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A. Einleitung

A. Einleitung

A.1. Epigenetik

Der Begriff Epigenetik fand im Jahre 1942 durch Conrad Hal Waddington zum ersten Mal
Erwdhnung und wurde definiert als die Wechselwirkung zwischen den Genen und ihren
Genprodukten (Waddington, 1942). Abgeleitet wird er von dem griechischen Wort epi fiir ,,iiber*
oder ,,auf* und bedeutet soviel wie ,iiberlagerte Genetik“. Heute definiert man Epigenetik als die
Weitergabe von Verdnderungen des Phidnotyps, die nicht auf Mutationen der DNA-Sequenz
(Genotyp) zuriickzufiihren sind. Die zu Grunde liegenden Mechanismen sind die Modifikation der
DNA und Histone und nicht-kodierende RNAs.

A.2. Modifikation der DNA am Cytosin

Jede Zelle eines Organismus trigt die selbe genomische Information in einer konstanten DNA-
Sequenz aus Adenin (A), Guanin (G), Thymin (T) und Cytosin (C), jedoch bendtigen Zellen nicht
den gesamten genetischen Inhalt zur gleichen Zeit. Eine Differenzierung zu den verschiedenen
Zelltypen mit spezifischen Funktionen erfordert eine dynamische Anpassung, bei der Gene aktiviert
oder stillgelegt werden miissen. In Saugetieren wird die Modifikation der DNA ausschlieBlich am
Cytosin bewerkstelligt (Nabel u. a., 2011). Cytosin kann dabei durch Methylierung, Deaminierung
und Oxidation verdndert werden.

Das als ,fiinfte Base* bezeichnete 5-Methylcytosin (5-mC) wurde entdeckt im Jahre 1925 von
Johnson und Coghill in der DNA des Tuberkulose Bakteriums (Johnson & Coghill, 1925) und
konnte 1948 auch in Kalbsthymus DNA nachgewiesen werden (Hotchkiss, 1948). Bei Wirbeltieren
erfolgt die Methylierung der DNA ausschlieBlich an Cytosin-Resten in der Dinukleotid-Sequenz 5'-
CpG-3' (Abbildung 1).

Ho_ _H Ho_ _H
. |
N’/ . Dnmt N/
/J\c | T"....)\smc
?
L]
(AT AV VoWl [a¥AavaW

Abbildung 1: Umwandlung von Cytosin in 5-Methylcytosin durch DNA-Methyltransferasen.' Erklérung siche Text.

'Aus: (Cheng u. a., 2010), modifiziert

Die Reaktion wird von DNA-Methyltransferasen (DNMT) katalysiert, dabei wird das Cytosin aus
der DNA-Doppelhelix zunédchst herausgeklappt (engl.: base flipping). Durch den nukleophilen
Angriff eines konservierten Cysteins der DNMT und die voriibergehende kovalente Bindung an das
sechste Kohlenstoff C6 des Cytosin-Ringes, kann dann die Methyl-Gruppe von S-adenosyl-
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A. Einleitung

methionin (SAM) auf das nun aktivierte fiinfte Kohlenstoff C5 iibertragen werden. Man
unterscheidet dabei drei Arten von DNA-Methyltransferasen, die DNMTI1, 3A und 3B. Die
DNMTI1, auch bekannt als Instandhaltungs-Methylase (engl.: maintenance methylase), ist
hauptsichlich verantwortlich fiir die Aufrechterhaltung des Methylierungsmusters wéhrend der
semikonservativen DNA-Replikation. Im Gegensatz dazu spielen die DNMT3A und 3B vorwiegend
eine Rolle als Initiations-Methylasen (engl.: de novo methylase) bei der Gametogenese und
Embryogenese, wo neue Methylierungsmuster etabliert werden miissen. DNMT3L besitzt keine
eigene DNA-Methyltransferase-Aktividt, fungiert jedoch als essentieller Cofaktor fiir eine de novo
DNA-Methylierung durch DNMT3A (Bourc’his u. a., 2001; Bourc’his & Bestor, 2004). Das DNA-
Methyltransferase Homolog DNMT2 methyliert anstelle von DNA die Asparaginsdure-beladene
Transfer-RNA (tRNA-Asp) an Cytosin 38 (Goll u. a., 2006).

Als Schutzmechanismus der Bakterien haben sich mit den DNA-Methyltransferasen parallel dazu
auch die entsprechenden Restriktionsendonukleasen mit der gleichen Erkennungssequenz
entwickelt. Kommt es aufgrund einer Bakteriophagen-Infektion zum Eindringen von fremder DNA
in die Bakterienzelle, wird diese durch die Restriktionsendonukleasen zerstort, wohingegen die
eigene DNA durch Methylierung vor dem Abbau geschiitzt ist.

Die wichtigste biologische Funktion von 5-mC ist jedoch die langfristige Regulation der
Genexpression (Doerfler, 1983), wobei viele Gene eine umgekehrte Korrelation zwischen
Expression und Methylierung aufweisen (Sutter & Doerfler, 1980; Bird, 1984; Attwood u. a., 2002).
Eine Ausnahme von dieser Regel stellt dabei, das zu den Iridoviren gehdrende Frosch Virus 3 (FV3)
mit einem stark methylierten Genom, dar. Es konnte gezeigt werden, dass trotz Methylierung aller
CpG-Folgen in einigen Promotoren, deren Transkiptionsaktivitdt erhalten blieb (Thompson u. a.,
1988; Spangler & Essani, 1994; Munnes u. a., 1995). Die DNA-Methylierung ist ein dynamischer
Vorgang, mit dem es dem Organismus ermoglicht wird, sich flexibel an verdnderte &ufere
Umwelteinfliisse anzupassen. Das DNA-Methylierungsmuster kann dabei sowohl wihrend eines
Zellteilungs-Zyklus variieren (Brown u. a., 2007), als auch sich in nicht mehr teilungsfdhigen,
bereits ausdifferenzierten Zellen verdndern (Martinowich u. a., 2003).

Zum Nachweis von 5-mC in der DNA konnen Methylierungs-sensitive Restriktionsenzyme
verwendet werden, deren Aktivitit durch 5-mC gehemmt wird. Die beiden isochizomeren
Restriktionsendonukleasen Hpall und Mspl haben die gleiche Erkennungssequenz 5'-CCGG-3'. Das
Methylierungs-sensitive Hpall wird durch eine CpG-Methylierung geblockt, wohingegen Mspl die
Sequenz unabhingig von der CpG-Methylierung schneidet (Waalwijk & Flavell, 1978). Nachteil
dieser Methode ist, dass nur CpG-Folgen in Erkennungssequenzen von Methylierungs-sensitiven
Restriktionsenzymen untersucht werden konnen. Das sind nur etwa 10-15% aller CpG-Folgen in
einer DNA-Sequenz. Zur Gen-spezifischen Analyse von DNA-Methylierungsmustern wird
standardmiBig die Bisulfit-Konversion genomischer DNA verwendet, da ansonsten DNA-
Methylierungsmuster ohne Instandhaltungs-Methylasen und SAM geloscht werden konnen. Die
Bisulfit-Konversion ist heute Ausgangspunkt fiir eine Reihe von Methoden zur Detektion von 5-mC
in der DNA. Das zu Grunde liegende Prinzip ist die Umwandlung von Cytosin in Uracil (Abbildung
2), wohingegen alle methylierten Cytosine in der DNA nicht-reaktiv sind. Bei der Bisulfit-
Seqgenzierung (Frommer u. a., 1992; Clark u. a., 1994), wird die durch Bisulfit-behandelte
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einzelstringige DNA in der PCR (Polymerase-Kettenreaktion, engl.: polymerase chain reaction)
amplifiziert. Die verwendeten Primer binden ausschlieBlich an DNA, deren nicht-methylierte
Cytosine auflerhalb der CpG-Folgen zu Thymine umgewandelt sind. Die PCR-Produkte kdnnen
dann kloniert und 5 bis 10 einzelne Klone sequenziert werden. Wenn bei der Auswertung der
Sequenzierung alle nicht-methylierten Cytosine in und auflerhalb von CpG-Folgen zu Thymine
umgewandelt und nicht mehr zu erkennen sind, dann weisen alle iibriggebliebenen Cytosine in der
konvertierten DNA-Sequenz auf 5-Methylcytosin hin. Der Vorteil dieser Methode ist die
Moglichkeit zur Analyse von einzelnen DNA-Molekiilen bis hin zu einzelnen CpG-Folgen, wobei
ein sequenziertes DNA-Molekiil fiir alle X-chromosomalen Gene bei Miannern (XY) aus einer
Zelle, bei Frauen (XX) hingegen von einem der beiden X-Chromosomen aus einer Zelle stammt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Bisulfit-Konversion.” Die Umwandlungsreaktion von Cytosin zu Uracil durch
Natriumbisulfit verlduft in drei Schritten iiber eine A) Sulfonierung, B) hydrolytische Deaminierung und C) alkalische
Desulfonierung.

*Aus: (Clark u. a., 1994)

In Sdugern konnte bisher kein eindeutiges Enzym fiir eine aktive Demethylierung, bei der die
Methyl-Gruppe durch direkte Spaltung der Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung entfernt wird,
nachgewiesen werden (Abbildung 1), weshalb verschiedene Mechanismen der Demethylierung
derzeit diskutiert werden (Abbildung 3).

