histonmikroarrays fiir die H3K27-Modifizierungsstelle wird ersichtlich, dass die
Phosphorylierung in der +1-Position zum acetylierten Lysin keinen Einfluss hat (Abbildung 4.46 B).
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Abbildung 4.46: Sirtuinl Aktivitdt an der H3K9-Modifizierungsstelle (A) und H3K27-Modifizierungsstelle (SAPS-Variante) (B)
und dessen Beeinflussung durch cross-talk mit anderen PTMs.

4.4.2.2 Untersuchung der Substratspezifitdt von Sirtuin2 auf Histonmikroarrays

Die Charakterisierung von Sirtuin2 auf den Histonmikroarrays ist in dem elektronischen Anhang E2 zu
sehen. Die Auswertung der Signalverhaltnisse zeigte eine Sequenzspezifitdt von Sirtuin2 fiir die
Mehrheit der Lysine des Histons H3 (Abbildung 4.47 A). Dabei wird die Deactylaseaktivitat fir das
H3K56 ersichtlich. Auch H3K9, H3K64, H3K4, H3K18 und H3K122 werden von Sirtuin2 deacetyliert.

Fiir die H3K9-Modifizierungsstelle zeigen die anderen H3K9-Acylierungen vergleichbare Signalver-
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haltnisse wie das unmodifizierte Peptid (Abbildung 4.47 B). Diese Tendenz lasst sich fiir die H3K27-
Modifizierungsstelle (Abbildung 4.47 C) nicht bestatigen, da hier neben dem acetylierten auch das

propionylierte Lysin hohere Signalverhaltnisse als die anderen (unmodifizierten und acylierten) Pep-

tide zeigt.
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H3_K27Ac 0 1 2 3 4 5 6 7
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Abbildung 4.47: Substratspezifitdat von Sirtuin2. A Sequenzspezifitat von Sirt2 flr die acetylierten Lysine des Histons H3. Die
Darstellungen der Acylspezifitdt von Sirt2 fiir die Modifizierungsstellen H3K9 (B) und H3K27 (C) zeigen die Deacylaseaktivitat
von Sirt2 fiir die jeweiligen acylierten Peptide und den Vergleich zum entsprechenden unmodifizierten Peptid. D Sirtuin2
Aktivitat an der H3K9-Modifizierungsstelle und dessen Beeinflussung durch cross-talk mit anderen PTMs.

Sirtuin2 wird zudem starker als Sirtuinl durch den cross-talk mit anderen PTMs beeinflusst
(Abbildung 4.47 D). Dabei zeigt sich, dass Verdnderungen des Arginins in der -1-Position die Deacety-
lierung begilnstigen, wobei es unabhangig ist, ob des Arginin methyliert oder durch Citrullin ersetzt
wurde. Die Phosphorylierung in der +1- und +2-Position verringert die Deacetylaseaktivitat von Sirt2
am H3K9ac. Zusatzlich wurde auch die H3K27-Modifizierungsstelle mit Sirtuin2 untersucht
(Abbildung 4.48). Es bestatigt sich auch hier, dass die Methylierung von H3R26 oder acetyliertes
H3K23 die Deacetylierung von H3K27ac beglinstigen.
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Abbildung 4.48: Sirtuin2 Aktivitdt an der H3K27-Modifizierungsstelle (SAPS-Variante) und dessen Beeinflussung durch
cross-talk mit anderen PTMs.

4.4.2.3 Identifizierungen der Sequenzspezifitaten fiir Sirtuinl und Sirtuin2

Aus den Datensatzen fir Sirtuinl und Sirtuin2 wurden alle monoacetylierten Peptide ausgewahlt. Die
Signale der acetylierten Peptide wurden ins Verhaltnis zu ihren entsprechenden unmodifizierten
Histonpeptiden gesetzt. Ein Signalverhaltnis groRer als 3 wurde als Akzeptanzgrenzegesetzt. Es wur-
den 201 solcher monoacetylierten Peptide identifiziert. Diese stellen den Referenzdatensatz dar. Die
Substrate wurden durch die Signalabnahme definiert, die damit ein Mal} fiir die Sirtuinaktivitat dar-
stellt. Die 10 besten Substrate aus den 201 Peptiden wurden nun ins Verhaltnis zu dem Referenzda-
tensatz gesetzt, um die Two-sample-Logos zu generieren. Aus den in Abbildung 4.49 dargestellten
Two-Sample-Logos der 10 besten Substrate wird ersichtlich, dass sowohl Sirtuinl als auch Sirtuin2
eine Praferenz flrArginin in der -4-, -1-, +1- und +6-Position zeigt. Beide Sirtuine zeigen in der +2-
Position eine Beglinstigung fir Asparagin oder Glutamin. In den Positionen -3, -2, -1, +1, +5 und +6
wird die Praferenz fir ein Leucin ersichtlich. Beide Sirtuinisoformen ziehen zudem in der +5-Position

eine saure Aminosaure vor, die von Sirtuinl auch in der -6-Position beginstigt wird.

A B

76,6% 66,6%
7 3
:CHRL,; o gNY_EL
$ L R ¥
o el

6 -5 -4 -3 -2 -1 +1 +2 43 +4 +5 +6
£ Ac =
Q Q
[ (9]
2 X
© ©
Aminosdureposition ] Aminosaureposition
76,6% 66,6%

Abbildung 4.49: Two-sample Logos flr die 10 besten Substrate von Sirt1 (A) und Sirt2 (B). Zur Erstellung der Two-sample-
Logos wurden jeweils die 10 besten Substrate ins Verhaltnis gesetzt zu den Referenzdatensatz. Der Referenzdatensatz
setzte sich aus 201monoacetylierten Peptide zusammen, die ein Signalverhaltnis von acetylierten zu unmodifizierten Peptid
> 3 zeigten.
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4.4.2.4 In vitro Experimente Peptidsubstrate und MALDI-ToF

Einige der auf dem Histonmikroarray immobilisierten Peptide wurden von der JPT Peptide Technolo-
gies GmbH, Berlin, zur Verfliigung gestellt und per MALDI-TOF analysiert. Die hier beschriebenen Ex-
perimente sind Vorabmessungen, da die Peptide mit nur einer Konzentration getestetwurden. Die
getesteten Peptidsubstrate sind in Tabelle4.4 dargestellt. Die MALDI-ToF-Spektren sind dem analo-
gen Anhang A3 zu entnehmen. Die H3K27ac-Peptide (SAPS- und STPS-Varianten) wurden ausgewahlt,
um dieHistonvariantenspezifitat auch in Losung zu untersuchen. Die Anzahl der Pluszeichen gibt die
Gute des Substrates an bzw. in welchem Mall das Substrat durch Sirtuin deacetyliert wurde
(Tabelle4.4). Es wird ersichtlich, dass die Mikroarrayergebnisse in Losung weitestgehend bestatigt

werden konnten.

Tabelle 4.4: Vergleich der Mikroarrayergebnisse mit Losungsexperimenten per MALDI-ToF-Analyse (MALDI). Es wurden
dabei ausgewahlte Substrate von Sirtl und Sirt2 verglichen. Bewertung der Giite des Substrats wie folgt: +++ sehr stark
deacetyliert, bis — als keinen bzw. negativer Effekt.

Sirtuinl Sirtuinl Sirtuin2 Sirtuin2

MALDI-ToF-Peptide Mikroarray MALDI Mikroarray MALDI
H3_K9ac ++ ++ +++ ++

H-ARTKQTARK(ac)STGGKAPR-NH2
H3_K9ac_S10ph + +++ + +
H-ARTKQTARK(ac)S(ph)TGGKAPR-NH:
H3_K27ac_SAPS ++ ++ +++ +++
Ac-KAARK(ac)SAPSTGGVKKPHRYRK(Biotinoyl)-NHz
H3_K27ac_S28ph_SAPS +++ ++ +++ ++
Ac-KAARK(ac)S(ph)APSTGGVKKPHRYRK(Biotinoyl)-NHa
H3_K27ac_STPS + +++ ++ +++
Ac-KAARK(ac)STPSTCGVKPHRYRPK(Biotinoyl)-NH:
H3_K27ac_S28ph_STPS - ++ (+)

Ac-KAARK(ac)S(ph)TPSTCGVKPHRYRPK(Biotinoyl)-NH2

4.4.2.5 Kinetische Charakterisierung der H3K9-Peptidvarianten fiir Sirtuinl und Sirtuin2

Fir die kinetischen Untersuchungen der H3K9-Modifizierungsstelle wurden drei Peptide (H3K9ac,
H3K9acS10ph, H3K9acT11ph) synthetisiert. Die Peptide wurden hier jedoch auf jeweils vier Amino-
sauren um die Kac-Modifikationsstelle verkiirzt und C-terminal mit zwei Tryptophanen fiir eine De-
tektion bei 280 nm versehen.?*°

Die kinetische Charakterisierung fiir Sirtuinl ist in Abbildung 4.50 dargestellt. Es wird ersichtlich, dass
die Phosphorylierung den Ku-Wert im Vergleich zum H3K9ac-Substrat verringert. Bei den katalyti-
schen Effizienzen bewirkt dies die Anderung um eine GréRenordnung.

Die v/[S]-Charakteristik flr Sirtuin2 zeigt hier einen deutlichen Einfluss der Phosphorylierung auf die
Deacetylaseaktivitdt (Abbildung 4.51). Es wird ersichtlich, dass die Phosphorylierung in der +1-
Position den Ky-Wert des H3K9acS10ph-Substrats etwa 100-fach und die Phosphorylierung in der +2-
Position (H3K9acT11ph) ca. 50-fach verringert im Vergleich zum H3K9ac-Substrat. Die katalytischen

Effizienz keat/ Kmandern sich somit um 2 GroRenordnungen.
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Abbildung 4.50: Kinetische Charakterisierung von Sirtl und den H3K9-Peptidsubstraten. Die v/[S]-Charaktieristik fir das
acetylierte Substrat (H3K9ac) und die beiden zuséatzlich phosphorylierten H3K9ac-Substrate (H3K9acS10ph und
H3K9acT11ph) zeigt den Einfluss des cross-talks auf die Deacetylaseaktivitat von Sirtl. Die Reaktionen wurden mit 10nM
Sirtl, 1,5mM NAD* und variierenden Peptidkonzentrationen (0,5 — 100 uM) durchgefiihrt (pH-Wert 7,8 und Temperatur =
37°C). Darunter ist eine Zusammenfassung der kinetischen Parameter aufgelistet.
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Abbildung 4.51: Kinetische Charakterisierung von Sirt2 und den H3K9-Peptidsubstraten. Die Darstellung der v/[S]-
Charakterisitik flr das acetylierte Substrat (H3K9ac) und die beiden zusatzlich phosphorylierten H3K9ac-Substrate
(H3K9acS10ph und H3K9acT11ph) zeigt den Einfluss des cross-talks auf die Deacetylaseaktivitat von Sirt2. Die Reaktionen
wurden mit 100nM Sirt2, 1,5mM NAD* und variierenden Peptidkonzentrationen (0,5 — 1000 uM) durchgefiihrt (pH-Wert
7,8 und Temperatur = 37°C). Darunter ist eine Zusammenfassung der kinetischen Parameter aufgelistet.

4.4.2.6 Kinetische Charakterisierung der H3K27-Peptidvarianten fiir Sirtuin1 und Sirtuin2

Da das ARKS-Motiv in der N-terminalen Region des Histon H3 zweimal vorkommt, wurden hier auch
diese zwei Peptidsubstrate (H3K27ac, H2K27acS28ph) fiir eine kinetische Charakterisierung syntheti-

siert. Es wurde hier analog zu®®* die SAPS-Variante ausgewéhlt.
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Die kinetische Charakterisierung der beiden H3K27-Peptidsubstrate mit Sirtuinl ist in Abbildung 4.52

dargestellt. Beide Peptide weisen sowohl dhnliche Ku- als auch ke-Werte auf.
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Abbildung 4.52: Kinetische Charakterisierung von Sirtl und den H3K27-Peptidsubstraten. Die Darstellung der v/[S]-
Charakterisitik fur das acetylierte Substrat (H3K27ac) und das zusatzlich phosphorylierte H3K27acS28ph-Substrat zeigt den
Einfluss des cross-talks auf die Deacetylaseaktivitat von Sirtl. Die Reaktionen wurden mit 10nM Sirtl, 1,5mM NAD* und
variierenden Peptidkonzentrationen (0,5 — 40 uM) durchgefiihrt (pH-Wert 7,8 und Temperatur = 37°C). Darunter ist eine
Zusammenfassung der kinetischen Parameter aufgelistet.
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Abbildung 4.53: Kinetische Charakterisierung von Sirt2 und den H3K27-Peptidsubstraten. Die Darstellung der v/[S]-
Charakterisitik fur das acetylierte Substrat (H3K27ac) und das zuséatzlich phosphorylierte H3K27acS28ph-Substrat zeigt
den Einfluss des cross-talks auf die Deacetylaseaktivitdt von Sirt2. Die Reaktionen wurden mit 50nM Sirt2, 1,5mM NAD*
und variierenden Peptidkonzentrationen (0,5 — 40 uM) durchgefiihrt (pH-Wert 7,8 und Temperatur = 37°C). Darunter ist
eine Zusammenfassung der kinetischen Parameter aufgelistet.
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Die kinetische Charakterisierung von Sirtuin2 und den H3K27-Peptidsubstraten (Abbildung 4.53) zeigt
einen Einfluss der Phosphorylierung auf die Deacetylaseaktivitdt von Sirtuin2. Dies bewirkt einen fast

20-fachniedrigeren Km-Wert flir das H3K27acS28ph-Substrat im Vergleich zum H3K27ac-Substrat.

4.4.2.7 Untersuchung der Substratspezifitdt von Sirtuiné auf Histonmikroarrays

In dieser Arbeit sollte Sirtuin6 hinsichtlich der Sequenzspezifitdt und Acylspezifitdt auf den Histon-
mikroarrays untersucht werden. Aufgrund der sehr geringen Sirt6-Aktivitdt konnten keine Signale
detektiert und somit auch keine Sequenz- und Acylspezifitat nachgewiesen werden (Abbildung 4.54).