Die hydrolytische Deaminierung von 5-mC zu T durch die AID (engl.: activation induced
deaminase) und APOBEC (engl.: apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-
like 2) Enzyme fiihrt zur Entstehung einer falschen Basenpaarung von G mit T (Morgan u. a., 2004;
Bhutani u. a., 2010). Das Enzym TDG (Thymin-DNA-Glykosylase) entfernt die falsche
Nukleotidbase T durch Spaltung der N-glycosidischen Bindung zum Zucker Desoxyribose,
wodurch eine abasische Stelle entsteht, welche dann im weiteren Reparaturverlauf der BER (Basen-
Exzisionsreparatur) durch C ersetzt wird (Abbildung 3). Da 70% aller CpG-Folgen methyliert
vorliegen, konnte die Deaminierung erkldren, warum CpG-Folgen, mit nur 20% der zu erwartenden
Hiufigkeit, im menschlichen Genom deutlich unterreprésentiert sind. In den sogenannten CpG-
Inseln, die meist stromaufwérts eines Gens zu finden sind, hat man hingegen eine verstirkte
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Anreicherung der CpG-Folgen (Antequera & Bird, 1993). Wird so eine falsche Basenpaarung nicht
erkannt und repariert, ist die Folge eine Mutation der DNA.

In Abwesenheit des Kofaktors SAM kénnen DNMT auch nicht-klassische Reaktionen katalysieren,
wie die Deaminierung von Cytosin am Kohlenstoff C4 zu Uracil (Shen u. a., 1992), oder die
Addition eines Aldehyds am Kohlenstoff C5, wodurch 5-Hydroxyalkylcytosin gebildet wird
(Liutkeviciute u. a., 2009). Liegt der Aldehyd als Formaldehyd vor, kann daraus dann 5-
Hydroxymethylcytosine entstehen.

A AID/APOBEC TDG BER
mC T AP ->—> C )\

AID/ TDG

Tet1-3 APOBEC sMug  BER th
mC —> hmC > hmU > AP>—>C
NH, O~
unknown HN | OH )N\/ ‘
Tet1-3 Tet1-3 Tet1 -3 decarboxylase
mC hmC caC C o)\ o)\T o T
TD(N \LTDG T hmu caC
AP 5> —> C
BER

Abbildung 3: Die vier moglichen Mechanismen fiir eine aktive Demethylierung der DNA in Vertebraten.’ (A, B) T = Thymin;
C = Cytosin; mC = 5-Methylcytosin; hmC = 5-Hydroxymethylcytosin; hmU = 5-Hydroxymethyluracil; fC = 5-Formylcytosin; caC =
5-Carboxylcytosin; AP = abasische Stelle; TDG = Thymin-DNA-Glykosylase; BER = Basen-Exzisionsreparatur; TET = ten-eleven
translocation Protein. Erkldrung siehe Text.

*Aus: (Maiti & Drohat, 2011)

Das hiufig auch als ,,sechste Base* bezeichnete 5-Hydroxymethylcytosin (5-hmC) wurde erstmals
1952 in der DNA von Bakteriophagen entdeckt (Wyatt & Cohen, 1952), wo 5-hmC héufig durch
Glykosylierung modifiziert vorliegt, um die eigene DNA resistent gegeniiber dem Abbau durch die
Restriktionsendonukleasen der infizierten Bakterienzelle zu machen. Jedoch erst 2009 konnte 5-
hmC auch eindeutig in der DNA von Sdugern nachgewiesen werden, (Kriaucionis & Heintz, 2009;
Tahiliani u. a., 2009), wobei die groBten Mengen in den neuronalen Purkinjezellen der
Kleinhirnrinde zu finden sind und nicht mehr als 1% aller Cytosine ausmachen (Kriaucionis &
Heintz, 2009; Globisch u. a., 2010). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass 5-hmC durch
Oxidation von 5-mC entsteht, wobei diese Umwandlung von den Eisen(Il)/a-Ketoglutarat-
abhingigen TET (engl.: ten-eleven translocation) Proteinen (TET1-3) katalysiert wird (Tahiliani u.
a., 2009). Man vermutet deshalb, dass 5-Hydroxymethylcytosin das Zwischenprodukt bei der
Umwandlung von 5-Methylcytosin in Cytosin ist. Die Deaminierung von 5-Hydroxymethylcytosin
zu 5-Hydroxymethyluracil (5-hmU) erfolgt ebenfalls mit Hilfe von AID/APOBEC. Die TDG kann
dann ebenso wie T auch 5-hmU entfernen und dadurch die BER einleiten (Abbildung 2) (Cortazar
u. a., 2011; Cortellino u. a., 2011). Unklar ist jedoch, ob 5-hmC zudem auch eine Funktion bei der
epigenetischen Regulation hat. Eine falsche Umwandlung von 5-mC zu 5-hmC kann von einer 5-
Hydroxymethylcytosin-DNA-Glykosylase in einem Reparaturmechanismus korrigiert werden
(Cannon u. a., 1988).

Aktuelle Studien scheinen zu belegen, dass die TET Enzyme auch die weitere Oxidation von 5-hmC
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zu 5-Formyleytosin (5-fC) und dann zu 5-Carboxylcytosin (5-caC) vermitteln (Abbildung 3),
ebenso wie die Anwesenheit sowohl von 5-fC als ,,siebte Base® als auch von 5-caC als ,,achte Base*
in der genomischen DNA von Sdugetieren (He u. a., 2011; Ito u. a., 2011; Pfaffeneder u. a., 2011).
Bisher ist allerdings keine Decarboxylase bekannt, die die Regenerierung von C aus 5-caC
katalysiert. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass das TDG Enzym 5-fC und 5-caC erkennt und
ausschneidet, wohingegen 5-hmC unangetastet bleibt (Maiti & Drohat, 2011). Die abschlieende
Reaktion der aktiven Demethylierung kann dann vermutlich wieder iiber die BER erfolgen
(Abbildung 3).

A.3. Chromatin-Organisation und Modifikation der Histone

Als Chromatin bezeichnet man im Wesentlichen einen Komplex aus genomischer DNA, den
basischen Histon-Proteinen und weiteren Nicht-Histon-Proteinen. Die Nukleosomen sind die
Grundeinheiten der Chromatinstruktur, und bestehen aus 147 bp DNA, die linksgédngig in 1,67
Windungen um ein Histonoktamer mit je zwei Exemplaren der Histone H2A, H2B, H3 und H4
gewunden sind. Zwei benachbarte Nukleosomen sind durch eine etwa 40 bis 60 bp lange
Verbindungs-DNA (engl.: linker DNA) miteinander verbunden. Das Histon H1 liegt auf der
Kerneinheit des Nukleosoms (engl.: core particle) und iiberdeckt die Eintritts- und Austrittsstelle
der DNA. Dieses Histon ist notwendig fiir die Verpackung der Nukleosomen von der 11nm zur
30nm Faser, wobei dieser Ubergang reversibel ist. Das Chromatin im Interphase-Kern liegt
hauptsdchlich als 30nm Faser (Heterochromatin) vor, allerdings kann nur die 11lnm Faser
(Euchromatin) transkribiert werden. Wahrend der Zellteilung wird das replizierte Chromatin dann
weiter zu den Chromosomen verpackt. Die Verdnderung der Chromatinstruktur ist, ebenso wie die
DNA-Methylierung, an der Regulation der Genexpression beteiligt und wird durch Histon-
Modifikationen bewerkstelligt (Strahl & Allis, 2000; Eberharter & Becker, 2002). Histone sind
aufgebaut aus einer globuliren Domédne und flexiblen, hoch konservierten amino- und
carboxyterminalen Armen, die reich an basischen Aminosduren Arginin (R), Serin (S) und Lysin
(K) sind. Die Genexpression wird beeinflusst durch die spezifische posttranslationale Modifikation
dieser Aminosduren. Histon-Acetyl-Transferasen (HATs) iibertragen die Acetyl-Gruppen von
Acetyl-CoA auf die Lysine der aminoterminalen Enden, wohingegen Histon-Deacetylasen
(HDACS) diese entfernen. Eine Acetylierung von Histonen ist meistens mit einer Aktivierung der
Genexpression verbunden. Im Gegensatz dazu kann eine Methylierung von Histonen durch Histon-
Methyl-Transferasen (HMTs) sowohl reprimierend (Lysin 9 von Histon H3) als auch aktivierend
(Lysin 4 von Histon H3) wirken. Eine weitere Modifikation ist die Ubertragung von Phosphat-
Gruppen durch Protein-Kinasen. Die Dephosphorylierung wird hingegen durch Protein-
Phosphatasen katalysiert. Durch die groe Anzahl an Variationen, mit der Histone durch mehrere
Modifikationen gleichzeitig verdndert werden kdnnen, entsteht ein komplexer Histon-Code (Strahl
& Allis, 2000).