Die Losungsexperimente mit den oben genannten Peptidsubstraten und Sirtuiné erbrachten keine

Ergebnisse.
A B
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Abbildung 4.54: Substratspezifitdat von Sirtuin6. A Sequenzspezifitat von Sirt6 flr die acetylierten Lysine des Histons H3. Die
Darstellungen der Acylspezifitat von Sirt6 fiir die Modifizierungsstellen H3K9 (B) und H3K27 (C) zeigen keine Deacylaseakti-
vitat von Sirt6 fur die jeweiligen acylierten Peptide im Vergleich zum entsprechenden unmodifizierten Peptid.
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4.4.2.8 Untersuchung der Substratspezifitdt von Sirtuin7 auf Histonmikroarrays

Die Untersuchung von Sirtuin7 auf den Histonmikroarrays konnte keine Deacetylierung nachwei-

sen(Abbildung 4.55).Die Losungsexperimente mit den synthetisierten H3-Substraten und Sirtuin7

erbrachten keine Ergebnisse.

A

H3_K122Ac

H3_K64Ac

H3_K56Ac

H3_K37Ac

H3_K36Ac

H3_K27Ac

H3_K23Ac

H3_K18Ac

H3_K14Ac

H3_K9Ac

H3_KaAc

0.4 0.6 0.8 1

] 0.2

Sirt7 Aktivitit (-NAD*/+NAD* Signalverhiltnis)

1.2

14

H3_unmodifiziert

H3_K9Ac

H3_K9Prop

H3_K9But

H3_K9Mal

H3_K9Suc

C

H3_0021_unmodifiziert
H3_K27Ac

H3_K27Prop
H3_K27But
H3_K27Mal

H3_K27Suc

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14
Sirt7 Aktivitit (-NAD*/+NAD* Signalverhiltnis)
0 02 04 06 08 1 12 14 16

Sirt7 Aktivitit (-NAD*/+NAD* Signalverhiltnis)

Abbildung 4.55: Substratspezifitat von Sirtuin7. A Sequenzspezifitdt von Sirt7 fir die acetylierten Lysine des Histons H3. Die
Darstellungen der Acylspezifitat von Sirt7 fir die Modifizierungsstellen H3K9 (B) und H3K27 (C) zeigen keine Deacylaseakti-
vitat von Sirt7 fir die jeweiligen acylierten Peptide und den Vergleich zum entsprechenden unmodifizierten Peptid.
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4.4.2.9 Untersuchung der Substratspezifitdt von Sirtuin5 auf Histonmikroarrays

Auch Sirtuin5 wurde auf den Histonmikroarrays charakterisiert. Am Beispiel des Histons H3 und den

13 Einzel-succinylierten Lysinen wurde die Sequenzspezifitat von Sirt5 untersucht (Abbildung 4.56 A).

Mit Ausnahme des H3K37suc, sind alle Lysine desuccinyliert wurden. Dabei zeigt sich fir H3K64,

H3K56 und H3K18 eine hoheDesuccinylaseaktivitit (Abbildung 4.56 A). Die Desuccinylaseaktivitat als

auch eine Demalonylaseaktivitdt von Sirtuin5 konnte anhand der H3K9- (Abbildung 4.56 B) als auch

der H3K27-Modifizierungsstelle (Abbildung 4.56 C) demonstriert werden.
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Abbildung 4.56: Substratspezifitdt von Sirtuin5. A Sequenzspezifitat von Sirt5 fiir die succinylierten Lysine des Histons H3.
Die Darstellungen der Acylspezifitat von Sirt5 fur die Modifizierungsstellen H3K9 (B) und H3K27 (C) zeigen die Deacylaseak-
tivitat von Sirt5 fir die jeweiligen acylierten Peptide und den Vergleich zum entsprechenden unmodifizierten Peptid.
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5 Diskussion

5.1 Identifizierung von Bindungsspezifitaten

5.1.1 Bindung von modifikations- und sequenzspezifischen Antikorpern

Fiir die Charakterisierung von Histonmodifikationen werden oft modifikations- und sequenzspezifi-
sche Antikdrper eingesetzt. Dabei unterscheidet sich die Bindungsspezifitat der Antikorper oft von
den Herstellerangaben. Mit Hilfe der Histonmikroarrays ist es moglich vergleichende Untersuchun-
gen durchzufihren, um die Sequenzspezifitaiten der Antikérper als auch die Kreuzreaktivitat mit an-
deren Modifikationen zu analysieren. Die Analyse der modifikationsspezifischen Antikorper zeigte
beispielsweise eine Succinylspezifitdit und keine Sequenzspezifitdt des anti-Ksuc-Antikorpers. Die
anti-Kac-Antikérper erkennen einen GroRteil aller monoacetylierten Peptide, allerdings weisen zwei
der anti-Kac-Antikorper Kreuzreaktivitdten auf. So bindet der anti-Kac-Antikérper 2 an eine Reihe von
Peptiden mit methylierten Lysinen und Argininen, sowie phosphorylierten Serinen und Threoninen.
Sowohl anti-Kac-Antikorper 1 als auch anti-Kac-Antikorper 2 zeigen eine Kreuzreaktivitat zu propiony-
lierten Lysinen, was durch die sehr dhnliche chemische Struktur der beiden Acylierungen begriindet
sein konnte. Am spezifischsten von den hier getesteten anti-Kac-Antikorpern ist der anti-Kac-
Antikorper 3.

Sequenzspezifische Antikdrper spielen eine zentrale Rolle in der epigenetischen Proteomforschung.

Dabei sind besonders die Chromatin Immunoprazipitation39-3%4

und die MS-basierten Proteomanaly-
sen3%>3% guf die spezifische Interaktion der Histone mit den eingesetzten Antikdrpern angewiesen.
Da eine zuverlassliche Interpretation der Ergebnisse allerdings von der Spezifitdt des Antikorpers
abhangt, wird eine detailierte Information Gber die Bindungsspezifitat der eingesetzten Antikorper
fiir die jeweiligen Experimente bendtigt. Die Validierung der eingesetzten Antikorper ist ein wesentli-
cher und notwendiger Schritt, vor allem von in vivo Experimenten. Da das Verstdndnis, wie PTMs an
Histonen in Normal- und Krankheitszustanden wirken, von der Qualitdt der verwendeten Antikérper
abhangt, sind stringente Qualitdtskontrollen der Antikdrper notwendig. So sollten die Antikdrper
hinsichtlich der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, der Kreuzreaktivitdt (gegeniber anderen Modifi-
zierungen oder anderen Modifizierungsgraden oder sogar mit anderen Proteinen), unspezifische
Bindung, Variabilitat zwischen den Produktchargen, Beeinflussung durch cross-talk von benachbarten
PTMs oder dem biologischen Einsatzgebiet untersucht werden. Die hohe Rate an Spezifitatsproble-
men der Antikorper wirft Bedenken an der Giiltigkeit von vielen publizierten ChlP-Daten auf, da diese
ohne eine unabhangige Charakterisierung und Valdierung der Antikérper (vor Ihrem Einsatz) publi-
ziert wurden.

Zurzeit ist kein standardisiertes Verfahren etabliert, was eine vergleichende, detaillierte Analyse der

Bindungsspezifitaten der modifikations- und sequenzspezifischen Antikérper erméglicht. Dabei wur-
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den bereits diverse Strategien vorgeschlagen, um die Antikoérperqualitdt zu verbessern: entweder
durch ChIP-Kontrollen3¥, Vorkehrungen vor dem Einsatz in Western Blots*®, oder anderen Methoden
zur Validierung®®® und Erhéhung der Reproduzierbarkeit.3994%

Eine einfache und sensitive Methode zur quantitativen Charakterisierung von poly- und monoklona-
len Antikorpern fiir PTMs in einem Hochdurchsatzverfahren stellen die Peptidmikroarrays dar. Mit-
tels der hier genutzten Peptidmikroarrays konnte dabei der Einfluss von unterschiedlichen Modifika-
tionsgraden (Kmel, Kme2, Kme3) und der Einfluss der Epitoperkennung durch benachbarte umge-
bende PTMs auf die Antikdrperbindung bestimmt werden.

Die Analyse der Histonmikroarrays ergab fiir die anti-H4K16ac-spezifischen Antikérper neben der
Bindung an H4K16ac eine bevorzugte Bindung an multiple Lysinacetylierungen. Obwohl dieser Effekt
bereits beschrieben wurde*, konnte durch Peptidmikroarrayanalysen (und Analysen von Peptiden
mit Lysin-Glutamin-Austausch) ausgeschlossen werden, dass dieser Effekt durch eine Maskierung der
Ladung verursacht wird.3® Allerdings weisen insbesondere auch diese beiden anti-H4K16-Antikérper
eine hohe Kreuzreaktivitat gegenliber anderen PTMs auf, was generell fiir eine geringe Spezifitit des

Antikorpers spricht (Tabelle 5.1).

Tabelle 5.1: Zusammenfassung der Histonmikroarrayergebnisse der 14 getesteten sequenzspezifischen Antikorper. k.A. =
keine Angabe

Kreuzreaktivitat gegeniiber
Sequenz- Modifikations- Sequenz- anderen Cross- Histonvarian-
spezifischer Spezifitat Spezifitit | PTMs | Methyl- Histonen talk tenspezifitat
Antikorper graden
H4K16acwmillipore Nein Nein Ja k.A. Ja Ja Ja
HA4K16acsantacruz Nein Nein Ja k.A. Ja Ja Ja
H3K4mel Nein Nein Ja Nein Ja Ja Nein
H3K4me2 Nein Nein Ja Ja Ja Nein Ja
H3K9mel Nein Ja Ja Ja Nein Nein Nein
H3K9me2 Nein Nein Ja Ja Nein Ja Ja
H3K9me3 Nein Nein Ja Ja Ja Ja Ja
H3K27me3 Nein Nein Ja Ja Ja Ja Ja
H3K27me2me3 Nein Ja Ja Ja Nein Ja Ja
H3K36mel Nein Nein Ja Ja Ja k.A. Ja
H3K36me2 Nein Nein Ja Ja Ja k.A. Ja
H3K36me3 Nein Nein Ja Nein Ja Ja Ja
H3S28ph Nein Ja Ja k.A. Nein Ja Ja
H2AH4S1ph Nein Nein Ja k.A. Ja Ja Ja

Neben der Erkennung anderer PTMs, ist der Einfluss benachbarter PTMs ein weiteres Problem, wie
es sich bei den anti-H3K9me3-Antikérpern zeigte. Insbesondere der Einfluss der benachbarten Phos-
phorylierung des H3510 scheint sich zu bestatigen, was die biologische Relevanz dieser Histonregion
bestatigt.3434 Eine Beeintrichtigung der benachbarten Phosphorylierung H3528 auf die Bindung

konnte auch fir den anti-H3K27me3-Antikérper verifiziert werden. Der dual-spezifische anti-
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H3K27me2me3-Antikorper zeigte von allen hier getesteten sequenzspezifischen Antikérpern die
hochste Spezifitat.

Damit zeigen die Daten die Relevanz der Antikdrperauswahl fir eine akkurate Unterscheidung zwi-
schen den einzelnen posttranslationalen Modifikationen und den Methylierungsgraden. Eine inkor-
rekte Entschliisselung der Histonmethylierung in der genomweiten Analyse aufgrund der Antikérper-
kreuzreaktivitat kann mit spezifischen Antikdrpern ausgeschlossen werden.

Neben der hier durchgefiihrten Charakterisierung von sequenzspezifischen Antikérpern haben sich in
den letzten Jahren auch eine Reihe anderer Gruppen dieser Problematik gewidmet und vergleichen-
de Studien mit Mikroarrays durchgefiihrt, um die Antikorper besser hinsichtlich ihrer Bindungseigen-
schaften und Spezifititen zu charakterisieren.33840116 ynd obwohl die Anzahl der untersuchten Anti-
kérper (zwischen 36* und 246%’) schwankte, war die Gesamtaussage gleich erschreckend: bis zu 40%
aller getesteten sequenzspezifischen Antikdrper'*®sind kreuzreaktiv oder binden an mehr als nur ein
Ziel. Allerdings heben die Studien auch hervor, dass eine schlechte Leistung in dem einen Assay nicht
unbedingt bedeutet, dass der Antikdrper auch in anderen Assays schlecht arbeitet. Deshalb sollten
die Ergebnisse immer mit verschiedenen Assays validiert werden.?’

Die hier gezeigten Mikroarraydaten ergdnzen die oben genannten Studien und verdeutlichen eine
Notwendigkeit zur Charakterisierung der Uber 2 Millionen auf dem Markt erhéltlichen Antikor-
per.**Deshalb haben verschiedene Gruppen lhre Ergebnisse der getesteten Antikdrper auf frei-
zuganglichen Datenbanken veroffentlicht (histoneantibodies.com,
compbio.med.harvard.edu/antibodies/, antibodypedia.com, antibodies-online.com, antibodyre-
gistry.org, pabmabs.com/wordpress, discover.nci.nih.gov/abminer/, sowie diverse Homepages der
Antikdrper vertreibenden Unternehmen).33734%1Dje Datenbanken erginzen sich dabei, da einige
auf die Spezifititen der Antikdrper® und andere auf die Anwendbarkeit in den verschiedenen bio-
chemischen Assays®” fokussieren. Hier kénnten die in dieser Arbeit gewonnenen Daten noch einmal
das Spektrum der Datenbanken erweitern und neue Informationen anbieten. Dies betrifft insbeson-
dere Informationen zur Kreuzreaktivitdt auf unterschiedliche Methylierungsgrade, das breiteste
Spektrum an prasentierten Acylierungsgradender derzeit erhéltlichen Histonmikroarrays, die Vielzahl
an Einzel-PTMs und PTM-Kombinationen, sowie der Histonvariantenspezifitat.