A4 RNA-Interferenz und nicht-kodierende RNAs

Nicht-kodierende RNAs (ncRNAs) sind RNAs, die nach der Transkription nicht in ein Protein
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translatiert werden. Der grofite Teil von ncRNAs fungiert als Transfer-RNA (tRNA) oder
Ribosomal-RNA (rRNA). Zudem gibt es ncRNAs, deren Funktion darin besteht, ebenso wie DNA-
Methylierung und Histon-Modifikationen, die Genexpression durch Interaktion mit der DNA oder
Boten-RNA (mRNA) epigenetisch zu regulieren. Zu diesen epigenetisch regulierenden ncRNAs
gehoren die kleinen ncRNAs mit einer Liange von ungefdahr 25 Nukleotiden, wie miRNAs und
siRNAs (Carthew & Sontheimer, 2009), und die langen ncRNAs mit iiber 200 Nukleotiden.
Einzelstrangige RNAs (ssRNA) bilden durch Schleifen kurze nicht vollstindige doppelstrangige
RNAs (dsRNAs). Diese werden durch die RNase III Endoribonuklease, auch Dicer genannt,
zurechtgeschnitten. Nach Abbau eines Stranges werden diese miRNAs (engl.: micro RNAs) dann
vom RNA-induzierten Stilllegungs-Komplex RISC (engl.: RNA-induced silencing complex) an die
mRNA mit der komplementiren Zielsequenz befordert. Dieser Mechanismus wird RNA-Interferenz
(RNAi) genannt Die Anlagerung der miRNAs an die 3'-NTR (nicht-translatierten Region) der
mRNA fiihrt dann zur Inhibition der Translation oder zum Abbau der gebundenen mRNAs. In
einigen Fdllen kann die Bindung der miRNA an die mRNA auch zu einer Aktivierung der
Translation fiihren (Vasudevan & Steitz, 2007; Vasudevan u. a., 2007). Die sogenannten siRNAs
(engl.: short interfering RNAs) entstehen durch bidirektionale Transkription und kdnnen durch
direkte Bindung an die DNA die Transkription der Zielgene verhindern. Die langen ncRNAs sind
vorwiegend bei der X-Chromosom Inaktivierung in Sdugetieren beteiligt.

A.5. Regulation der Genexpression und Gen-Stilllegung

Die epigenetische Regulation der Genexpression wird hauptsidchlich beeinflusst durch DNA-
Methylierung, Histon-Modifikation und nicht-kodierende RNA. Das Abschalten von Genen (engl.:
gene silencing) spielt eine Rolle in zahlreichen Prozessen, wie z. B. bei der genomischen Priagung,
Entwicklung, Krebsentstehung, X-Chromosom Inaktivierung und bei der Entstehung genetischer
Erkrankungen.

DNMT and HDAC connection DNMT and HMT connection

Propagation of
silenced epigenetic states

G
MBD and HDAC connection MBD and HMT connection

_@_‘t

Abbildung 4: Zusammenspiel von DNA-Methylierung und Histon-Modifikation bei der Gen-Stilllegung.* Erklirung siche Text.
*Aus: (Brenner & Fuks, 2006)
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Aufgrund der Assoziation zwischen DNMT1 und HDAC kommt es zur gleichzeitigen DNA-
Methylierung und Deacetylierung der Histone, was fiir die Ausbildung von Heterochromatin
verantwortlich ist (Fuks u. a., 2000). DNA-Methylierung kann die Bindung von
Transkriptionsfaktoren direkt inhibieren oder aber indirekt durch Bindung von Methyl-CpG-
Bindungsdoméne (MBD) Proteinen an die methylierten CpG-Folgen. Dadurch werden weitere
Faktoren wie HDAC (Jones u. a., 1998; Nan u. a., 1998) und HMT (Fuks u. a., 2003b) an die DNA
rekrutiert. Die HMT kann mit Hilfe des Adaptorproteins, dem Heterochromatin Protein 1 (HP1), die
deacetylierten Histone methylieren und gleichzeitig tiber das HP1 mit der DNMT interagieren
(Jackson u. a., 2002; Fuks u. a., 2003a; Lehnertz u. a., 2003; Selker u. a., 2003). Eine Methylierung
des Histons H3 am Lysin 9 (H3K9) (Rea u. a., 2000) ist verbunden mit der Repression der
Transkription, wohingegen die Methylierung von Histon H3 am Lysin 4 (H3K4) mit einer
Genaktivierung verkniipft ist. Durch Bindung von DNMT3L an nicht-methyliertes H3K4 wird die
DNMT?3A an die DNA gelenkt und es kann die de novo CpG-Methylierung der DNA erfolgen (Ooi
u. a.,2007).

An der Gen-Stilllegung konnen aber auch nicht-kodierende RNAs beteiligt sein, die bei Bindung an
die DNA zur Rekrutierung von DNMT, HP1 und HMT, und damit zur Ausbildung und Ausbreitung
von Heterochromatin fithren (Wassenegger u. a., 1994; Verdel u. a., 2009).

Um die Ausbreitung von Heterochromatin iiber die gesamte DNA und die euchromatischen Gene
von heterochromatischen Bereichen der DNA abzugrenzen, werden die als Barrieren fungierenden
Insulator-Elemente benotigt (Bell u. a., 2001). Diese werden spezifisch von Proteinen gebunden.
Bei Wirbeltieren handelt es sich dabei um das Zinkfinger Protein CTCF (engl.: CCCTC-binding
factor) (Bell u. a., 1999). Durch kombinatorische Verwendung der 11 Zinkfinger konnen ungefahr
50 bp lange DNA-Abschnitte, die Sequenzhomologie aufweisen, gebunden werden, was zur
Ausbildung einer Schleife (engl.: loop) aus Chromatin fiihrt (Filippova, 2008; Phillips & Corces,
2009). Des weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Bindung von CTCF an die
Erkennungssequenz durch eine Methylierung der DNA geblockt wird (Bell & Felsenfeld, 2000;
Hark u. a., 2000). AuBerdem spielt die Kolokalisation von CTCF mit Cohesin eine Rolle (Parelho
u. a., 2008; Stedman u. a., 2008; Wendt u. a., 2008).

A.6. Krebsentstehung

Die Entstehung maligner (bdsartiger) Tumore ist sehr komplex. In diesem Kapitel werden deshalb
nur einige epigenetische Aspekte der Krebsentstehung betrachtet. In Tumorzellen sind zwei grofe
Gen-Gruppen entweder genetisch durch Mutationen oder epigenetisch durch DNA-Methylierung
(Feinberg & Vogelstein, 1983; Gama-Sosa u. a., 1983; Goelz u. a., 1985), Histon-Modifikationen
(Orr & Hamilton, 2007; Kampranis & Tsichlis, 2009) und nicht-kodierende RNAs (Garzon u. a.,
2009) verdndert. Die betroffenen Gen-Gruppen sind an der Steuerung der Proliferation
(Zellteilung), Apoptose (programmierter Zelltod) und Differenzierung beteiligt. Zelluldre
Protoonkogene kodieren meist fiir Komponenten von Signalketten. Eine Verdnderung fiihrt zur
Aktivierung oder Steigerung der Genexpression (engl.: gain of function). Im Gegensatz dazu
kodieren Tumorsuppressorgene fiir Proteine, die als negative Regulatoren des Zellzyklus fungieren
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und deren Genexpression durch Verdnderungen herabgesetzt oder abgeschaltet wird (engl.: loss of
function). In Tumorzellen findet man hdufig abnormale DNA-Methylierungsmuster. Die
tiberwiegende Abnahme von genomischem 5-mC (globale DNA-Hypomethylierung) fiihrt zu einer
Aktivierung von Protoonkogenen (Feinberg & Vogelstein, 1983; Gama-Sosa u. a., 1983; Goelz u.
a., 1985). Im Gegensatz dazu ist die Expression vieler Tumorsuppressorgene durch verstirkte
Methylierung (DNA-Hypermethylierung) abgeschaltet (Jones & Baylin, 2002). Eine
Demethylierung des Histons H4 am Lysin 20 ist zudem mit einem stark dekondensierten Chromatin
verbunden (Van Den Broeck u. a., 2008). Wéhrend der Zellteilung kann das stark dekondensierte
Chromatin zu genomischer Instabilitit und zu abnormalen Chromosomenveridnderungen fiihren
(Tuck-Muller u. a., 2000). In normalen Zellen ist das Gen fiir die Telomerase (ATERT) durch
deacetylierte Histone stillgelegt, dadurch kommt es zu einer Verkiirzung der Telomere bei
fortlaufender Zellteilung und dem damit verbundenen Zelltod fiihrt. In Tumorzellen kommt es
deshalb zu einer Reaktivierung des ATERT Promotors, was eine Immortalisierung der Zellen nach
sich zieht (Kelland, 2007). Wéhrend der malignen Transformation wird die Transkription ncRNAs
meist herabgesetzt (Lu u. a., 2005). Zudem vermutet man auch, dass einige ncRNAs selbst als
Tumorsuppressorgene oder Protoonkogene fungieren oder an deren Genregulation beteiligt sind
(Finoux & Chartrand, 2008).

A.7. Genomische Pragung

In Saugetieren ist sowohl das maternale als auch das paternale Genom fiir eine normale
Entwicklung notwendig (McGrath & Solter, 1984). Die meisten Gene in den diploiden somatischen
Zellen werden biallelisch exprimiert, das heifit die Transkription erfolgt am maternal und paternal
ererbten Allel (Genvariante). Zudem gibt es einige Gene oder Gen-Cluster, die einer epigenetischen
Regulation durch genomische Pragung (engl.: genomic imprinting) unterliegen (Barlow u. a., 1991;
Bartolomei u. a., 1991; DeChiara u. a., 1991). Bei diesem Vorgang ist die elterliche Herkunft eines
Chromosoms entscheidend. Obwohl beide Allele die gleiche DNA-Sequenz besitzen, wird durch
Gen-Stilllegung nur eines der beiden Allele exprimiert (uniparentale Genexpression), je nachdem ob
zuletzt eine maternale oder paternale Meiose durchlaufen wurde. Im Embryo wird in den
primordialen Geschlechtszellen das Methylierungsmuster nahezu vollstindig geloscht (Hajkova u.
a., 2002; Li, 2002; Yamazaki u. a., 2003). Nach der genomweiten Reprogrammierung werden dann
die Geschlechts-spezifischen Methylierungsmuster der Gameten (Keimzellen) wihrend der
weiblichen Oogenese oder der ménnlichen Spermiogenese wieder angelegt (Barlow, 1995). Zudem
sind auch Histon-Modifikationen und nicht-kodierende RNAs bei der genomischen Priagung
involviert (Sha, 2008; Koerner u. a., 2009). Dieser Vorgang unterliegt einer strikten Kontrolle, und
Storungen der normalen genomischen Pragung fiihren zu zahlreichen Krankheiten, die auf
Verdnderungen in der Entwicklung und dem Verhalten zuriickzufiihren sind. Eine gestorte
genomische Prigung kann aber auch Ursache fiir eine verdnderte Zellteilung sein und spielt deshalb
oft auch eine Rolle bei der Krebsentstehung.
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A.8. Entwicklung und epigenetische Reprogrammierung

Die normale Entwicklung bei Sdugern ist essentiell von der epigenetischen Regulation durch DNA-
Methylierung abhédngig (Li, 2002). Die haploiden Gametengenome in den Spermatocyten und
Oocyten sind stark methyliert, unterscheiden sich jedoch hinsichtlich der geschlechtsspezifischen
Expression genomisch gepriagter Gene (Reik u. a., 2001). Die Embryonalentwicklung beginnt mit
der Befruchtung der Eizelle durch ein Spermium. Die daraus entstehende Zygote ist in der Lage,
sich in alle Zelltypen eines vollstindigen Organismus zu differenzieren. Um diese Totipotenz zu
ermOglichen, ist jedoch zunidchst eine genomweite epigenetische Reprogammierung beider
parentaler Genome in der frithen Embryonalentwicklung notwendig. Maternale und paternale
Chromosomen werden wihrend der Praimplantationsphase im Mausembryo unterschiedlich
demethyliert (Santos u. a., 2002). Die aktive Demethylierung des paternalen Genoms erfolgt sehr
schnell noch vor der ersten Teilung der Zygote durch eine maternale Demethylase-Aktivitét
(Oswald u. a., 2000). Die Expression von TET3 ist in den Oocyten und Zygoten sehr stark, dadurch
kommt es beim paternalen Genom vermutlich zur enzymatischen Umwandlung von 5-mC in 5-
hmC, welches nur im ménnlichen Vorkern nachgewiesen werden konnte (Gu u. a., 2011; Wossidlo
u. a., 2011). Das maternale Genom und paternal geprdgte Regionen sind vor der Umwandlung
geschiitzt und werden nicht demethyliert. Ab dem Zwei-Zell-Stadium des Embryos wird das
maternale Genom in Abwesenheit von Instandhaltungs-Methyltransferasen passiv liber mehrere
Replikationsrunden hinweg demethyliert. Es scheint so, dass die eigentliche Demethylierung des 5-
hmC modifizierten paternalen Genoms dann allerdings ebenfalls passiv durch DNA-Replikation
erfolgt (Inoue & Zhang, 2011; Igbal u. a., 2011). Im Morula Stadium sind beide parentalen
Methylierungsniveaus gleich niedrig (Mayer u. a., 2000). Neue somatische Methylierungsmuster
werden im Mausembryo wéhrend der Differenzierung Zelltyp-spezifisch wieder angelegt (Li u. a.,
1992; Okano u. a., 1999). Beide parentalen Allele erhalten das gleiche DNA-Methylierungsmuster,
das bei der Zellteilung stabil weitergegeben wird. Im Blastozysten Stadium unterscheidet man zwei
unterschiedlich differenzierte Zelltypen. Die innere Zellmasse, bestehend aus pluripotenten
embryonalen Stammzellen, entwickelt sich weiter zum adulten Tier. Die von der inneren Zellmasse
abstammenden embryonalen Zellen weisen einen stirkeren Methylierungsgrad auf als die
extraembryonalen Trophoblasten Zellen, die fiir die Bildung der Plazenta zustindig sind. Geprégte
Gene sind von dieser ersten genomweiten Reprogrammierung nicht betroffen und behalten ihre
urspriinglichen Methylierungsmuster. Die methyliert gepragten Gene werden nicht demethyliert und
die nicht-methyliert geprigten Gene werden nicht methyliert. Die innere Zellmasse entwickelt sich
im Gastrula Stadium weiter zu den multipotenten somatischen Stammzellen, die die drei
Keimblitter, das Ektoderm, Mesoderm und Endoderm, bilden. Wahrend der weiteren Entwicklung
differenzieren sich diese dann zu allen spezialisierten Zellen des Organismus. In den primordialen
Keimzellen, den Vorldufern der eigentlichen Keimzellen im Embryo, beginnt durch Demethylierung
eine zweite genomweite Reprogrammierung. Bei der Reifung der Keimzellen im adulten Tier
(Gametogenese) werden dann neue Methylierungsmuster geschlechtsspezifisch wieder angelegt.
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A.9. X-Chromosom Inaktivierung

Die Anzahl von X-Chromosomen unterscheidet sich in weiblichen und ménnlichen Zellen, wobei
Weibchen zwei und Minnchen ein X-Chromosom besitzen. Um die Gendosis zwischen beiden
Geschlechtern fiir alle X-chromosomalen Gene in Balance zu halten, gibt es verschiedene
Mechanismen zur Dosis-Kompensation. Bei der Fruchtfliege Drosophila melanogaster wird die
Genexpression beim einzigen X-Chromosom der Ménnchen um das doppelte verstarkt (Lucchesi &
Manning, 1987). Im Fadenwurm Caenorhabditits elegans erfolgt die Dosis-Kompensation in den
weiblichen Zellen durch Reduktion der Genexpression bei beiden X-Chromosomen um die Hélfte
im Vergleich zum méannlichen X-Chromosom (Meyer & Casson, 1986). In den Zellen weiblicher
Séugetiere wird wéhrend der Embryonalentwicklung ein X-Chromosom weitestgehend genetisch
stillgelegt. Dieser Vorgang wird als X-Chromosom Inaktivierung bezeichnet (Lyon, 1961). Die
Wahl, ob das maternale oder paternale X-Chromosom inaktiviert werden soll, erfolgt in der inneren
Zellmasse rein zufillig. Die Information, welches X-Chromosom inaktiviert wurde, wird
anschlieBend wihrend der Zellteilung stabil weitergegeben, sodass Zellklone mit maternal oder
paternal inaktiviertem X-Chromosom entstehen. Weibliche Séugetiere sind hinsichtlich der
Expression X-chromosomaler Gene Mosaike. Ein heterozygoter Zustand der Allele hat deshalb bei
Frauen meist keine schwerwiegenden Konsequenzen bei bestimmten X-chromosomalen
Erbkrankheiten. Die X-Chromosom Inaktivierung in den embryonalen Stammzellen der inneren
Zellmasse beginnt als ein aktiver Vorgang in einer als XIC (X-Inaktivierungszentrum, engl.: X-
inactivation center) bezeichneten Region in der Mitte des X-Chromosoms (Russell, 1963). Bei der
X-Chromosom Inaktivierung spielen zwei lange ncRNAs eine Rolle, die 15 kbp lange Xist-RNA
(Brockdorff u. a., 1992) und die 40 kbp lange 75ix-RNA. Beide Gene befinden sich in der XIC
Region des X-Chromosoms, wobei 7six das Antisense-Transkript von Xist ist und dessen
Genexpression reguliert. Die Transkription von 7six ist vor der X-Chromosom Inaktivierung
verstarkt. Mit Beginn der X-Chromosom Inaktivierung wird dann Xist stirker exprimiert und die
Anlagerung an das entsprechende X-Chromosom stabilisiert, dies hat die cis Inaktivierung in beide
Richtungen zur Folge. Die damit verbundene Abschaltung der Genexpression ist nicht vollstindig.
Einige Gene bleiben aktiv, darunter das Xis-Gen zur Aufrechterhaltung des inaktiven Zustandes
(Brown u. a., 1991). Gene, die ein Gegenstiick auf dem Y-Chromosom haben, bleiben ebenfalls
aktiv. In diesen Fillen wird vermutlich fiir die Entwicklung eine doppelte Gendosis bendtigt.
Zudem vermutet man, dass es wiahrend der X-Chromosom Inaktivierung zu einer Bindung von Xist
an Tsix, und der damit verbundenen Entstehung einer dsRNA, kommt. Diese wird dann bei dem
Prozess der RNAi von dem Enzym Dicer prozessiert. Die entstehenden Fragmente sind, ebenso wie
Xist selbst, an der Verdichtung und Ausbreitung des Chromatins als Heterochromatin iiber das
gesamte X-Chromosom, durch Methylierung der Histone auf dem zukiinftigen inaktiven X-
Chromosom, beteiligt (Clemson u. a., 1996; Ogawa u. a., 2008). Nach X-Chromosom Inaktivierung
erfolgt die Expression von 7six dann nur noch auf dem aktiven X-Chromosom (Lee & Lu, 1999),
wo Tsix die Transkription von Xist auf dem aktiven X-Chromosoms durch Bindung an die DNA
reguliert. Die Rekrutierung von DNMT3A hat dann die Inaktivierung des Xist-Promotors auf dem
aktiven X-Chromosom durch DNA-Methylierung zur Folge (Sun u. a., 2006). Das Niveau der
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jeweiligen Transkription entscheidet also, ob das entsprechende X-Chromosom aktiv oder inaktiv
ist. Wahrend 75ix ausschlieBlich auf dem aktiven X-Chromosom exprimiert wird und Xis¢ stillgelegt
ist, ist es auf dem inaktiven X-Chromosom genau umgekehrt. Das heterochromatische X-
Chromosom, auch als Barr-Kdorperchen (engl.: Barr bodies) bezeichnet (Barr & Bertram, 1949), ist
meist in den peripheren Regionen des Zellkerns lokalisiert. Die Replikation erfolgt erst spit in der
S-Phase des Zellzyklus im Vergleich zum genetisch aktiven, euchromatischen X-Chromosom. Die
X-Chromosom Inaktivierung ist ein reversibler Mechanismus und wird in den primordialen
Keimzellen wieder riickgéngig gemacht.