Die Histonvariantenspezifitit der sequenzspezifischen Antikérper wurde bisher noch nicht unter-
sucht und ist auch in den Datenbanken bislang nicht adressiert worden. Fiir 12 der 14 in dieser Arbeit
getesteten sequenzspezifischen Antikdrper konnte eine Histonvariantenspezifitdit nachgewiesen
werden, da auf dem Histonmikroarray alle bisher auf UniProt verfligbaren Histonvarianten (15 H2A-

Varianten, 15 H2B-Varianten, 5 H3-Varianten und 1 H4-Variante) prasentiert sind.
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5.1.2 Bindung von Readerdomianen

Readerdomanen sind in der Regulation von epigenetischen Signalen von groBer Bedeutung, da sie
die spezifischen PTM-Muster der Histone in die biologische Funktion Ubersetzen. Dies wird realisiert
durch die Bindungsspezifitdt und Sequenzspezifitdt der jeweiligen Readerdomane, als auch durch den
Einfluss von zusatzlichen umgebenden PTMs.

Aus der Bestimmung der Selektivitdat der Bromodomanen BRD4(1) und BRD4(2) gegeniiber den acety-
lierten Peptiden ist keine Acetylselektivitdt feststellbar. So kann geschlussfolgert werden, dass die
acetylierten Peptide nicht besser erkannt werden als die entsprechenden unmodifizierten Peptide.
Der schwache Beitrag der Acetylierung des Lysins zu der Bindungsaffinitat von BRDs macht die Inter-
aktion von BRDs anfallig fiir Veranderungen in der Umgebung der Acetylierungsstelle. Die Einflihrung
einer zusatzlichen benachbarten PTM, insbesondere einer Phosphorylierung (z.B. H4Y98ph), resul-
tiert in einer reduzierten Bindungsaffinitdt der Bromodomanen gegeniiber dem adressierten modifi-
zierten Peptid. Dies lasst auf eine Kopplung der Phosphorylierungssignalwege mit den epigenetischen
Regulationsmechanismen schlieRen, wie es auch von Filippakopoulos et al. vermutet wird.®?

Dariiber hinaus wurde beschrieben, dass viele Bromodomdnen an polyacetylierte Histone bin-

den162,239

, was auch in dieser Arbeit bestatigt werden konnte. BRD4(1) weist eine Interaktion mit po-
lyacetylierten Histon H4-Peptiden auf, wobei die Mehrheit der identifizierten Peptide an drei oder
vier Lysinen acetyliert war. BRD4(2) bindet vor allem an N-terminale H4-Peptide, die mindestens zwei
acetylierte Lysine enthalten (elektronischer Anhang E2).

Der geringe Einfluss der Lysinmodifikation auf die Bindung lasst sich auch in den Mikroarraydaten fiir
die Interaktion an andere Lysinacylierungen bestatigen. So zeigt sich fiir die untersuchten Bromodo-
maéanen BRD4(1) und BRD4(2) eine Sequenzspezifitat, aber keine klare Acylspezifitat. Eine Begriindung
liegt hier in den Unterschieden der konservierten Bindungstasche der BRDs und den von stark nega-
tiv bis stark positiv geladenen, Kac-umgebenden Oberflachen, die den BRDs suggerieren, verschiede-
ne Sequenzen zu erkennen.'®? Beide Bromodomainen weisen die stirkste Bindung gegeniiber acety-
liertem Lysin auf. Dennoch konnten die hier prasentierten Mikroarraydaten zeigen, dass auch acylier-
te Lysine von Bromodomadnen gebunden werden, was sich auch mit den Resultaten anderer Studien
deckt. Die Erkennung von propionyliertem Lysinen durch BRD4 wurde von Vollmuth und Geyer be-
statigt.*? Dabei scheinen fast alle Bromodomanen sowohl acetylierte als auch propionylierte Lysine

zu binden3%

, was durch ein konserviertes Asparagin in der Bindungstasche verursacht wird, das die
Acetylcarbonylgruppe durch Wasserstoffbriicken ,,verankert”. Wird dieses Asparagin gegen ein Tyro-
sin ausgetauscht, wie es in der Unterfamilie der nicht-kanonischen BRDs der Fall ist, wird diese Bin-
dungstasche blockiert.'®? In diesem Fall ist keine Bindung mehr méglich, oder aber eine Bindung an
einer anderen Bindungstasche wird favorisiert.*®* Die Analyse der Mikroarraysdaten zeigte fiir die

untersuchten Bromodomanen BRD4(1) und BRD4(2) ebenfalls eine Bindung gegeniber butyrylierten
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und succinylierten Lysinen, wenn letztere auch nur mit etwa halbierter Bindungsaffinitat. Dies wird
bestatigt durch Flynn et al., die eine Teilmenge von Bromodomadnen identifizieren konnten, die
Butyryllysine und Crotonyllysine an Histonen binden.3** Allerdings war in dieser Studie keine der ge-
testeten Bromodomaénen, auch nicht BRD4, in der Lage succinylierte Lysine zu binden.3*® Die Studie
zeigt, dass auch die langerkettigen Acylierungen nicht den Acetylierungen vorgezogen werden, was
sich auch mit den in dieser Arbeit gezeigten Daten deckt.

Da die Interaktion von acetylierten Lysinen mit den Bromodomanen eher schwach ist, arbeiten oft
mehrere Readerdominen (innerhalb eines Komplexes) zusammen.'>1162239337Dahej kdnnen auch
Enzyme Readerdomanen enthalten. Beispiele sind hier die Histonacetyltransferasen GCN5 und PCAF,
die eine Bromodomane zur Erkennung acetylierter Histone enthalten.?*® So kénnen in vivo héhere
Bindungsaffinitaten fiir die spezifische Bindung an die Zielmodifikationsstellen realisiert und Enzyme
an das Chromatin rekrutiert werden. Aber auch die Feinabstimmung der epigenetischen Regulation
wird oft Uber eine Kombination von verschiedenen einzelnen PTMs und daran gebundener Rea-
derdomanen realisiert.***

Die vielfaltige Wechselwirklung von PTMs und Readerdomanen, mit der synergistischen oder anta-
gonistischen Wirkung innerhalb der epigenetischen Regulation, verlangt noch weitere Untersuchun-
gen. Zukinftige Studien wirden so die Entwicklung neuer pharmakologischer Ziele und Biomarker
ermoglichen. Ein Beispiel ist hier die Entwicklung von small molecule Inhibitoren, die mit dem Acetyl-
lysin um die Bindung an die Bromodomanen konkurieren und dadurch die Funktionen der BRDs in-
nerhalb ihrer Proteinkomplexe stéren.?4940>406 ynd vielversprechende Ergebnisse in den vorklinischen
Phasen zeigten.*74% Allerdings sollten die Ergebnisse der Bindungsstudien auf kombinatorischen
Bibliotheken kritisch betrachtet werden, weil es moglich ist, dass einige dieser PTMs so in vivo nicht
vorkommen.®! Dies kann bei den in dieser Arbeit verwendeten Histonmikroarray ausgeschlossen
werden, da hier nur beschriebene PTM-Kombinationen prasentiert wurden.

Insgesamt zeigen die Mikroarraydaten, dass die Peptidsequenz einen grofReren Einfluss auf die Bin-
dungsspezifitdt der BRDs hat, als die Acylspezifitdat, multiple Modifizierungen oder der cross-talk mit
anderen PTMs, was sich auch mit den Literaturdaten deckt.'6%265

Zusatzlich konnten in dieser Arbeit auch die Bindungsspezifititen anderer Readerdomanen identifi-
ziert werden. So konnte fiir die Tudor-dhnliche Doméane Spindlinl eine Methylspezifitat und fir die

methylspezifische Chromodomane CHD1 eine Sequenzspezifitdat nachgewiesen werden.

5.2 Identifizierung der Substratspezifitaten von Writern

5.2.1 Nachweis der Acetylierung durch Acetyltransferasen

Die Untersuchung von vier ausgewdhlten Acetyltransferasen auf dem Acetylom-Mikroarray hatte das

Ziel spezifische Substrate fiir die einzelnen KATs zu identifizieren. Die Analyse der Mikroarraydaten
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konnte das Potential der Acetylom-Mikroarrays fir die Ermittlung der Substratspezifitat der hier un-
tersuchten Acetyltransferasen als Methode zum Selektivieren von Substraten bestatigen. Dies wurde
zum einen durch die geringe Anzahl der potentiell acetylierbaren auf dem Mikroarray prasentierten
Substrate gezeigt. Diese verdeutlichen eine Substratspezifitdt der KATs (Abschnitt 4.3.1). Das Ace-
tyltransferasen sehr wenige Lysine innerhalb eines Proteins modifizieren, ist bekannt.*'° Die Acetylie-
rung sorgt damit fiir die DNA-Bindung*¥*!4 die Regulierung von Protein-Protein-Wechselwirkungen
(z.B. mit Bromodoméanen) und Proteinstabilitat.***Zum anderen konnten fiir die vier untersuchten
KATs Two-sample-Logos der ermittelten Substrate erstellt werden, was die bevorzugte Aminosau-
reumgebung zu der Acetylierungstelle angibt.Zwar konnten mehrere Studien die Sequenzmotive fir
Acetylierungsstellen innerhalb verschiedener Zellkompartimente oder fiir verschiedenen Spezien

395,415-419

zeigen , jedoch sind fir p300, PCAF und Tip60 bislang keine Sequenzlogos publiziert worden.
Fir GCN5 wurde eine Spezifitit in der Erkennung der Sequenz G-K-x-P¥* und S/A-x-K-R/K-
L/P**publiziert, die sich in den Eigenschaften der Aminosauren auch auf dem Acetylom-Mikroarray
(A-K-H/V-L/P) widergespiegelt hat. Das in dieser Arbeit ermittelte Two-sample-Logoerlaubt hier eine
zusatzliche Auskunft iber einen breiteren Sequenzbereich (-6- bis +6-Position) fiir akzeptierte Sub-
strate. Allerdings wurde kiirzlich von Simic et al. gezeigt, dass Acylierungen auch spontan ablaufen
konnen, abhingig davon, wie der Energiestatus der Zelle ist und wieviel Acyl-CoA vorliegt.*?*Das kann
in dieser Arbeit weitestgehend ausgeschlossen werden, da sich die eingesetzte Ac-CoA-Konzentration
an publizierten Ky-Werten fiir das Co-Substrat orientierte.

Fiir die Acetyltransferase p300 konnte kiirzlich gezeigt werden, dass diese auch Crotonylreste auf die
Histone Ubertragen kann und dass diese in einer ahnlichen Weise wie Acetylierungen die transkripti-
onelle Aktivierung unterstiitzen.*?? Weitere zukiinftige Untersuchungen, u.a. mit den Histonmikro-

arrays, werden hier Auskunft geben, ob die Acetyltransferasen auch noch andere Acylierungen kata-

lysieren konnen.

5.2.2 Nachweis der ADP-Ribosylierung durch ADP-Ribosyltransferasen

Zur Untersuchung der ADP-Ribosylierung wurden zwei Vertreter durch Acetylom-Mikroarrays genau-
er charakterisiert, zum einen die Poly-ADP-Ribosyltransferase ARTD1 und zum anderen die Mono-
ADP-Ribosyltransferase ARTD10. Mit diesem Experiment konnte nachgewiesen werden, dass es nicht
nur moglich ist Substrate von ADP-Ribosyltransferasen auf Peptidmikroarrays zu identifizieren, son-
dern auch deren Sequenzspezifitdat zu ermitteln. Die detektierten Signale der beiden Experimente
unterschieden sich in der Form, dass die Signale flir ARTD10 auf einen gréBeren Bereich verteilt wa-
ren. Dies konnte durch die Zuganglichkeit des Antikdrpers begriindet sein. Hier waren die Epitope zu

hoch konzentriert, so dass der Antikdrper nicht mehr binden kann.
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Fiir die beiden untersuchten ADP-Ribosyltransferasen konnten Two-sample-Logos der 200 besten
Substrate erstellt werden, welche das favorisierte Aminosauremuster und damit die Sequenzspezifi-
tat der einzelnen ADP-Ribosyltransferasen indizieren (Abschnitt 4.3.2). Hier muss allerdings dazu
gesagt werden, dass die Two-sample-Logos nur dann giiltig sind, wenn angenommen wird, dass die
ADP-Ribosyltransferasen das zentrale Lysin modifizieren. Es ist bislang nicht bekannt, auf welche
Aminosaurereste sie ibertragen.Lysin, Arginin, Glutamat, Aspartat, Cystein, Phosphoserin und Aspa-
ragin wurden als bekannte ADP-Ribose-Akzeptorstellen in eukaryotischen Zellen beschrieben3"’, was
sich tendenziell so auch in den analysierten Aminosaureverteilungen bestatigen lasst. Allerdings kon-
nen die Lysine auch Akzeptorstellen fiir Auto-ADP-Ribosylierung sein.3%Kleine et al. konnten Glutat-
amt 882 (E882) als eine wichtige Akzeptorstelle von PARP10 fiir Auto-ADP-Ribosylierung identifizie-
ren.3°Die Linge der Poly-ADP-Riboseketten steigert sich dabei proportional zu der Menge an verfiig-
baren NAD".3% So wurden sowohl das R/H-G-T/S-Motiv als auch das S-T-S-Motiv als essentiell fiir die
NAD*-Bindung beschrieben.3?” Beide Motive zeigen sich nicht in den Two-sample-Logos der hier un-
tersuchten ARTDs, weshalb eine auf NAD*-beruhende ADP-Ribosylierung oder eine Auto-ADP-
Ribosylierung ausgeschlossen werden kann.