A.10. Erkrankungen mit instabilen Trinukleotid-Repetitionen

Im menschlichen Genom treten eine Reihe von Tandem-Wiederholungen aus Trinukleotiden auf.
Diese Repetitionen sind kurz und bleiben wihrend der Weitergabe an die nidchste Generation in
ithrer Linge meist stabil. Erreicht die Anzahl von Trinukleotid-Repetitionen (TNR) jedoch einen
gewissen Schwellenwert, werden diese instabil und expandieren bei der nidchsten Generation (engl.:
repeat instability). Erkrankungen mit instabilen TNR treten dann ab einer bestimmten Anhdufung
von Wiederholungen auf. Fast 30 schwere Erkrankungen, meist Nerven und Muskeln betreffend,
sind beim Menschen bekannt, die durch Instabilitit von TNR, einer dynamischen Mutation,
verursacht werden (Mirkin, 2007; McMurray, 2010). Man unterscheidet TNR aufgrund ihrer Lage
in dem entsprechenden Gen. TNR konnen in der kodierenden Region eines Genes (Exons) auftreten
(z. B. Chorea Huntington HD, 5'-(CAG)n-3"), was zu einer verdnderten Proteinstruktur wéhrend der
Translation fithrt. Befinden sich TNR im nicht-kodierenden Bereich, werden diese zwar
transkribiert, aber nicht translatiert. Sie konnen dabei im 5'-Ende (z. B. fragiles X Syndrom FXS, 5'-
(CGG)n-3"), 3'-Ende oder in Introns zu finden sein. Instabilitit von TNR fiihrt innerhalb einer
Generation meist zu einer Verldngerung von n < 10 Einheiten bei kodierenden TNR, bei nicht-
kodierenden TNR hingegen von 100 <n < 1000 Einheiten.

Ausgangspunkt fiir eine Expansion von TNR konnte die Ausbildung einer Schleife (engl.: loop
formation) aus einzelstrangiger DNA (ssDNA) sein, die dann in die doppelstrangige DNA (dsDNA)
eingebaut wird. Man vermutet, dass in ruhenden Zellen solche Schleifen durch Einzelstrang-Briiche
wihrend der DNA-Reparatur von mutierten Basen oder Nukleotiden entstehen (Kovtun u. a., 2007).
Der genaue Mechanismus ist jedoch unverstanden. In sich teilenden Zellen konnten solche
Schleifen durch Verrutschen (engl.: slippage) eines DNA-Stranges wihrend der DNA-Replikation
entstehen (Petruska u. a., 1998; Hartenstine u. a., 2000). Ein Verrutschen beim Matrizen-Stranges
fithrt zur Deletion, beim Tochter-Strang hingegen zu einer Insertion von DNA. Die Entstehung
kleiner Schleifen wird normalerweise vom Reparatur-Mechanismus erkannt und korrigiert, bleibt
dies jedoch aus, kann es dann zur Integration und damit zur Expansion der DNA kommen. In sich
teilenden Zellen erfolgt der Einbau vermutlich wéhrend der DNA-Replikation, wohingegen in
ruhenden Zellen der Mechanismus bisher nicht aufgedeckt werden konnte.

A.10.1. Chorea Huntington

Chorea Huntington oder Veitstanz (engl.: Huntingtons's disease, HD; [MIM 143100]) wurde im
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Jahre 1872 zum ersten Mal von dem New Yorker Arzt George Huntington beschrieben, als eine
erbliche Krankheit, die mit psychischen Storungen, sowie einer Neigung zum Selbstmord
einhergeht, und bei der schwere Symptome aber erst im Erwachsenenalter auftreten (Huntington,
1872). Der Ausbruch der Erkrankung erfolgt meist zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr (Chandler
u. a., 1960), nimmt dann aber einen progressiven Krankheitsverlauf an, der bereits nach ungefdahr
17 Jahren mit dem Tod endet. Typische Krankheitssymptome sind psychische Beschwerden,
hervorgerufen durch eine Degenerierung von Neuronen, eine verdnderte Wahrnehmung und eine
gestorte Motorik. Zu Beginn der Erkrankung sind es meist unwillkiirliche Muskelbewegungen, bis
hin zu herumschleudernden Bewegungen von Armen und Beinen (Chorea, griech.: Tanz). Im
spateren Krankheitsverlauf handelt es sich dann aber eher um eine Verkrampfung oder Versteifung
der Muskulatur. Die Héufigkeit liegt bei ungefdhr 5/100000, wobei es sich bei weniger als 10%
aller HD Faille um die juvenile (kindliche) Form handelt, bei der es bereits vor dem 20. Lebensjahr
zum Ausbruch der Erkrankung mit einem schwerem Krankheitsverlauf kommt (Nance & Myers,
2001). Das HD verursachende Gen wurde 1992 auf dem kurzen Arm von Chromosom 4 (4p16.3)
lokalisiert (MacDonald u. a., 1992). Das HTT Gen [MIM 613004] kodiert fiir das ubiquitér
exprimierte Huntingtin Protein (Hoogeveen u. a., 1993). Der Genombereich umfasst 180 kbp mit 67
Exons (Ambrose u. a., 1994). Chorea Huntington wird verursacht durch instabile Expansion einer
5'-(CAG)n-3' Trinukleotid-Repetition im Exon 1 (MacDonald u. a., 1993), dabei betrigt die normale
Anzahl n = 6-29, bei der Pramutation n = 29-35 und bei HD Patienten n > 35. Das Trinukleotid 5'-
CAG-3' kodiert dabei fiir die Aminosdure Glutamin (Q). Das mutierte Huntingtin Protein besitzt am
aminoterminalen Ende ein expandiertes Polyglutamin poly(Q). Die Vererbung von Chorea
Huntington erfolgt autosomal dominant. Homozygote Triger zeigen phénotypisch allerdings keine
Unterschiede zu den normalerweise heterozygoten HD Patienten (Wexler u. a., 1987). Da die
Expansion der Repetition nicht zur Gen-Stilllegung des Vollmutation-Alleles fiihrt (Ambrose u. a.,
1994), wird der dominante Phénotyp vermutlich durch eine verénderte und moglicherweise toxische
Funktion des Proteins hervorgerufen (engl.: gain of function mutation). Das normale Huntingtin
kommt sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern vor (De Rooij u. a., 1996), wo es durch
Bindung an Transkriptionsfaktoren die Transkription reguliert (Zuccato u. a., 2001). Zudem ist es
vermutlich auch am intrazelluldren Transport beteiligt (Gauthier u. a., 2004). Das aminoterminale
Ende ist dabei fiir den Transport zwischen Zellkern und Cytoplasma verantwortlich und durch
Expansion der 5'-(CAG)n-3' Repetition kann dieser Transport nicht mehr stattfinden, weshalb es zur
Akkumulierung von mutiertem Huntingtin im Zellkern kommt (Cornett u. a., 2005). Daraus kénnen
Huntingtin-Aggregate entstehen und sich in Form von neuronalen Zellkern-Einschliissen (engl.:
neuronal intranuclear inclusions) ablagern (DiFiglia u. a., 1997), vermutlich spielt dabei auch die
Inhibierung der Proteolyse eine Rolle (Dyer & McMurray, 2001). Bei Chorea Huntington kann es
nur bei der Weitergabe iiber den Vater (paternale Transmission) zur Verlingerung einer Pramutation
zur Vollmutation und zu groflen Expansionen von n > 7 kommen (Kremer u. a., 1995; Norremeolle
u. a., 1995). Instabilitit der 5'-(CAG)n-3"' Repetition kann sowohl in den somatischen Zellen als
auch in den Zellen der Keimbahn auftreten (Telenius u. a., 1994). In den post-mitotischen Zellen
des Gehirns konnte Gewebe-spezifisch eine starke somatische Instabilitdt expandierter 5'-(CAG)n-3'
Repetitionen nachgewiesen werden (Telenius u. a., 1994). Zudem konnen groBe Verldngerungen
von 5'-(CAG)n-3' Repetitionen auch in den verschiedenen Stadien der ménnlichen Keimzell-
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Reifung zustande kommen (Yoon u. a., 2003). Die Spermatogonien im Mann regenerieren sich
durch mitotische Zellteilung ein Leben, trotzdem korreliert die Instabilitdt der TNR nicht mit dem
Alter des Vaters.