Bislang ist nur wenig bekannt, wie die Substraterkennung durch ARTDs ablduft. Auch wird die Sub-
stratspezifitdt wahrscheinlich durch multiple Parameter beeinflusst. Dies erklart u.a. die Uneinigkeit
der publizierten Fakten: so wurde fiir ARTD1 einerseits ADP-Ribosylierung an Glutamat von H2B und
H13%, andererseits aber Lysin als die eigentliche Zielmodifikationsstelle fiir die durch ARTD1-
vermittelte ADP-Ribosylierung®°®42* beschrieben. Das Anhingen von ADP-Ribose kehrt die Ladung
der positiv-geladenen Lysinseitenkette in eine negative Ladung um. Deshalb wird angenommen, dass
die ADP-Ribosylierung einen groReren Einfluss auf die Chromatinstruktur, -funktion und -dynamik hat
als andere Modifikationen, wie z.B. Acetylierung.3°® Der Einsatz von modifizierten NAD*, wie biotiny-
liertes, radioaktiv-markiertes oder etheno-NAD**?* wiirde es hier erméglichen ADP-ribosylierte Prote-
ine zu detektieren, und damit helfen weitere Informationen zur Substraterkennung der ARTDs zu
gewinnen. Eine andere Moglichkeit ist, die gebildeten ADP-ribosylierten Peptide mit Phosphodiester-
ase in Mikroarray-gebundene, phosphorylierte Ribose-Peptid-Konjugate zu zerlegen und diese phos-
phorylierten Konjugate mit einem phosphospezifischen Fluoreszenzfarbstoff nachzuweisen.
Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die enzymatische Reaktion der ADP-
Ribosyltransferasen auch auf Peptidmikroarrays durchfiihrbar ist. Der Einsatz von den Histonmikro-
arrays wirde helfen, den Einfluss von anderen Modifikationen auf die Enzymkatalyse des ADP-

Ribose-Transfers zu untersuchen.
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5.2.3 Nachweis der Phosphorylierung durch Kinasen

Im Gegensatz zur Acetylierung, bei der noch keine Signalkaskaden durch Acetylierung bekannt sind,
tragt die Phosphorylierung durch Signalverstarkung erheblich zur Ubertragung eines biologischen
Signals bei. Das Anhangen der Phosphatgruppe dndert die negative Ladung des Histons und beein-
flusst damit die Chromatinstruktur.* Dennoch ist fiir die meisten Kinasen noch nicht bekannt, wie
diese zu den Phosphorylierungsstellen rekrutiert werden.

Mit Hilfe der Annotated PhosphoSites- und Histonmikroarrays konnte in dieser Arbeit eine erfolgrei-
che Phosphorylierung fiir alle untersuchten Kinasen MSK1, Prk1, Weel und Myt1 nachgewiesen wer-
den. Dabei konnten fiir MSK1 und Weel nicht nur die bekannten Phosphorylierungsstellen bestatigt
werden, sondern auch neue Modifizierungsstellen identifiziert werden (Abschnitt 4.3.3).

Die Ergebnisse der Untersuchung von Prklkonnte das Motiv RxxSRidentifizieren, was dem typischen
Prk1-Motiv entspricht.*?*> Die Motivanalyse zeigte ebenso eine Bevorzugung von Prk1 fiir die Motive
RxxSxR, RxLS, RSxR, LxRxxS und ExxEE. Das dhnelt, bis auf das letzte Motiv, sehr den vielen Motiv-
mustern von ACG-Kinasen, zu denen auch die Prk1 gehért.2”° Allerdings konnten in den anderen Mo-
tiven, die weniger als 4-mal in den 23 Substraten auftraten, das Motiv S-D/E-x-D/E gefunden werden,
was auf eine CK2-dhnliche Aktivitdit deutet. Eine erneute Motivanalyse, bei der alle Arginin-
enthaltenen Peptide ausgeschlossen wurden, zeigt eine Praferenz fir saure Aminosduren (Tabelle

5.2). Als Grenze wurde ein Signal-Rausch-Verhéltnis > 130 angesetzt.

Tabelle 5.2: Motivanalyse der 25 argininfreien Peptide, die bei der Untersuchung von Prklauf dem Annotated PhosphoSi-
tes-Mikroarray ein Signal-Rausch-Verhaltnis > 130 zeigten

Haufigkeit Aminosdauremotiv
5 EEE
ExxEE
ExEE
VXEXE
SxXEXE
SxxEE
SxXED
SXTxxE
QKxxL
ExVXE
EXEXE
EXEP
EExxE
EEXE

WWwWwWwwwwwlwjwiw w b~

Die Praferenz fiir saure Aminosauren in den Motivanalysen verstarkte die Vermutung der Verunreini-
gung mit einer CK2-dhnlichen Kinase. Diese kdnnte moglicherweise durch eine miteluierte Sf9-
Zellaktivitat oder einer zufalligen Kontamination zweier unterschiedlicher Produkte verursacht wor-

den sein (Information von Prof. Dr. M. Jung). Dies kénnte auch der Grund sein, warum auf dem His-
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tonmikroarray die Phosphorylierung der bekannten Prk1-Phosphorylierungsstelle H3T11 nicht besta-
tigt werden konnte. Da es jedoch gelang fiir die Kinase Prk1 neben dem bekannten Prk1-Motiv?7942
weitere Sequenzmotive zu identifizieren, konnte der Histonmikroarray auch Hinweise lber neue
Phosphorylierungsstellen von Prk1 in den Histonen geben. Diese missten in weiteren Experimenten,
z.B. durch Substitutionsanalysen der identifizierten Substrate oder massenspektrometrischen Analy-
sen, verifiziert werden. Die Analyse des Histonmikroarrays konnte zusatzlich eine Verunreinigung
durch CK2 ausschlieffen, da hier kein Signal fir die fiir CK2 beschriebene Phosphorylierungsstelle
H2AY57% nachgewiesen werden konnte. Die H2AY57-Phosphorylierung durch CK2 reguliert die tran-
skriptionelle Verlangerung. Damit ist CK2 neben einer Vielzahl anderer Kinasen an der epigenetischen
Modulation beteiligt. Eine Ubersicht iiber alle bislang publizierten Histonphosphorylierungen mit
ihrer epigenetischen Funktion ist in der Tabelle im analogen Anhang A4 aufgelistet.

Fiir die vierte in dieser Arbeit untersuchte Kinase, Myt1, wurden bislang nur komplette Proteine als
akzeptierte Substrate gefunden. Myt1 ist damit restriktiver als Weel.23Molekulare Dockingsimulati-
onen von Rohe et al. schlagen vor, dass fiir diese Unterschiede die Erkennung die Substratstrukturen
N-terminal von der Phosphorylierungsstelle verantwortlich sind.?®® Die Analyse der Histonmikro-
arraydaten konnte jedoch zeigen, dass hier auch die Modifikationen C-terminal von der Phosphory-
lierungsstelle Einfluss auf die Aktivitat von Mytl haben (Abbildung 4.34). Allerdings waren weitere
Studien mit Punktmutationen oder Substitutionen notig, um die Phosphorylierungsstelle genauer
einzugrenzen, da N-terminal einige Tyrosine und auch ein Threonin als Phosphatakzeptorstellen vor-
handen sind. Myt1 konnte so erstmals auf Histonsubstrate charakterisiert werden, einschlielich der
Untersuchung des cross-talks von verschiedenen PTMs auf die Myt1-Aktivitat. Mit Hilfe der Peptid-
mikroarray-Technologie konnte Mytl, und parallel auch Weel, zusatzlich auf Peptidsubstrate be-
kannter Phosphorylierungsstellen untersucht werden. So konnten erfolgreich Unterschiede als auch
gemeinsame Substrate identifiziert werden.3®*

Die Information (ber die ermittelte Substratspezifitdt erlaubt es die biologische Funktion von Myt1
nachvollziehen zu kénnen und damit auch mégliche Ziele in vivo vorherzusagen.®°42'Dje putativen
Substrate des Mikroarrayexperimentes wurden in Lésung verifiziert.3Damit schaffen die Ergebnisse
der Peptidmikroarrays die Grundlage fiir eine systematische Entwicklung von Mytl-
Kinaseinhibitoren. Da Myt1 die G2/M-Transistion im Zellzyklus reguliert, konnten so Inhibitoren flr

kanzerogene Zellen entwickelt werden.
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5.3 Identifikation der Substratspezifititen von erasern am Beispiel der

Sirtuine

Sirtuine kénnen einerseits Enzyme modifizieren, mit denen sie zusammen zur Chromatinregulation
beitragen. Andererseits sind die Sirtuine auch gegen antagonistische Enzyme, wie z.B. KATs, gerich-
tet. Das sorgt moglicherweise fiir eine Feinabstimmung in der Antwort der Zellvorgange auf dulRere
Reize, wie z.B. Stress, um den Schutz des Genoms zu gewahrleisten. So regulieren die Sirtuine bei-
spielsweise die Acetyltransferasen p300%?%42°, males absent on the first (MOF)**°, Tip60*3143, aber
auch Poly-ADP-Ribosyltransferasen, wie PARP1.#**%3>Dje Tatsache, dass einige Sirtuine gemeinsame
Substrate haben, lasst vermuten, dass sie miteinander kooperieren oder einander vervollstandigen,
abhangig von verschiedenen Reizen, wie das z.B. bei Sirtl und Sirté und dem Transkriptionsfaktopr
NF-xB der Fall ist.#*%%7 Obwohl auch viele Nicht-Histon-Substrate durch Sirtuine reguliert wer-
den’7:202438 stellen die Histone doch die hauptsichlichen Substrate der Sirtuine dar. In dieser Arbeit
wurden dabei vermehrt die im Zellkern lokalisierten Sirtuine untersucht, da hier eine Interaktion mit

Histonen und deren Erkennung bzw. Entfernung von posttranslationalen Modifikationen naheliegt.

5.3.1 Substratspezifitdt von Sirtuinl und Sirtuin2

Die Analyse der Histonmikroarrays konnte fir Sirtuinl und Sirtuin2 nicht nur eine Substratspezifitat
fir die bekannten Histonmodifizierungen H3K9ac, H3K56 und H4K16ac*®*3 bestitigen, sondern
zudem auch neue Substrate identifizieren. Dazu gehort z.B. H2AK79ac fiir Sirtl und fir Sirt2 (elektro-
nischer Anhang E2). Sirtl ist hier sehr spezifisch fir H2AK79, indem die benachbarten acetylierten
Lysine zwar durch die anti-Kac-Antikérper-Kontrolle detektiert, aber nicht durch Sirtl deacetyliert
werden. H2AK79ac ist ebenfalls fiir Sirt2 ein sehr gutes Substrat, wobei ebenso H2AK77ac und zu
einem geringeren Grad auch H2AK74 deacetyliert werden. Damit ist bei dieser Sirtuinisoform keine
so ausgepragte Substratspezifitdat zu sehen wie fir Sirtl. Dies zeigt sehr anschaulich, dass die Sirtl-
Spezifitat nicht ein , Artefakt” ist, sondern das Enzym hier tatsachlich viel selektiver als Sirt2 ist.

Sirt2 wurde beschrieben spezifisch H4K16ac zu deacetylieren und auch zu einem wesentlich geringe-
rem Grad H3K9ac.??>*% Das Ausschalten von Sirtl oder Sirt2 fiihrt zu einem globalen Anstieg von
H4K16ac und H3K9ac.?”*** Diese beiden Substrate konnten ebenso wie H3K18ac**nicht nur als
Deacetylierungsstellen bestatigt werden, sondern mit Hilfe der Histonmikroarrays konnte zudem
auch eine Beeinflussung der Deacetylaseaktivitdat durch benachbarte Modifizierungen verifiziert wer-
den. So wird beispielsweise die Deacetylierung von H3K18ac noch gesteigert, wenn das Arginin davor
(H3R17) entweder durch Citrullin ersetzt oder aber dimethyliert wurde (acetyliertes Peptid H3 AS 1-
20, elektronischer Anhang E2).

Insgesamt konnten auf den Histonmikroarrays mehr Substrate fir Sirtuin2 als flr Sirtuinl identifiziert

werden. Aus der Analyse der Mikroarraydaten wird ersichtlich, dass Sirt2 die unspezifischere (oder
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spezifisch wesentlich aktivere) Deacetylase ist und dass alle guten Sirt1-Substrate auch gute Sirt2-
Substrate sind. Dagegen konnten aber auch eine Menge Substrate identifiziert werden, die zumin-
dest auf dem Histonmikroarray von Sirt2 gut umgesetzt werden, aber keine Substrate fir Sirtl dar-
stellen.

Die Histonmikroarrays bestatigten zudem, dass die Sirtuine die Konformation der Substrate unter-
scheiden. Sirtuinl deacteyliert H3K9ac, H3K14ac und H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, wenn sie als freie
Histone und nicht als Teil des Nukleosoms vorliegen.®*® So sind die flexiblen Peptidsubstrate besser
zuganglich als wenn sie innerhalb der Histonkerne lokalisiert sind. Allerdings haben hier Hsu et al.
kiirzlich gezeigt, dass die Sirtuine Sirtl und Sirt2 eine héhere Aktivitat an Nukleosomen als an Pep-
tidsubstraten zeigen.3>® Dabei wird die enzymatische Deacetylierung der nukleosomalen Substrate
durch zusatzliche stabilisierende Interaktionen, wie z.B. mit anderen Histonkernen oder anderen N-
terminalen Histonregionen innerhalb des Histonoktamers, unterstiitzt.3*® Die Abhangigkeit von den
Interaktionspartnern und dem zelluldren Kontext kdnnte die Substratspezifitdt in vivo beeinflussen

und die Unterschiede zu den in vitro Substratspezifitdten erklaren.

5.3.2 Acylspezifitat von Sirtuinl und Sirtuin2
In den letzten Jahren sind vermehrt Beweise publiziert worden, dass einige Sirtuine nur schwache
Deacetylaseaktivitdten haben, da ihre Substratspezifitaiten eher bei anderen Acylgruppen lagen. So

zeigten Sirt1-3 eine effiziente Deacetylaseaktivitat in vitro?2%44

, wohingegen Sirt4-7 in vitro nur sehr
geringe Deacetylaseaktivitdt zeigen. Die hier durchgefiihrten Untersuchungen mit Sirtuinl und Sir-
tuin2 konnten zeigen, dass beide eine Depropionylaseaktivitit besitzen.?2%23Und obwohl bei Sir2Tm
die Bindungsaffinitat von propionylierten gegeniber acetylierten Lysin etwa 4,4-fach héher war, sind
die katalytischen Effizienzen fiir die Depropionylierung und Deacetylierung vergleichbar.33? Dies
konnte in dieser Arbeit insbesondere auch am Beispiel des H2AK38-Peptids gezeigt werden. So stel-
len acetylierte und propionylierte Lysin fiir beide Sirtuine gute Substrate dar. Dagegen kann fir
butyryliertes Lysin keine Aussage getroffen werden, da es von der anti-Kac-Antikorper-Mischung
nicht detektiert wird. Allerdings zeigt Sirt2 in der Kristallstruktur eine Praferenz fir langere Acylket-
ten, wie butyrylierte oder palmitoylierte Lysine.**Eine effiziente Aktivitdt zur Deacylierung von
butyrylierten?!®, myristoylierten?*>44744¢ oder crotonylierten?®?**Lysinen konnte auch fir Sirt1-3
nachgewiesen werden, wobei der Mechanismus zur Entfernung der Crotronylgruppe derselbe wie
zur Entfernung des Acetylgruppe ist.2?> Dabei ist die katalytische Effizienz einer Demyristoylierung
von H3K9myr etwas starker (74000 s* M) als eine Deacetylierung von H3K9ac (14500 s M) durch
Sirt2.44

Die Erkennung langkettiger Acylgruppen schafft damit eine neue Ebene der Komplexitat, die in zu-

kiinftigen Studien nach einer systematischen Untersuchung der PTMs und deren ,Acylom“-weiter
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Analyse ihrer Acylierungsstellen verlangen. Hier konnte die Mikroarray-Technologie helfen die ent-
sprechenden Interaktionspartner zu charakterisieren, indem bereits ,vor-modifizierte” Substrate
sowie die unmodifizierten Wildtyp-Sequenzen prasentiert werden und anschlieend mit genetischen

knock-out Zellen oder Geweben mit quantitativen Proteomics-Ansdtzen verglichen werden.

5.3.3 Sequenzspezifitdt von Sirtuinl und Sirtuin2

Rauh et al. konnte bei der Untersuchung der Sirtuinisoformen auf den Acetylom-Mikroarrays Se-
quenzlogos identifizieren”’, die auf Unterschiede der Praferenz bestimmter Aminosduren in den
Substraten und damit auf eine Sequenzspezifitdt schlieRen lassen.

Die in dieser Arbeit anhand der Histonmikroarrays ermittelten Two-sample-Logos von Sirt1 und Sirt2
(Abbildung 4.49) zeigen allerdings keine groRen Unterschiede, was auch damit zu erklaren ist, dass
die Histonpeptide eine dhnliche Peptidsequenz aufweisen. So ist eine Vielzahl an Modifizierungsstel-
len an den N-terminalen Regionen der Histone zu finden, da die Kernregionen der Histone nicht zu
jedem Zeitpunkt des Zellzyklus gleich gut zuganglich sind. Besonders an diesen N-terminalen Regio-
nen sind viele basische Reste vertreten. Das zeigt sich auch in den Two-sample-Logos in der bevor-
zugten -1-Position des Argininrestes. Dieser kommt sowohl in der nachgewiesenen cross-talk Modifi-
zierungsstelle vor dem H3K9 (also das H3R8) als auch vor dem H3K27 (also H3R26) vor. Der Einfluss
dieses Arginin in der -1-Position ist bereits an verschiedener Stelle beschrieben worden®44° und fihrt
zu der beschriebenen Wechselwirkung mit Readerdoménen bzw. Demethylasen. Dabei fihrt das
Entfernen des methylierten Restes am Arginin erst zu einer Phosphorylierung des Serins. Das phos-
phorylierte Serin ist wiederum die Voraussetzung, dass das Sirtuin rekrutiert wird und somit das Lysin
deacetyliert werden kann.

Die Behauptung, dass Sirtuinl nur Lysine in der Konsensussequenz -R-K-R- deacetyliert®4494%0 konn-
te mit den auf den Histonmikroarray identifizierten Substraten nicht bestatigt werden. Das Sirtuinl
keine Sequenzspezifitat besitzt, wurde auch mittels verschiedener kombinatorischer Peptidbibliothe-
ken gezeigt.****3 So konnten Blander et al.in vitro keine Konsensussequenz von Sirtuinl identifizie-
ren.**Auch eine Bibliothek mit etwa 105000 acetylierten Peptiden, die unter Nutzung der quantum
dots-Technologie und der Fluoreszenzmarkierung der beads detektiert wurde, konnte keine Se-
quenzspezifitit von Sirtl auRerhalb einer -2- bis +2-Position nachweisen.*? Die Untersuchung der
Deacetylaseaktivitdt von Zellysaten auf goldbeschichteten Peptidmikroarrays und nachfolgender
Massenspektrometrie konnte zwar eine Deacetylaseaktivitdt, aber ebenfalls keine Sequenzspezifitat
der Sirtuine verifizieren.*3 Insgesamt zeigen die Mikroarraydaten in dieser Arbeit, dass Sirtuine nicht
von der Aminosduresequenz, die die Acetylierungsstelle umgibt, abhangig sind. Dies spricht sehr fiir
eine ausgestreckte Konformation des Substrates, und bestatigt damit, dass Sirtuine die ungeordne-

ten Strukturen der Substrate bevorzugen.***
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5.3.4 Cross-talk von Acetylierung und Phosphorylierung am Beispiel von H3K9ac und
H3K27ac

Die Forschungen der letzten Jahre haben den Umfang und die potentielle Bedeutung von Acetylie-
rung denen der Phosphorylierung gleichgesetzt.3334104554% Dahej wird der Acetylierungsstatus in
vielfdltiger Weise interpretiert: zur Regulation von enzymatischen Aktivitdten, in der Verdanderung
der Chromatinstruktur oder durch die Erkennung der Proteinkomplexe durch Bromodomadnen. Die
Phosphorylierung ist dabei sehr sequenzspezifisch und deshalb werden generell weniger Modifizie-
rungsstellen im Vergleich zu Acetylierungen adressiert. Allerdings kann die Phosphorylierung nicht als
individuelle PTM betrachtet werden. Der zelluldre Kontext und der cross-talk mit anderen PTMs defi-
nieren die ldentitdten der interagierenden Proteine und damit auch das endgiiltige Resultat der
Phosphorylierung auf den Zellstatus.®

Die Co-Kristallstruktur von Sirt3 und dem Peptidsubstrat in Sirt3-H3K9ac-Komplexen konnte zeigen,
dass Sirtuine an acetylierte Peptide durch die Erkennung der Modifikationsstelle und der umgeben-
den Aminosauren binden. Mittels der Histonmikroarrays konnte fiir Sirtuin3 gezeigt werden, dass die
Deacetylierung des Lysins9 im Histon H3 durch die Phosphorylierung des H3S10 komplett unterbun-
den wird.?” Dies bestitigt die Abneigung gegeniiber negativen Ladungen in der +1-Position von Sir-
tuin3, die in den Sequenzlogos auf den Acetylom-Mikroarrays identifiziert wurden.””

Anhand von zwei ausgewahlten Beispielen, wurde der Einfluss benachbarter Phosphorylierungen auf
die Deacetylaseaktivitat der Sirtuine Sirt1 und Sirt2 untersucht.

Da die Sequenzlogos von Rauh et al. flr Sirtuin2 eine Inhibierung der katalytischen Effizienz durch
negative Ladungen in der +1-Position indizieren, bei einer gleichzeitigen Bevorzugung von Serinen an
dieser Position, wurde das auch anhand von Lésungsexperimenten verifiziert. Die kinetischen Mes-
sungen von Sirtuin2 konnten anhand des Ky-Wertes einen deutlichen Einfluss der Phosphorylierung
auf die Deacetylaseaktivitdt des H3K9-Substrates bestatigen. Dabei beeinflusst die negative Ladung in
der +1-Position die katalytische Effizienz des Sirtuin2 bei der Entfernung des Acetylrestes am H3K9ac
starker als das bei der Phosphorylierung in der +2-Position der Fall ist. Diese Tendenz bestatigt damit
die aus den Sequenzlogos von Rauh et al. aufgestellte Hypothese. Sirtuinl scheint dagegen beide
Versionen, sowohl das Serin als auch das Phosphoserin zu akzeptieren.””**’Die kinetische Charakteri-
sierung bestatigt die aus den Sequenzlogos gewonnene Vermutung, dass die Phosphorylierung in der
+1- und +2-Position die Deacetylierungdes H3K9-Substrates nicht so stark beeinflusst. Werden nun
die katalytischen Effizienzen von Sirtl und Sirt2 miteinander verglichen, ist der Effekt der Phosphory-
lierung bei Sirtl mit einer GréRBenordnung ausgepragter als bei Sirt2 mit zwei GréRenordnungen. Der
Km-Wert von H3K9ac ist allerdings fiir Sirtl etwas besser als fiir Sirt2. Bislang ist der Effekt der Phos-

phorylierung in der +2-Position auf die Deacetylierungsaktivitdt von Sirtuinen kinetisch noch nicht
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charakterisiert worden. Die hier gezeigten Daten beweisen erstmals, dass nicht nur die direkt neben-
einanderliegenden Aminosauren die katalytische Effizienzen der NAD*-abhdngigen Deacetylasen
durch die negative Ladung beeinflussen.

Die Ergebnisse der kinetischen Bestimmung der H3K27-Modifizierungsstelle ergdanzen und bestatigen
die Ergebnisse der H3K9-Modifizierungsstelle. So sind die Verldufe der v/[S]-Charakteristiken von
H3K9 und H3K27 und ihren phosphorylierten Peptidderivaten fiir Sirtuinl sehr ahnlich, was sich auch
in den kinetischen Parametern zeigt. Der cross-talk der benachbarten H3S28-Phosphorylierung, und
deren negative Beeinflussung auf die Deacetylaseaktivitat von Sirtuin2, konnte auch anhand der
H3K27-Substrate bestatigt werden. Zudem lassen die Losungsexperimente mit den verschiedenen
Histonvarianten der H3K27ac-Peptide (SAPS- und STPS-Varianten) per MALDI-ToF auf eine Abhangig-
keit der Deacetylaseaktivitat nicht nur von der benachbarten Phosphorylierung, sondern auch von
der Histonsequenz vermuten (Abschnitt 4.4.2.4). Insgesamt konnten mit den Lésungsexperimenten
die aus den Histonmikroarraydaten gewonnenen Aussagen validiert werden.

Obwohl bisher bekannte Sirtuinsubstrate relativ langsam sind (ke.-Werte um 0,01 pro Sekunde),
konnten in dieserArbeit 10- bis 65-fach hdhere ke...-Werte bestimmen werden. Dies kdnnte die Aus-
sage unterstitzen, dass die Histone die von den Sirtuinen evolutionsbedingten Substrate darstellen.
Bisherige Forschungen konzentrierten sich bislang auf den cross-talk mit H3S10ph zu anderen Modi-
fikationen, einschlielllich der H3K9-Modifikation. Allerdings wurde hier eher auf methylierte Lysine
fokussiert, sodass die Analyse der Deacetylierung noch weitgehend unbekannt ist.?814°® Die Daten
dieser Arbeit zeigen, dass die Phosphorylierung in der +1-Position die Deacetylaseaktivitdat von Sir-
tuin2 auf H3K9ac beeinflusst.

Die H3S10-Phosphorylierung kann mit der Acetylierung der umgebenden Lysine H3K9 oder H3K14
gekoppelt werden, wobei die Kombination dieser Modifikationen zusammen fiir die Aktivierung der
Transkription verantwortlich sind.3673%3 Allerdings wird der H3S528-Phosphorylierug eine bedeutende-
re Rolle in der transkriptionellen Aktivierung verglichen zur H3S10-Phospohrylierung zugespro-
chen.?®® So untersuchten Lau et al. die funktionelle Verbindung der Acetylierung des H3K27 und der
Phosphorylierung des H3528 mittels eines anti-H3K27acS28ph-Antikérpers.3®® Der von ihnen postu-
lierte Mechanismus der H3K27ac und H3S10ph-Kopplung schlagt vor, dass die Phosphorylierung von
H3S28 einen Austausch von methyliertem zum acetyliertem H3K27 induziert. Laut der Publikation
wird dies durch die Rekrutierung einer Acetyltransferase nach der MSK1-vermittelten Phosphorylie-
rung erreicht. Allerdings lassen die in dieser Arbeit gezeigten Daten auch vermuten, dass eine Hem-
mung der Deacetylase Sirtuin2 zum gleichen Ergebnis fiihren wiirde.

Dennoch scheinen Phosphorylierungen generell als Schalter fiir andere Modifikationen zu wirken. So
konnte beispielsweise die Phosphorylierung von H3S10 als Schalter zur Regulation von anderen H3-

Phosphorylierungen wihrend der Mitose dienen.?®! Dies ldsst sich durch die Einfilhrung von zwei
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negativen Ladungen an einer ehemals neutralen Stelle erklaren. Dieser Effekt konnte bereits mit dem
Histonmikroarray fir die Methylierung des H4R3 demonstriert werden, bei dem die Phosphorylie-
rung des Serins H3S1 die Methylierungsaktivitit von PRMT5 ausschaltet.®Von Park et al. konnte
kiirzlich gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von H2AT17 durch Akt zur Bindung von Akt und
Sirtuin2 fihrt.3% Dieser Komplex resultiert wiederum in der Deacetylierung von H2A. Zuerst scheint
diese , Aktivierung” des Sirtuins durch die Phosphorylierung den hier gezeigten Daten zu widerspre-
chen. Allerdings konnte die Studie nicht zeigen, dass das H2AK16 in der -1-Position zur Phosphorylie-
rungsstelle deacetyliert wird. So bindet Sirtuin2 an einer internen H2A-Domane. Das ldsst vermuten,
dass die Phosphorylierung nicht in der ndaheren Sequenzumgebung der Deacetylierungsstelle liegt.