A.10.2. Fragiles X Syndrom

Im Metaphase-Chromosom erscheinen fragile Stellen (engl.: fragile sites) als Liicken,
Einschniirungen oder Briiche, hervorgerufen durch eine spezifische Behandlung wihrend der
Zellkultur (Sutherland, 1977). Die ,,allgemeinen (engl.: common) fragilen Stellen lassen sich bei
den Metaphase-Chromosomen aller Individuen finden, wohingegen die ,,seltenen” (engl.: rare)
fragilen Stellen bei weniger als 5% der Metaphase-Chromosomen zu finden sind und meist durch
Expansion von Tandem-Nukleotid-Repetitionen in der Sequenz auftreten. Bis heute konnten 89
»allgemeine* und 30 ,seltene* fragile Stellen identifiziert werden (Debacker & Kooy, 2007). Im
Jahre 1969 konnten cytogenetische Untersuchungen bei zwei Briidern mit geistiger Behinderung
eine ,,seltene* fragile Stelle FRAXA am langen Arm des X-Chromosoms aufzeigen (Lubs, 1969).
Jedoch konnte dieser Befund erst durch Versuche mit Zellkulturmedium ohne Folsdure bestétigt
werden (Sutherland, 1977). Bei der Kultivierung von Zellen aus Patienten ist es dabei zu einer
aufgelockerten Chromatinstruktur am distalen Ende des langen Armes auf dem X-Chromosom
gekommen, die durch einen Mangel an Thymidinmonophosphat hervorgerufen wurde (Abbildung
5).

Abbildung 5: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines normalen und fragilen X-Chromosoms.’ (A) normales X-
Chromosom, (B) fragiles X-Chromosom.

’Aus: (Harrison u. a., 1983), modifiziert

Das mit der Folat-sensitiven fragilen Stelle FRAXA assoziierte FMRI (engl.: fragile X mental
retardation 1) Gen [MIM 309550] wurde im Jahr 1991 von mehreren Gruppen gleichzeitig entdeckt
(Kremer u. a., 1991; Oberle u. a., 1991; Verkerk u. a., 1991). Das FMR1 Gen bei der Bande Xq27.3
auf dem X-Chromosom beinhaltet 17 Exons in einem Genombereich von 38 kbp (Eichler u. a.,
1993). Alternatives Spleilen fiihrt zur Bildung von 4 verschiedenen FMR1 Proteinen (FMRP)
(Verheij u. a., 1993). In der 5'-NTR (nicht-translatierten Region) des ersten Exons befindet sich eine
5'-(CGG)n-3' Repetition (Ashley u. a., 1993b), wobei je nach Liange und Methylierung der 5'-
(CGG)n-3' Repetition vier verschiedene Allele des FMRI Gens vorkommen konnen (Abbildung 6).
Der normale Wildtyp (WT) weist eine Anzahl von n = 5-50 Wiederholungen auf und wird von AGG
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Trinukleotiden unterbrochen, die vermutlich eine Stabilisierung bewirken (Kunst u. a., 1997). Eine
Expansion der 5'-(CGG)n-3' Repetitionen resultiert zunichst in einer instabilen Prdmutation (PM),
wenn n = 50-200 Wiederholungen umfasst. Von einer Vollmutation (FM) spricht man, wenn die
kritische Anzahl von n > 200 Wiederholungen {iiberschritten wird, und es zu einer massiven
Verlangerung der 5'-(CGG)n-3' Repetition kommt (Yu u. a., 1991). Meistens erfolgt dann um die
10.-12. Woche der Embryonalentwicklung eine Methylierung der 5'-(CGG)n-3' Repetition und des
FMRI1 Promotors (Willemsen u. a., 2002), was zur Gen-Stilllegung und damit zum Verlust des
FMRP fiihrt (Devys u. a., 1992). In seltenen Féllen kann die Methylierung der Vollmutation jedoch
ausbleiben (UFM), so dass die Transkriptionsaktivitidt des FMRI Gens weiter aktiv bleibt (Smeets
u. a., 1995; Pietrobono u. a., 2005; Tabolacci u. a., 2008).

WwT _. ATG mRNA FMRP
—hs-ssccc ,[_:Cxonl ]-”_ 3UTR :>£$:> :. :.
T
PM Iﬂf -
-i 56-200CGG I Exon 1 }-//_ 3'UTR :>C¥°£|:> : :
) SUTR @%wc?e
™ ATG
S'UTR
UFM ATG
—i >2'|;::GG I Exon 1 }-//- 3UTR |:>§£I:> : :
SUTR ?9@@

Abbildung 6: Die vier verschiedenen Allele des FMR1 Gens.® WT = Wildtyp; PM = Primutation; FM = Vollmutation, UFM =
nicht-methylierte Vollmutation. Erkldrung siehe Text.

°Aus: (Pirozzi u. a., 2011)

Die instabile Amplifikation der 5'-(CGG)n-3' Repetition im FMRI Gen kann zu drei phinotypisch
verschiedenen Krankheiten (,,FRAXopathien*) fiihren, das sind die fragile X assoziierte vorzeitige
Ovarialinsuffizienz, das fragile X assoziierte Tremor/Ataxie Syndrom und das fragile X Syndrom
(Pirozzi u. a., 2011). Die fragile X assoziierte vorzeitige Ovarialinsuffizienz (engl.: fragile X
associated premature ovarian insufficiency, FXPOI; [MIM 300624]), das heit das Erreichen der
Menopause bereits vor dem 40. Lebensjahr, kann bei ungefihr 20% der Frauen mit einer
Pramutation auf einem X-Chromosom auftreten (Murray u. a., 1998). Vor allem die ménnlichen
Trager einer Primutation konnen ab dem 50. Lebensjahr hingegen an dem fragilen X assoziierten
Tremor/Ataxie Syndrom (engl.: fragile X associated tremor/ataxia syndrome, FXTAS, [MIM
300623]) erkranken. Die Hauptsymptome beim FXTAS sind ein Zittern bei zielgerichteten
Bewegungen (Intentionstremor) und UnregelmiBigkeiten beim Gehen (Gangataxien),
hervorgerufen durch einen Verlust von Neuronen (Neurodegeneration). Man vermutet, dass die
Symptome durch einem toxischen gain of function Effekt der FMRI mRNA hervorgerufen werden,
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der entweder auf den 2-4fach erhdhten mRNA Spiegel (Hagerman u. a., 2001; Leehey u. a., 2003)
oder auf die zur Primutation expandierte 5'-(CGG)n-3' Repetition (Handa u. a., 2005)
zuriickzufiihren ist. Zudem konnte man FMRI mRNA in Zellkerneinschliissen in den Neuronen
nachweisen (Tassone u. a., 2004; Iwahashi u. a., 2006). Das fragile X Syndrom oder Martin-Bell
Syndrom (engl.: fragile X syndrome, FXS; [MIM 300624]) (Santoro u. a., 2011) wurde erstmalig im
Jahre 1943, als eine geistige Behinderung, die geschlechtsspezifisch mit dem X-Chromosom vererbt
wird, beschrieben (Martin & Bell, 1943). Mit einer Frequenz von etwa 1/4000 Ménnern (Turner u.
a., 1996) und 1/8000 Frauen ist das FXS somit die hdufigste Ursache fiir eine erblich bedingte
geistige Entwicklungsstérung. Das phédnotypische Hauptsymptom vom FXS ist die gestorte
Entwicklung der Nervenzellen, was zu einer schweren geistigen Behinderung mit IQ-Werten von
ungefahr 40 fiihrt, hervorgerufen durch den Verlust (/oss of function Mutation) vom FMRP. Zudem
treten hdufig auch Dysmorphien des Gesichtes und mit Eintritt in die Pubertéit auch eine
VergrofBerung der Hoden (Makroorchidismus) auf. Spezifische Verhaltensmerkmale wie
Wautausbriiche, psychische Labilitdt, Stimmungsschwankungen, geringer Augenkontrakt,
Armwedeln und Handbeiflen sind ebenso kennzeichnend fiir das Krankheitsbild.