Da in der N-terminalen Region des Histons H3 das ARKS(T)-Motiv zweimal vorkommt und die unter-
suchten Peptidvarianten eine gute Deacetylaseaktivitdt von Sirtuin2 beglinstigen, lasst das auf eine
Sequenzspezifitat von Sirt2 hinsichtlich dieses Sequenzmotivs vermuten. Deshalb wurden alle (poten-
tiellen) Substrate und Interaktionspartner von Sirtuin2 aus der Literatur und der PhosphoSitePlus-
Datenbank zusammengestellt. Es ergaben sich 645 Peptide mit einem Serin und Threonin in den Posi-
tionen +1 und +2, die nun mit dem H3-Motiv verglichen wurde. Die Auflistung enthalt dabei schon
die Ergebnisse flr die Peptide dieses Kombinationsmotivs (KST), die auf dem Acetylom-Mikroarray
prasentiert und durch Sirt2 deacetyliert worden sind.”” Von den 645 Peptiden enthalten 121 (=18,8%)
ein Serin in der +1-Position, 88 (=13,6%) ein Threonin in der +2-Position und immerhin 40 (=6,2%) ein
Arginin in der -1-Position. Von diesen 645 Peptiden sind 118 (=18,3%) als Phosphorylierungsstellen
fir Serin (in der +1-Position zur Acetylierungsstelle) beschrieben worden. Weitere 83 (=12,9%) Pepti-
de enthalten ein phosphoryliertes Threonin in der +2-Position und immerhin 8 (=1,2%) der 645 Pep-
tide enthalten das Motiv Kac-Sph-Tph mit allen drei Aminosauren als beschriebenen Modifikations-
stellen. Damit kann fir Sirtuin2 eine Sequenzspezifitat hinsichtlich des RKS(T)-Motivs nachgewiesen
und die Praferenz zur Deacetylierung des Lysins innhalb dieses Sequenzmotivs verdeutlicht werden.
Die Datenbankauswertung belegt lberdies die biologische Relevanz der Kombination von Acetylie-
rungsstelle und Phosphorylierungsstellen in der +1- bzw. +2-Position, und konnte einen weiteren
Hinweis auf die Schlisselrolle der benachbarten Phosphorylierung auf eine Sirtuin2-vermittelte
Deacetylierung geben. Dies wird zusatzlich bestatigt durch die Analyse der Sirtuin2-Substrate mit
einem Serin und Threonin in den Positionen +1 und +2 auf dem Acetylom-Mikroarray’’, deren Se-
quenzlogo eine starke Bevorzugung des Arginins in der -1-Position zum deacetylierten Lysin aufwei-

sen (Abbildung 5.1).
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Abbildung 5.1: Two-sample-Logo aller Sirtuin2-Substrate mit einem Serin in der +1-Position und einem Threonin in der +2-
Position. Die Substrate wurden ins Verhaltnis gesetzt zu allen auf dem Acetylom-Mikroarray prasentierten Acetylierungs-
stellen.Substratselektion und Literaturrecherche durch Dr. David Rauh.

Die Histonmikroarrays erlauben zudem viele neue, bislang nicht charakterisierte Modifikationen zu
untersuchen. So ist beispielsweise der cross-talk zwischen acylierten und methylierten bzw. phos-
phorylierten Aminosduren noch nicht untersucht. Dementsprechend sind auch deren Auswirkungen
auf die Chromatinstruktur und —funktion noch nicht bekannt, obwohl die bisher publizierten epige-
netischen Untersuchungen einen cross-talk aller posttranslationalen Modifikationen vermuten las-

sen.

5.3.5 Substratspezifitdt von Sirtuiné

Die Profilierung von Sirtuiné auf den Histonmikroarrays konnte leider keine Sequenzspezifitat und
damit auch keine Acylspezifitdt detektieren. Dies kdnnte neben einer sehr geringen Enzymaktivitat
vom eingesetzten Sirtuin6 noch drei andere Ursachen haben.

Erstens assoziiert Sirtuin6 mit dem Nukleosomen und deacetyliert dabei H3 und H4, wenn sie als
Nukleosom verpackt sind, aber nicht wenn sie als freie Histone vorliegen.®° Damit zeigt Sirt6 genau
die umgekehrten Eigenschaften wie Sirtuinl. Allerdings deacetyliert Sirtuin6, genauso wie auch Sir-
tuinl und Sirtuin2, H3K9ac??!, H3K56ac**, H4K5ac, H4K12ac und H4K16ac.3**Diese Redundanz von
Sirt1, Sirt2 und Sirt6 deutet auf die zentrale Rolle der Histonacetylierung bei der Chromatinkondensa-
tion und der Hemmung der Genexpression hin. Sirt6 zeigt die starkste Deacetylaseaktivitdt gegen-
tiber H3K9ac.***Damit nimmt Sirt6 eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Telomerstruktur
und DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur ein. In Folge eines Doppelstrangbruches der DNA assoziiert
Sirt6 mit Chromatin und verringert das Level von H3K9ac. Dadurch wird die Verbindung von Chroma-
tin und DNA-abhéangigen Proteinkinasen stabilisiert, die wiederum Reparaturfaktoren den Zugang zu
den DNA-Briichen erméglichen.*®® Die Deacetylaseaktivitit von Sirté wird jedoch in der Literatur
kontrovers diskutiert. So zeigte Sirt6 in vitro nur eine schwache Deacetylaseaktivitat, sowohl an ein-

221,461-463

zelnen acetylierten Lysinen als auch an acetyliertem H3K9ac-Peptiden , wohingegen Sirt6 in
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vivo starke Deacetylaseaktivitdt aufweist.***Die Aktivitdt von Sirt6 ist nuklesom-abhidngig und die
Bindung an das Nukleosom wandelt Sirt6 in seine aktive Konformation um.3*°

Zweitens konnten auf dem Histonmikroarray kaum Signale detektiert werden, weil die Inkubation
von Sirtuiné ohne die Zugabe von aktivierenden Fettsauren als Cofaktor durchgefiihrt wurde. Es wur-
de gezeigt, dass freie Fettsduren die schwache in vitro Deacetylaseaktivitit von Sirt6 stimuliert.?° Vor
dem Mikroarrayexperiment wurde sich allerdings bewusst dagegen entschieden aktivierende Fett-
saure zuzusetzen, da untersucht werden sollte, ob eine benachbarte Acylgruppe als ,interner” Akti-
vator fungiert. Diese Hypothese konnte leider nicht bestatigt werden. Die im Anschluss durchgefiihr-
ten Lésungsexperimente konnten ebenfalls keine Deacetylaseaktivitat von Sirt6 (in An- und Abwe-
senheit der Fettsdure) bestatigen.

Drittens wurde in anderen Studien gezeigt, dass Sirt6 hohere katalytische Effizienzen fiir die Deacy-
lierung von langkettigen Fettsdurengruppen, insbesondere der Myristinsdure, aufweist.?’® Diese,

auch in vivo vorkommende?%®

, posttranslationale Modifikation ist leider nicht auf dem Histonmikro-
array prasentiert, so dass die Demyristoylaseaktivitat von Sirt6 nicht untersucht werden konnte.

Laut den Sequenzlogos von Sirt6 auf den Acetylom-Mikroarrays’’ sollte eine Phosphorylierung in der
+2-Position (H3T11ph) beglinstigend fiir die Substratakzeptanz sein. Dies wird unterstiitzt durch die
Kristallstruktur von Sirt6 mit dem myristoyliertem H3K9-Peptid [PDB: 3ZG6], in der einige Arginin-
und Lysinreste in der Ndhe des +1-Position (H3510) bzw. +2-Position (H3T11) des Substrats ersichtlich
sind. Das sollte eine zusatzliche Interaktion mit den entsprechend phosphorylierten Peptidderivaten
ermoglichen und die Bindung des Peptides an das Sirtuin erhéhen. Aus diesem Grund wurde in der
Arbeitsgruppe die Demyristoylaseaktivitdt von Sirtuin6 am Beispiel von H3K9myr, H3K9myrS10ph
und H3K9myrT11lph kinetisch charakterisiert (Abbildung 5.2). Es konnte gezeigt werden, dass die
Bindung des Substrates durch die benachbarte Phosphorylierung nicht beeinflusst wird. Dagegen hat
die Phosphorylierung Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit der Demyristoylierung. Damit |3sst
sich der Einfluss des cross-talks mit den benachbarten Phosphorylierungen, wie fiir Sirtuin2, auch fir
Sirt6 bestétigen. Allerdings scheint hier die Phosphorylierung des Substrates auch Unterschiede im

kinetischen Mechanismus zu verursachen, da bei Sirtuin2 eher die Substratbindung und bei Sirtuin6

eher die Katalyse betroffen sind.
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Abbildung 5.2: Kinetische Charakterisierung von Sirt6 und den H3K9myr-Substraten. Die Darstellung der v/[S]-
Charakterisitik fur das myristoylierteSubstrat (H3K9myr) und die zuséatzlich phosphorylierten H3K9myrS10ph- und
H3K9myrT11ph-Substrate zeigt den Einfluss des cross-talks auf die Demyristoylaseaktivitdt von Sirt6. Die Reaktionen wur-
den mit 500nM Sirt6, 1,5mM NAD* und variierenden Peptidkonzentrationen (2,5 — 50 uM) durchgefiihrt (pH-Wert 7,8 und
Temperatur = 37°C). Darunter ist eine Zusammenfassung der kinetischen Parameter aufgelistet.

Daten wurden erhoben von Dr. Matthias Weiwad.

5.3.6 Substratspezifitdt von Sirtuin7

Auch fir das vierte im Zellkern lokalisierte Sirtuin, Sirtuin7, konnte weder auf dem Histonmikroarray
noch in den Losungsexperimenten mit den H3K9ac- und H3K9myr-Peptidderivaten eine Substratspe-
zifitat identifiziert werden. Trotz verschiedener eingesetzter Enzymkonzentrationen (bis maximal
2mM), diverser Sirtuin7-Praperationen (einschlieflich einer frisch praperierten Enzymcharge) und
verschiedener Testzeiten (maximal 24 Stunden) konnte keine Deacylaseaktivitdt festgestellt werden.
Dies kdonnte sowohl darauf zurlickzufiihren sein, dass Sirtuin7 die H3K9-Peptide nicht als Substrate
erkennt, oder auch auf eine schlechte in vitro Deac(et)ylaseaktivitit hinweisen.?! Bislang konnte fiir
Sirt7 nur eine einzige Modifikationsstelle in Histonen nachgewiesen werden, H3K18ac.*® Auch (iber
die Deacylaseaktivitat von Sirtuin7 ist bislang nichts bekannt. Damit konnte die Hypothese, nach der
eine Phosphorylierung in der +1- und +2-Position eine Deacetylierung beglinstigen, wie es aus den

Sequenzlogos der Acetylom-Mikroarrays ersichtlich wird’?, nicht untersucht werden.

5.4 Einsatz von Peptidmikroarrays in der epigenetischen Forschung
Die Immobilisation von Substraten auf einer planaren Oberflache bringt gewisse Einschrankungen in

der Detektion mit sich. So kann die Anbindung an eine Oberflache die Substratstruktur verandern
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und die Erreichbarkeit der Substrate an das Enzym beeinflussen, besonders wenn das aktive Zentrum
oder die Bindungstaschen tief in der Enzymstruktur verborgen sind. Dabei kénnen sich die thermo-

#8469 der kinetischen?’®Reaktionsparameter von l6slichen, frei

dynamischen®’, stereospezifischen
beweglichen Substraten gegeniliber den immobilisierten Substraten unterscheiden. Ein {bliches
Problem, dass fir die Enzymkatalyse an immobilisierten Substraten Gberwunden werden muss, ist
die unspezifische Proteinadsorption.*’'Diese kann schnell zur Inaktivierung der Enzyme auf den Ober-
flachen flhren. Dies konnte in dieser Arbeit jedoch weitestgehend durch eine Blockierung der Ober-
fliche (Abschnitt 3.8.8) oder durch den Einsatz bereits getesteter Enzymkonzentratio-
nen’’ausgeschlossen werden. Zudem kann auch die Beladung mit Peptidsubstraten die Effizienz der
Reaktion beeinflussen. Ist die Substratbeladung innerhalb eines Spots zu hoch, kann die Reaktions-
ausbeute der enzymatischen Transformation sehr gering sein. Dies begriindet sich wahrscheinlich
durch die sterische Behinderung.*’#*”*Durch die Validierung der mit den Peptidmikroarrays identifi-
zierten Substrate in Losung konnte dieser Effekt in dieser Arbeit vernachlassigt werden.

Beim Gebrauch von Peptiden sollten allerdings ein paar Aspekte bedacht werden. Die N-terminialen
Regionen der Histone repradsentieren nur einen geringen Teil der Histone. Dariliber hinaus, kommen
in vivonoch die Interaktion der Histone zu dem Histonoktamer und ihre Wechselwirkung mit der um-
gebenden DNA hinzu, die Einfluss auf die Proteinfunktionen und die Rekrutierung weiterer Interakti-
onspartner hat. Selbst gut etablierte Readerdomanen binden nur mit geringer Affinitat an Histonmo-
difikationsstellen.”>*”*Daher ist es méglich, dass innerhalb der Zelle die lokale Konzentration einer
PTM so hoch ist, dass die niedrige Bindungsaffinitat ausreicht, um den Binder an die Modifikations-
stelle zu binden, selbst wenn es hier zu haufigen , Bindungs-Losl6sungs-Vorgangen“ kommt. Peptid-
mikroarrays helfen hier die Interaktion mit Proteinpartnern zu untersuchen, so dass eine Grundlage
fiir weitere biochemische Analysen zur Untersuchung der mechanistischen Aspekte ermdglicht wird.
Die detektierten Signale der Peptidmikroarrays stellen dabei verlassliche Ergebnisse dar. Der Einbau
eines Linkers zwischen den immobilisierten Peptiden und der Mikroarrayoberflache realisiert hier,
dass die Epitope oder Substrate sowohl fiir die Antikorper als auch die Enzyme zugénglich sind. Wur-
den keine Binder bzw. Substrate auf dem Peptidmikroarray identifiziert, heisst das nicht, dass es in
vivo auch keine Binder bzw. Substrate sind. Es kdnnte z.B. eine dreidimensionale Struktur fur die
Bindung oder Katalyse benétigt sein, die mit den Peptidmikroarrays nicht abgebildet werden kann. In
weiteren, auf den Ergebnissen der Peptidmikroarrays basierendenin vivo Studien kénnen die kom-
plexeren und heterogeneren Strukturen und Wechselwirkungen innerhalb des zelluldren Kontexts
untersucht werden.

Die mittels der Mikroarrays-Technologie identifizierten Interaktionspartner kénnen auch durch die
Kombination mit massenspektrometrischen Methoden die Charakterisierung der Protein-PTM-

Interaktion in vivo ermdoglichen. Hier kann die Ergdanzung der Mikroarrayergebnisse durch die Mas-

109



5 Diskussion

senspektrometrie helfen das kombinierte Auslesen von Histonmodifikationen zu beurteilen. Dabei
kann abgeklart werden, ob diese Kombinationen von Modifikationen in vivo auf demselben N-

t47>476 was in der Form bis-

Terminus eines Histons oder innerhalb desselben Nukleosoms vorkomm
lang mit den Peptidmikroarrays allein nicht moglich ist.

Zukunftige Verbesserungen der Mikroarray-Technologie kénnten das Anwendungsgebiet noch erwei-
tern. Ein Beipiel ist die Entwicklung von sogenannten ,on silico” Peptidmikroarrays zur Untersuchung
von Antikdrperepitopen und diverser Protein-Protein-Interaktionen. Die Kombination von Halbleiter-
schaltkreisen unter den auf der Silikonoberflaiche immobilisierten Histonpeptiden erlaubt in Echtzeit
Messungen von Antikorperepitopen und enzymatischer Aktivitdten, wie z.B. von Lysinmethyltrans-
ferasen und Kinasen.*”’

Der Anwendungsbereich von Peptidmikroarrays in der epigenetischen Forschung konnte noch erwei-
tert werden, wenn es moglich ist, die immer gréRer werdende Anzahl an neu entdeckten posttransla-
tionalen Modifikationen zu adressieren. Nicht alle in den letzten Jahren entdeckten Modifikationen,
wie z.B. Crotonylierung®? oder Myristoylierung, sind auf dem in dieser Arbeit verwendeten Histon-
mikroarrays prasentiert. Hier konnte die Entwicklung einer Methode helfen, die es erlaubt, nachtrag-
lich die auf dem Peptidmikroarray prasentierten Peptide gezielt zu modifizieren. Dies kénnte z.B.
durch den Einbau von Nosyl-geschiitzen Lysinbausteinen realisiert werden, die nach der Mikro-
arrayherstellung in andere Modifikationen umgewandelt werden koénnten. Alternativ konnte auch
die Mikroarrray-Herstellung weiter vorangetrieben werden. Die Produktion von Mikroarrays mit ei-
ner weit groReren Dichte, wie z.B. mit einer Million Peptiden auf einem Standardglasobjekttrager
(Vortrag von Paul Utz auf HUPO-Konferenz 2012), bietet hier erste Ansatze in diese Richtung. Das
kénnte auch erméglichen die Komplexitat und die Kombination von prasentierten PTMs zu erweite-
ren und die spezifische Untersuchung von cross-talk mit allen Modifikationsmaoglichkeiten (inklusive
aller Histonvarianten und Kombinationen von Methyl-, Acyllysin und phosphorylierten Aminosauren)

erlauben.
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6 Zusammenfassung

Das Erkennen von Histonmodifikationen ist ein Prozess, der von vielen Faktoren beeinflusst wird.
Hier ist eine Methode notwendig, die die Histonmodifikationen sowohl einzeln als auch in Kombina-
tion mit anderen PTMs untersuchen kann. Das ist der Schlissel zum Verstandnis der Mechanismen,
die der epigenetischen Regulation von Zellaktivitdten zugrunde liegen. Peptidmikroarrays stellen eine
effiziente Methode fiir die zuverldssige Identifizierung von Bindungsspezifitaten und Substratspezifi-
taten von epigenetischen Modifikationen dar.

Dazu wurden in dieser Arbeit zunachst die Bindungsspezifititen von Antikbrpern untersucht. Die
untersuchten Antikérper binden posttranslational modifizierte Aminosauren, entweder unabhangig
(modifikationsspezifisch) oder abhangig (sequenzspezifisch) von der umgebenden Aminosaure-
sequenz.Die prasentierten Ergebnisse zeigen die Charakterisierung der modifikations- und sequenz-
spezifischen Antikdrper hinsichtlich ihrer Sequenzspezifitat fur die posttranslationale Modifikation
und der einzelnen Histonvarianten. Peptidmikroarrays eignen sich damit zur Qualitdtskontrolle von
Antikorpern, die gegen posttranslational modifizierte Histone gerichtet sind.

Auch eine Analyse der Bindungsspezifitaten von Readerdomanen war mittels der Peptidmikroarray-
Technologie moglich. Dies konnte an zwei ausgewahlten Bromodomanen, BRD4(1) und BRD4(2), an
einer Tudor-ahnlichen Doméne (Spindlinl) und an einer Chromodomane (CHD1) gezeigt werden. Fir
alle vier Readerdomanen konnte die jeweilige Bindungsspezifitat, als auch der Einfluss benachbarter
PTMs auf die Bindungsaffinitat der Readerdomane identifiziert werden.

Durch die systematische Charakterisierung von ausgewahlten Vertretern von modifikationstransfe-
rierenden Enzymen (writer) konnten die jeweiligen Substratspezifitaten identifiziert werden. Mittels
der Peptidmikroarrays konnten fiir vier ausgewahlte Acetyltransferasen (p300, GCN5, PCAF und
Tip60) Two-sample-Logos ermittelt werden, die die bevorzugte Aminosaureumgebung der Acetylie-
rungsstelle angeben. Unter Nutzung der Peptidmikroarray-Technologie konnte auch die ADP-
Ribosylierung durch zwei ausgewahlte ADP-Ribosyltransferasen (ARTD1 und ARTD10) verifiziert und
die Sequenzspezifitat identifiziert werden.

Neben der Acetylierung lag ein Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf Phosphorylierungen. Dazu wurden
fur vier ausgewdhlte Kinasen (Weel, Myt1, MSK1 und Prk1) die Substratspezifititen charakterisiert.
Dabei gelang es nicht nur die bekannten Substrate zu bestatigen (MSK1 und Wee1l), sondern es konn-
ten auch neue Substrate identifiziert werden. So wurden fiir die Myt1-Kinase die neuen Substrate in
Losung und mittels massenspektrometrischer Analysen verifiziert.

Auch bei der Untersuchung von modifikationsentfernenden Enzymen (eraser) konnten mittels der
Peptidmikroarrays erfolgreich die Substratspezifitdten charakterisiert und neue Substrate identifiziert
werden. Die Validierung der neuen Substrate der untersuchten eraser, wie z.B. XopH oder der Sirtui-

ne Sirtl und Sirt2, erfolgte in Losung und konnten die mittels der Peptidmikroarrays erhaltenen Hin-
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weise bestatigen. Die prasentierten Daten der kinetischen Charakterisierung konnten zeigen, dass
eine Phosphorylierung in der +1- und +2-Position zur Acetylierungsstelle die Deacetylaseaktivitdt von
Sirtuin2 beeinflusst. Im Vergleich dazu hat bei Sirtuinl der cross-talk der benachbarten Phosphorylie-
rungen keinen Einfluss auf den Ku-Wert der Reaktion. Die Peptidmikroarrays und Lésungsexperimen-
te konnten damit zeigen, dass eine benachbarte Phosphorylierung die Ladung des Substrats veran-
dert und damit die Deacetylaseaktivitat von Sirtuinen reduziert. Mit der Gesamtheit der durchgefiihr-
ten Untersuchungen kann diese Arbeit das breite Anwendungsgebiet der Peptidmikroarrays de-
monstrieren. Indem die neu identifizierten Substrate in homogenen Assays und in vivo validiert wer-
den, kénnte das Wissen (iber den cross-talk der posttranslationalen Modifikationen helfen, die epi-

genetischen Regulationsprozesse genauer zu verstehen.
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Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen

der synthetisierten Peptide

Sirtuin-Kinetik-Peptid H3K9ac:

mAU 400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -

100 -
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Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

Sirtuin-Kinetik-Peptid H3K9acS10ph:

mAU 800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

o R | W . .

-100 ¢ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zeit [min]
[M+H]*
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Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

Sirtuin-Kinetik-Peptid H3K9acT11ph:

mAU 500 -
450 -
400 -
350 -
300 -
250 -
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150
100 -
50 - k

0] N - - — J. r r T T 1
-50 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

Sirtuin-Kinetik-Peptid H3K27ac:

mAU 300 -
250 -
200 -
150 A
100 -
50 -
0 V- Py T ’IJ L T T S — ]
} 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
-50 - . .
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Zao04 AMIL64_8\0_J10v\iSRet
3.0+ 1370.812
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0.5
800 200 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

136



Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

Sirtuin-Kinetik-Peptid H3K27acS28ph:

mAU 300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
50 - k
0 JA. ‘J — 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
-50 - . .
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Zao04 AMI65_10\0_J11viSRet
é =7 1450.536
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800 200 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
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Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

MALDI-ToF-PeptidH3_K9ac:

mAU 1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 A
- T .
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0 Uv T T T T T T T T T 1
200 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Faos R ST
p— [M+H]*
.00 " e e IR W .LHLl b dos » L
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Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

MALDI-ToF-PeptidH3_K9ac_S10ph:

mAU 1600 -
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Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

MALDI-ToF-PeptidH3_K27ac_SAPS:

mAU 400
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-200 -
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Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

MALDI-ToF-PeptidH3_K27ac_S28ph_SAPS:

mAU 2500
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Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

MALDI-ToF-PeptidH3_K27ac_STPS:
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Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

MALDI-ToF-PeptidH3_K27ac_S28ph_STPS:
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Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

XopH-Peptid Positivkontrolle:

VWD1 A, Wavelength=220 nm (S\MSD-052014\07-JUL\070714\48SCH2W1_FR39-42.D)
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Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

XopH-Peptid Substrat:

VWD1 A, Wavelength=220 nm (S:\MSD-05\2014\07-JUL\220714\60SCH2W1_FR12-15.D)
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Anhang Al: Chromatographische und massenspektrometrische Analysen der synthetisierten Peptide

XopH-Peptid Nicht-Substrat:

VWD1 A, Wavelength=220 nm (S:WISD-05\201406-JUNI270614\50S3_4748.D)
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Anhang A2: Erklarung der graphischen Darstellungen der statistischen Auswertung der Histonmikroarrays

Anhang A2: Erklarung der graphischen Darstellungen der

statistischen Auswertung der Histonmikroarrays

Die statistische Analyse des Histonmikroarrays erfolgte mittels des Programms R3”’. Die Berechnun-
gen basieren auf den F635mean-Signalen der gpr-Dateien. Vor der graphischen Darstellung wurden
die Signale von allen drei Replika desselben Peptids um Ausreisser korrigiert, indem die 1,5-fache
Standardabweichung als Akzeptanzgrenze gezogen wurde. Aus den akzeptierten Signalen wurde der
Mittelwert errechnet. Die Mittelwerte wurden graphisch dargestellt und sind im elektronischen An-
hang E2 ersichtlich. Dabei gibt es prinzipiell zwei verschiedene Darstellungen: einerseits die Darstel-
lung fir jede einzelne Histonsequenz (Abbildung A2 A) und andererseits die Darstellung Gber die
kompletten Histonproteine (Abbildung A2 B). An dieser Stelle wird erklart, wie diese Darstellungen zu

lesen sind.

A B

Punkte: % Binding Signal Probe &

1) H3_0105 EDTNLCVIHAKRVTIMPKDI 0 20 a0 60 100 VII) Vi) . . X)
1 ] ~3
K115ac_T118p _ L
) e B K115acT118pK122ac
T118p_K122ac T118p K122ac 1X)
~f
K115ac K115ac
K115ac_T118p] K115acT118p ) ’ Xl)
T118p~
V)
K122me1l-| . ¥
T107p .
unmodifiziert- IV) =L 11
| e | L

100 200 300 400 500 600 " R
in
Signalverhiltnis (anti-Kac-Ak /Sek-Ak) VI)

m)

T107p
K115ac
T118p
K122ac
K122mel

Abbildung A2: Darstellung der statistischen Auswertung der Histonmikroarrays. A Gezeigt sind die Signale der (modifizier-
ten) Peptide von einer bestimmten Histonsequenz. B Es konnen auch die Histonproteine mit den entsprechend einzel-
modifizierten Aminosauren graphisch dargestellt werden. Wie diese Abbildungen zu lesen sind, wird im Text erklart.

In der Darstellung der einzelnen Histonsequenzen (Abbildung A2 A) ist an der Position ) das Histon
(hier H3) mit der ersten Aminosaure des Peptids (in gezeigten Beispiel 105), sowie die Aminosdu-
resequenz des Peptids dargestellt. An der Position II) und Ill) sind die einzelnen Modifikationen, die
innerhalb der Peptide der angegebenen Histonsequenz auf dem Histonmikroarray immobilisiert
wurden, dargestellt. Die Modifikationen an der Position Il) sindentsprechend der im Balkendiagramm
(Position V)) aufgetragenen Signaleangeordnet. Dagegen zeigt die Achse an der Position Ill) die PTMs
in der Reihenfolge an, wie sie innerhalb der Peptidsequenz vom N-Terminus zum C-Terminus prasen-
tiert sind (hier von der Aminosaure T107 bis zur Aminosaure K122). Die heatmap an der Position V)
stellt die Prasenz der jeweiligen PTMs dar, indem sie farblich markiert sind (weiR bedeutet entspre-
chend keine PTM). Dabei sind Lysinmodifikationen rot, Argininmodifikationen blau und Phosphorylie-

rungen griin markiert. Das graue Balkendiagramm an der Position V) mit der dazugehorigen Achsen-
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Anhang A2: Erklarung der graphischen Darstellungen der statistischen Auswertung der Histonmikroarrays

beschriftung (Position VI)) zeigt die errechneten Signale bzw. Signalverhaltnisse in absteigender Rei-
henfolge. Das Punktediagramm mit den griinen und blauen Punkten (Position V)) (und der dazugeho-
rigen Achsenbeschriftung an Position VII)) gibt die relative Signalintensitdt in % (bezogen auf das
hochste Signal) an. Der griine Punkt zeigt hier das Signal der Kontrolle, der blaue Punkt das Signal der
Probe an.