Das FMRP mit nukledrem und cytoplasmatischen Lokalisationssignal fungiert als Transportprotein
(engl.: shuttle protein) (Eberhart u. a., 1996). Die Expression von FMRP in Sdugetieren erfolgt
vorwiegend in den Neuronen des Gehirns und den Spermatogonien der Hoden (Devys u. a., 1993).
Die drei RNA-Bindedominen des FMRP dienen der selektiven Bindung von mRNA, auch der
eigenen (Ashley u. a., 1993a; Siomi u. a., 1993). Der entstehende Komplex aus Protein und mRNA
interagiert dann mit den Polyribosomen und verhindert so die Translation der gebundenen mRNA in
Protein (Laggerbauer u. a., 2001; Li u. a., 2001), Das FMRP kann als phosphorylierte und nicht-
phosphorylierte Form vorliegen. Jedoch fungiert nur das phosphorylierte FMRP als negativer
Regulator der Translation, wohingegen bei nicht-phosphoryliertem FMRP die Translation
fortgesetzt wird (Ceman u. a., 2003). Weitere Studien konnten zeigen, dass FMRP sowohl mit dem
Dicer (Caudy u. a., 2002; Ishizuka u. a., 2002) als auch mit spezifischen miRNAs interagiert (Jin u.
a., 2004b), dies lasst auf eine Regulation der gebundenen mRNAs durch RNAi schlieBen. Eine
Bindung von FMRP an den Dicer kann allerdings nur in der nicht-phosphorylierten Form
stattfinden. Die Dephosphorylierung des FMRP fiihrt zu einer Aktivierung der Translation durch
gebundene miRNA, wohingegen die Phosphorylierung von FMRP auch hier eine Inhibierung der
Translation bewirkt (Cheever & Ceman, 2009). Man vermutet, dass FMRP vor allem bei der
metabotropen Glutamat-Rezeptor-abhingigen Langzeit-Depression (mGluR-LTD) eine Rolle spielt
(Bear u. a., 2004). Die Entwicklung und Funktion der Dendriten (synaptische Plastizitét) hdngt von
der lokalen Proteinsynthese ab. Im Zellkern bindet phosphoryliertes FMRP an die mRNA.
AnschlieBend erfolgt der aktive neuronale Transport zu den Dendriten iiber die Granula (Kanai wu.
a., 2004), wo FMRP als Adapter zwischen der gebundenen mRNA und dem Kinesin fungiert
(Davidovic u. a., 2007). Aufgrund eines synaptischen Signales wird der mGluR aktiviert, dies fiihrt
iiber einen Signalweg zur Dephosphorylierung von FMRP, was dann die Translation der
gebundenen mRNA ermdglicht. Die Anreicherung der Proteine bewirkt die Aktivierung der LTD.
Bei FXS Patienten kommt es aufgrund des Fehlens vom FMRP zu einer verstéirkten Proteinsynthese
auch ohne eine Aktivierung des mGluR. Das Resultat ist eine iibertriebene LTD und eine damit
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verbundene dauerhafte Abschwichung der Signaliibertragung, was zur einer reduzierten
synaptischen Plastizitét fiihrt, dem Hauptsymptom von FXS Patienten.

Die Vererbung von FXS folgt nicht dem klassischen X-chromosomalen Erbgang (Sherman u. a.,
1985). Das Risiko an FXS zu erkranken steigt mit jeder Generation, da ldngere Repetitionen leichter
zur Vollmutation expandierten konnen als kiirzere (Heitz u. a., 1992), gleichzeitig nimmt auch der
Schweregrad zu, jedoch das Alter des Ausbruchs der Erkrankung ab (genetische Antizipation).
Minnliche Ubertriiger geben eine fast unverinderte Primutation an die gesunden Tdchter weiter. In
der weiblichen Keimbahn der Tochter (maternale Transmission) kommt es allerdings mit grof3er
Wahrscheinlichkeit dann zur Expansion der Prdmutation zur Vollmutation (Sherman Paradoxon),
was dann zum Ausbruch von FXS bei der ndchsten Generation fiihren kann (Fu u. a., 1991).

Small TNR expansions
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Abbildung 7: Entwicklung der menschlichen Keimzellen.” PGC = primordiale Keimzelle; TNR = Trinukleotid-Repetition; MI =
Meiose [; MII = Meiose II. Erklarung siche Text.

"Aus: (McMurray, 2010)

Die Reifung der weiblichen Eizelle (engl.: oocyte) beginnt bereits wéhrend der
Embryonalentwicklung im Mutterleib. Die groBen Expansionen von TNR finden vermutlich in den,
in Prophase I arretierten, primdren Oocyten statt (Abbildung 7). Da sich diese Zellen nicht teilen,
vermutet man deshalb, dass dabei der Reparatur-Mechanismus eine Rolle spielt. Bei den
miannlichen Tragern einer Vollmutation kann es hingegen zwischen der 13. und 17. Woche der
fotalen Entwicklung im Mutterleib zu einer Kontraktion von langen Repetitionen in den sich durch
Mitose teilenden Spermatogonien (Ursamenzellen) kommen (Abbildung 7) (Malter u. a., 1997).
Das fiihrt dazu, dass Ménner mit Vollmutation in den somatischen Zellen ausschlieBlich Spermien
mit Pramutation haben (Reyniers u. a., 1993, 1999). Man vermutet, dass dabei der Replikations-
Mechanismus benétigt wird (Nichol Edamura u. a., 2005). Zudem kénnen geringe Verdnderungen,
sowohl die Zunahme und als auch die Abnahme von TNR, in den Spermatogonien des Mannes
ebenso wie in den sich nicht mehr teilenden und ausdifferenzierten somatischen Zellen beiden
Geschlechts beobachtet werden. Diese Verdnderungen der TNR konnten die Gewebe-spezifischen
Unterschiede (somatische Mosaike) in den Langen von 5'-(CGG)n-3' Repetitionen erklédren
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(MacKenzie u. a., 2006).

Frauen mit einer Vollmutation auf einem X-Chromosom weisen oftmals auch die fiir FXS
charakteristische geistige Behinderung auf, die jedoch meist viel schwicher ausgeprégt ist. Der
Grund dafiir ist vermutlich, dass es wihrend der weiblichen X-Chromosom Inaktivierung nicht zu
einer bevorzugten Stilllegung des fragilen X-Chromosom kommt. In einigen méinnlichen FXS
Patienten konnen, neben den Zellen mit methylierten Vollmutation-Allelen, auch Zellen mit
Pramutations-Allelen oder nicht-methylierten Vollmutations-Allelen vorkommen (Mosaike) (Oberle
u. a., 1991; Geng u. a., 2000). Zellen mit langen Pramutations-Allelen weisen erhdhte FMRI
mRNA, jedoch verminderte FMRP Mengen im Vergleich zu den normalen Wildtyp-Allelen auf
(Abbildung 6) (Tassone u. a., 2000c; Kenneson u. a., 2001), ebenso ist die Transkriptionsrate der
nicht-methylierten Vollmutations-Allele in den FXS Patienten erhoht (Abbildung 6) (Tassone u. a.,
2000a, 2000b, 2001). Die verstérkte Transkriptionsrate und die damit verbundene gréf3ere Menge an
FMRI mRNA kann zu phénotypischen Symptomen fiithren. Der genaue Mechanismus fiir die
verstirkte Transkription ist allerdings bisher nicht bekannt. Man vermutet, dass durch Expansion
der 5'-(CGG)n-3' Repetition das Chromatin in diesem Bereich stirker dekondensiert vorliegt, und so
der Promoter fiir Transkriptionsfaktoren zugénglicher wird (Tan u. a., 2009). Trotz verstirkter
Transkription kann es aufgrund eines Mangels an FMRP zur Ausprigung des FXS Phinotyps
kommen. Erkliart werden konnte dieses Phdnomen durch eine Inhibierung der Translation der
FMRI mRNA (Primerano u. a., 2002), obwohl eine Translations-Inhibition scheinbar nicht immer
auftritt. Bei den seltenen Féllen der phanotypisch normalen HFM (engl.: high-functioning males)
lassen sich in den Zellen mit nicht-methylierter Vollmutation auch nachweisbare Mengen von
FMRP finden (Smeets u. a., 1995; Pietrobono u. a., 2005; Tabolacci u. a., 2008). Man vermutet,
dass die FMRI mRNA mit der expandierten 5'-(CGG)n-3' Repetition selbst an der Inhibierung der
Translation beteiligt sein konnte. In der frithen Embryonalentwicklung, wéhrend der die
Vollmutations-Allele noch nicht methyliert vorliegen und deshalb transkribiert werden, konnte es
aufgrund der expandierten 5'-(CGG)n-3' Repetition der FMRI mRNA zur Ausbildung einer stabilen
Haarnadel-Struktur aus dsRNA kommen (Sobczak u. a., 2003). Diese dsRNA konnte dann vom
Dicer zu miRNA prozessiert werden. Im Mechanismus der RNA-Interferenz kénnten diese nicht-
kodierenden RNAs dann entweder an die mRNA binden, was die Translation inhibiert wiirde oder
zum Abbau der mRNA fiihren konnte (Handa u. a., 2003; Malinina, 2005; Krol u. a., 2007).
AulBlerdem konnte bei direkter Bindung an die DNA, de novo DNA-Methyltransferasen und Histon-
Methyltransferasen rekrutiert werden, die dann eine Methylierung der DNA und Ausbildung von
Heterochromatin bewirken, und damit die Abschaltung des FMRI Gens (Jin u. a., 2004a). In Zellen
aus FXS Patienten konnte in Zellkultur die FMRI Promotor Aktivitdt in vitro durch Demethylierung
der DNA mit 5-Azadeoxycytidin (5-azadC) wiederhergestellt werden, so dass nachweisbare
Mengen der spezifischen FMRI mRNA und des FMRP gemessen werden konnten (Chiurazzi u. a.,
1998). Seltene Félle von FXS werden durch Punktmutationen im FMRI Gen hervorgerufen (De
Boulle u. a., 1993).