Abbildung A2 B (nur im elektonischen Anhang E2) zeigt die Ubersicht des Histonproteins am Beispiel
des anti-Ksuc-Antikorpers.Dargestellt sind die auf dem Histonmikroarray prasentierten Histonvarian-
ten (Position VIII) lila umrandet). Die zu den jeweiligen Histonvarianten gehorige Peptidsequenz wird
jeweils an den griin umrandeten Positionen (siehe Position I1X)) gezeigt. Die heatmap (Position XI))
zeigt flr jede Aminosaure die entsprechende Einzel-PTM, die an der y-Achse (orange umrandet, sie-
he Position X)) abgelesen werden kann. In dem gezeigten Beispiel sind starke Signale (rot markiert,

siehe Farblegende) fiir die succinylierten Lysine ersichtlich.
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Anhang A3: MALDI-ToF-Spektren der in vitro Experimente

Anhang A3: MALDI-ToF-Spektren der in vitro Experimente

H3_K9ac — Peptid + Sirtuinl mit NAD* (oben) bzw. ohne NAD* (unten)
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Anhang A3: MALDI-ToF-Spektren der in vitro Experimente

H3_K9ac_S10ph — Peptid + Sirtuinl mit NAD* (oben) bzw. ohne NAD* (unten)
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Anhang A3: MALDI-ToF-Spektren der in vitro Experimente

H3_K27ac_SAPS — Peptid + Sirtuinl mit NAD* (oben) bzw. ohne NAD* (unten)
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Anhang A3: MALDI-ToF-Spektren der in vitro Experimente

H3_K27ac_S28ph_SAPS — Peptid + Sirtuinl mit NAD* (oben) bzw. ohne NAD* (unten)
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H3_K27ac_S28ph_SAPS — Peptid + Sirtuin2 mit NAD* (oben) bzw. ohne NAD* (unten)
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Anhang A3: MALDI-ToF-Spektren der in vitro Experimente

H3_K27ac_STPS — Peptid + Sirtuinl mit NAD* (oben) bzw. ohne NAD* (unten)
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Anhang A3: MALDI-ToF-Spektren der in vitro Experimente

H3_K27ac_S28ph_STPS — Peptid + Sirtuinl mit NAD* (oben) bzw. ohne NAD* (unten)
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Anhang A4: Ubersicht der Histonphosphorylierungen

Anhang A4: Ubersicht der Histonphosphorylierungen

Histon | Modifikationsstelle Kinase Vorgeschlagene Funktion Referenz
H1 Serl n.a. n.a. 478
Thr3 n.a. n.a. 478
Ser4 unbekannt Interphase 478,479
Ser5 (Tt) unbekannt Interphase 479
Thr10 (H1.5) P34cdc2/Cyclin B | Mitose 480
Serl7 (H1.5) CDC2/CDK2 Interphase 478,480
Ser27 unbekannt Aktivierung Transkription, 481,482
Chromatindekondensation
Ser28 n.a. n.a. 478
Thr34 CDC2 Interphase, DNA-Replikation 478,483
Ser35 (H1.4) PKA Mitose 484
Ser38 PKC n.a. 485
Ser40 n. a. n.a. 334
Ser42 (Tt) unbekannt Interphase, DNA-Replikation 483
Serd4 (Tt) unbekannt Interphase, DNA-Replikation 483
Thr4é6 (Tt) CDC2 Interphase, DNA-Replikation 483
Thr53 (Tt) CDC2 Interphase, DNA-Replikation 483
Ser54 n. a. n.a. 334
Tyr70 n. a. n.a. 334
Ser103 PKC n.a. 486
Thr137 (H1.5) CDC2/CDK2 Mitose 480
Thr145 (H1.4) CDC2/CDK2 Mitose 480
Thr154 (H1.5) CDC2/CDK2 Mitose 480
Thr164 n. a. n.a. 334
Ser171 (H1.4) CDC2/CDK2 Interphase 478,480
Serl72 CDC2/CDK2 Interphase 480
Thr179 n. a. n.a. 334
Ser186 (H1.4) CDC2/CDK2 Interphase 478,480
Ser188 CDC2/CDK2 Interphase 480
S/T CDC2/CDK2 Mitose, Transkription 487
H2A Serl unbekannt Mitose, Chromatinzusammenbau 488
MSK1 Hemmung Transkription 385
Serl6 RSK2 EGF-Signalweg, Stabilisierung H2A.X, 489
Verringerung Zelltransfromation
Thr17 PKB/Akt Regulation Apoptose 336
Tyr50 n. a. n.a. 334
Tyr57 CK2 Verlangerung Transkription 426
Thr59 n. a. n.a. 334
Thri01 n.a. Nukleosomzusammenbau 490
Thr119 (Dm) NHK-1 Mitose 491

Thr119 (mammals)

NHK-1, AuroraB

Regulation Chromatinstruktur, Mitose

492

Thr120 (mammals)

Bub1l

Mitose, Hemmung Transkription

493

Thr120 (mammals) VprBP Mitose, Hemmung Transkription 494
Ser121 (Sc) Bub1l Aufrechterhaltung chromosomaler 493
(entspricht H2AThr120 Homeostase, DNA-Reparatur, Mitose,

in mammals) Meiose

Ser122 (Sc) unbekannt DNA-Reparatur 495
Ser129 (Sc) (entspricht | Mecl, Tell DNA-Reparatur 496-498

H2AS139 in mammals)
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Anhang A4: Ubersicht der Histonphosphorylierungen

Histon | Modifikationsstelle Kinase Vorgeschlagene Funktion Referenz
H2A Ser139 (mammalian ATR, ATM, DNA- DNA-Reparatur 499-501
H2A.X) PK
RSK2 EGF-Signalweg, StabilisierungH2A.X, 489
Verringerung Zelltransfromation
MST1 Apoptose 502
Tyr142 (mammalian WSTF DNA-Reparatur 503
H2AX)

H2B Ser6 n. a. n.a. 478
Humane Cyto- n.a. 504
megalovirus UL97
Proteinkinase

Thr7 n. a. n.a. 478
Ser10 (Sc) (entspricht Ste20 Apoptose 505
H2BSer14 in mammals) | Ipl1? (=AuroraB | Meiose 6
human)
Ser14 (vertebrates) Mst1 Apoptose 506
unbekannt DNA-Reparatur 507
Ser32 (mammals) PKC Apoptose-bezogene DNA- 485,508
Fragmentierung
RSK2 EGF-Signalweg 509
Ser33 (Dm) TAF1 Aktivierung Transkription 510
Ser36 (mammals) AMPK Aktivierung Transkription 159
PKA n.a. 504
PKC n.a. 485
Ser38 Humane Cyto- n.a. 504
megalovirus UL97
Proteinkinase
Tyr40 (Sc) (entspricht Swel (Sc) Transkription 155
H2BTyr37 (Hs))
Tyr37 (Hs) Weel (Hs) Transkription 155
Thr52 n. a. n.a. 334
Ser56 n. a. n.a. 334
Ser64 n. a. n.a. 334
Ser75 n. a. n.a. 478
Ser87 Humane Cyto- n.a. 504
megalovirus UL97
Proteinkinase
Thr88 n. a. n.a. 334
Ser91 n. a. n.a. 334
Ser112 Humane Cyto- n.a. 504
megalovirus UL97
Proteinkinase
Ser114 n. a. n.a. 478
Thr115 n. a. n.a. 334
Thr119 n. a. n.a. 334
Ser124 Humane Cytome- | n.a. 504
galovirus UL97
Proteinkinase

H3 Thr3 (mammals) Haspin Mitose s11
VRK1 Chromatinkondensation, Mitose 512

H3 Thré PKCBI Aktivierung Transkription, Verhindung | 53

H3K4-Demethylierung, Aufrechterhal-
tung hormonabhangiger Genaktivie-
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Anhang A4: Ubersicht der Histonphosphorylierungen

Histon | Modifikationsstelle Kinase Vorgeschlagene Funktion Referenz
rung
PKCa Aktivierung Transkription 338
Ser10 Aurora B Mitose, Meiose 271,341,514
MSK1, MSK2 Genaktivierung 278,515
IKK-o Aktivierung Transkription 516,517
VRK1 Chromatinkondensation, Mitose 512
PIM1 Aktivierung Transkription 518
Rsk2 Aktivierung Transkription 519
PKB/Akt Aktivierung Transkription 517
ERK1 Transkription, Chromatinkondensati- 6,520
on, Antwort auf UVB-Strahlung
p38 Transkription, Chromatinkondensati- 6,520
on, Antwort auf UVB-Strahlung
Fyn Transkription, Chromatinkondensati- 6,521
on, Antwort auf UVB-Strahlung
Chk1 Transkription, Chromatinkondensati- 6
on, Antwort auf UVB-Strahlung
PRK1 Transkription, Chromatinkondensati- 6
on, Antwort auf UVB-Strahlung
Ser 10 (Sc) IpL1 (Sc) Transkription 27
Snf-1 (Sc) Aktivierung Transkription 522
Thrll (mammals) DIk/Zip Mitose 523
PRK1 Aktivierung Transkription 282
PKM2 Transkription 524
Chk1 Aktivierung Transkription, Reaktion auf | 52°
DNA-Schaden
Mek1 (Sc) Meiose (Sc) 526
Ser28 (mammals) Aurora B Mitose 293
MSK1, MSK2 Genaktivierung 278,527
INK1/2 Mitose, Transkription 528,529
MLTKa Mitose, Transkription, Antwort auf 530
UVB-Strahlung
ERK1/2 Meiose 528,529
p38 Meiose 528,529
Ser31 unbekannt Mitose 478,531
Thr32 n.a. Mitose 532,533
Tyrdl JAK2 Aktivierung Transkription 534
Thrad5 (mammals) PKC-6 Apoptose 535
Thra5 (Sc) S-Phase Kinase DNA-Reparatur 536
Cdc7-Dbf4
AKT1,2 (Sc) DNA-Replikation 536
Ser57 unbekannt Verlangerung Transkription 537
Thr80 Unbekannt Mitose 538
Ser86 n. a. n.a. zn
Tyr99 (Sc) Rad53 Regulation der Histonpegel 539,540
Thr107 n. a. n.a. 478
Thr118 n. a. Transkription, DNA-Reparatur 541
H4 Serl unbekannt Mitose, Chromatinzusammenbau 488
Spsl Mitose, Transkription 542
Serl (Sc) CK2 (Sc) DNA-Reparatur, Transkription 543
His18 (mammals) HHK DNA-Replikation 544
H4 Ser4d7 PAK2 (H3.3-H4) Deposition, Nukle- 490,545
osomzusammenbau
Tyr51 n.a. n.a. 334,546
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Anhang A4: Ubersicht der Histonphosphorylierungen

Histon | Modifikationsstelle Kinase Vorgeschlagene Funktion Referenz
Tyr72 EGFR Chromatinmodulation 547
His75 (mammals) HHK DNA-Replikation 544
His75 (Sc) Protein Histi- n.a. 548
dinkinase
Tyr88 ACK1 n.a. 334,546

n.a., nicht angegeben; Sc, Saccharomyces cerevisiae; Hs, Homo sapiens; Dm, Drosophila melanogaster; mammals, Sdugetier;
Tt, Tetrahymena thermophilia; vertebrates, Wirbeltiere; ACK1, Acetyl-CoA Carboxylase Kinase 1; AMPK, Aadenosinmono-
phosphat-aktivierte Proteinkinase; ATM, Ataxia telangiectasia-mutierte Proteinkinase; ATR, ATM und Rad3-verwandte
Proteinkinase; Bubl, budding uninhibited by benzimidazoles 1; CDC2/CDK2, Cyclin-abhangige Kinase 1; Chk, checkpoint
Kinase; CK2 Caseinkinase Il; DNA-PK, DNA-aktivierte Proteinkinase; EGF, epidermaler Wachstumsfaktor; EGFR,epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor; ERK1, extrazelluldres Signal-regulierte Kinase; HHK, Histon H4 Histidinkinase; IKK, IkB Kinasek-
omplex; IpL1 (Sc), Aurora B Kinase in Sc; JAK, Januskinase; JNK, c-JunN-terminale Proteinkinase; Mecl, meiotisch-spezifische
Kinase; MLTK, mixed lineage kinase-like mitogen-activated protein triple kinase; MSK, Mitogen- and Stress-aktivierte Pro-
teinkinase; MST, Sdugetier-STE20-dhnliche Kinase; NHK-1 Nukleosomale Histonkinase-1; PAK2, P21-aktivierte Kinase 2; PIM,
Proto-onkogene Serin/Threoninproteinkinase; p38, p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase; PKA, Proteinkinase A; PKB, Pro-
teinkinase B; PKC, Proteinkinase C; PKM2, Pyruvatkinase M2; PRK, Proteinkinase C-verwandte Kinase; Rad53, Strah-
lungssensitive 53 Kinase; Rsk, p90 ribosomale S6 Proteinkinase; Spsl, STE20-verwandte Kinase 1; TAF1, TATA Bindungs-
faktor-assoziierter Faktor; VprBP, Vpr (HIV-1) Bindungsprotein; VRK1, Vaccinia-verwandte Kinase 1; WSTF, Williams-Beuren-
Syndrom Transkriptionsfaktor (auch bekannt als BAZ1B)
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