Das 20 kD groBe CGG-Bindeprotein 1 (engl.: CGG-binding protein 1, CGGBP1) (Deissler u. a.,
1996; Miiller-Hartmann u. a., 2000; Naumann u. a., 2004) konnte die Expression des FMRI Gens,
durch spezifische Bindung an die nicht-methylierte doppelstrangige 5'-(CGG)n-3' Repetition mit n >
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5, beeinflussen, jedoch ist dariiber wenig bekannt. Das CGGBP1 Gen mit seinen 4 Exons befindet
sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 3 in der Ndhe des Centromers (Deissler u. a., 1997;
Naumann u. a., 2004). Kiirzlich wurde eine mdgliche Funktionen von CGGBPI als letztes
Verbindungsstiick (engl.: midbody) bevor sich die zwei Tochterzellen trennen und als Regulator der
Zellteilung beschrieben (Singh & Westermark, 2011; Singh wu. a., 2011). Zudem konnte man fiir
einige Erkrankungen mit instabilen TNR die bidirektionale Transkription einer Sense und Antisense
mRNA iiber die TNR nachweisen, was auf eine Beteiligung bei der Gen-Stilllegung vermuten ldsst
(Cho u. a., 2005; Moseley u. a., 2006; Ladd u. a., 2007). Das ASFMRI Gen liegt in der Antisense
Richtung zum FMRI Gen und wird ebenso wie das FMRI Gen bei den Priamutations-Allelen
verstirkt transkribiert und bei den methylierten Vollmutations-Allelen im Vergleich zu den
normalen Allelen nicht transkribiert (Ladd u. a., 2007; Khalil u. a., 2008). Welche Funktion das
ASFMR] Transkript allerdings hat, ist noch nicht bekannt. Zusatzlich konnen TNR flankiert werden
von Bindestellen fiir CTCF (Filippova u. a., 2001; Cho u. a., 2005; Ladd u. a., 2007), dadurch
konnte zum einen die Transkription der Sense und Antisense Gene und zum anderen die Ausbildung
von Chromatin-Schleifen reguliert werden (Bell u. a., 2001; Filippova, 2008). Zudem ist CTCF
vielleicht auch an der cis Regulation von Repetitions-Instabilitit beteiligt (Libby u. a., 2008). Die
Stabilitdt von TNR kann auch von der Entfernung zu einem DNA-Replikationsursprung abhéngen
(Cleary u. a., 2002; M Rindler u. a., 2006). Zudem kann der normale Ablauf am
Replikationsursprung durch epigenetische Verdnderungen in der Umgebung der von TNR
beeinflusst werden, was zu moglicher Instabilitit fiihrt (Cleary & Pearson, 2005). Ein in der Néhe
der 5'-(CGG)-3' Repetition vom FMRI Gen gefundener Replikationsursprung konnte beim FXS zu
Instabilitét fithren (Brylawski u. a., 2007; Gray u. a., 2007; Lucas u. a., 2007). Das Fmrl Gen der
Maus Mus musculus besitzt ebenfalls in der 5'-NTR eine 5'-(CGG)n-3' Repetition mit einer Anzahl
von n=8-12 Triplett-Wiederholungen. Die Aminosduresequenz zeigt 97% Homologie zum
menschlichen FMRP (Ashley u. a., 1993b). Man konnte bei der Maus jedoch keine Instabilitét der
Repetition und eine damit verbundene Expansion zur Vollmutation nachwiesen (Bontekoe u. a.,
2001).
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Bei der instabilen Amplifikation einer Prdmutation zur Vollmutation kommt es hédufig auch zu einer
DNA-Methylierung der CpG-Folgen in der 5'-(CGG)n-3' Repetition des FMRI Promotors und der
S'-upstream Region. Es konnte bis heute nicht eindeutig geklart werden, in welchem genauen
Zusammenhang die Expansion der TNR und die DNA-Methylierung stehen, ebenso wenig welche
Vorginge dabei eine Rolle spielen. Es wird vermehrt der Einfluss epigenetischer Mechanismen, wie
DNA-Methylierung, Chromatinstruktur auch im Zusammenhang mit CTCF und nicht-kodierenden
RNAs auf die Instabilitdt von TNR untersucht, jedoch steht man da erst am Anfang der Forschung
(Engel u. a., 2006; Dion & Wilson, 2009; Kumari & Usdin, 2009).

Viele Viren integrieren, um sich zu vermehren, ihr Genom in das Wirtsgenom der infizierten Zelle.
Um die Integritdt des eigenen Genoms zu sichern, nutzen viele Bakterien DNA-Methylierung als
Schutzmechanismus gegen das Eindringen fremder DNA. DNA-Methylierung konnte bei der
Inaktivierung von fremder oder invasiver DNA in Eukaryoten ebenso beteiligt sein (Sutter u. a.,
1978; Doerfler, 1991). Das menschliche Genom besteht zu 45% aus repetitiven Elementen und
integrierter fremder DNA, dabei handelt es sich meist um Relikte mobiler Elemente wie virale
Retrotransposons oder endogene Retroviren (Lander u. a., 2001; Venter u. a., 2001), deren
Ausbreitung und/oder Expression in Vertebraten und Pflanzen vermutlich durch eine de novo DNA-
Methylierung verhindert wird. Héufig sind repetitive DNA-Sequenzen ebenso durch DNA-
Methylierung und Ausbildung von Heterochromatin gekennzeichnet (Wolffe & Matzke, 1999). Die
expandierte 5'-(CGG)n-3' Repetition konnte von der Zelle als fremde oder invasive DNA angesehen
werden und deshalb eine de novo DNA-Methylierung als Schutzmechanismus ausldsen.

In Adenovirus Typ 12 (Ad12) transformierten Hamsterzellen liegt das adenovirale Genom
chromosomal integriert und hypermethyliert vor (Sutter & Doerfler, 1980; Hochstein u. a., 2007),
wohingegen Ad12-DNA aus Viruspartikeln und freie zellulire Ad/2-DNA nicht-methyliert sind
(Kdmmer & Doerfler, 1995). Die stark de novo methylierten Adl2-Segmente scheinen, im
Gegensatz zu den eher schwach oder nicht-methylierten Ad12-Segmenten, stabiler integriert zu sein
(Orend u. a., 1995). Eine DNA-Methylierung der CpG-Folgen konnte somit auch expandierte 5'-
(CGG)n-3' Repetition beim FXS stabilisieren.

Expandierte repetitive Sequenzen, wie die 5'-(CGG)n-3' Repetition im FMR1 Gen, kdnnten ebenso
wie integrierte Fremd-DNA zu epigenetischen Verdnderungen in der Nihe (cis) und in entfernten
Regionen (trans) fiihren, was dann wiederum auch Einfluss auf die Genexpression hat (Heller u. a.,
1995; Remus u. a., 1999; Miiller u. a., 2001). Um den zu Grunde liegenden Mechanismus der
Expansion der 5'-(CGG)n-3' Repetition und die durch DNA-Methylierung hervorgerufene
Stilllegung des FMRI Gens beim fragilen X Syndrom besser verstehen zu konnen, soll deshalb in
der vorliegenden Arbeit die 5'-upstream Region sowie der Promotor des menschlichen FMRI Gens
sowohl epigenetisch als auch funktionell charakterisiert werden.

Der Methylierungsstatus in der FMRI Promotor und 5'-upstream Region bei den vier verschiedenen
Allelen (Wildtyp, Pramutation, Vollmutation, nicht-methylierte Vollmutation) soll mit Hilfe der
Bisulfit-Sequenzierung ermittelt werden. Die dazu verwendeten Zelllinien, Zellen und DNA-Proben
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sind unterschiedlicher Herkunft mit dem Phénotyp FXS oder nicht-FXS. Zum Vergleich sollen auch
Methylierungsmuster des Fmrl Gen Homologs der Maus und des HTT Gens bestimmt werden.
Begonnene Analysen fiir den FMRI Promotor der genomischen DNA aus den peripheren weillen
Blutzellen (Geng u. a., 2000) ebenso aus den Fibroblastenzellen (Diplomarbeit Anja Barbara
Naumann, 2007) von FXS Patienten ergaben dabei Methylierungsmosaike.

Die Bindung von Proteinen an die 5'-upstream Region des menschlichen FMRI Gens kann ebenso
Einfluss auf die Chromatinstruktur und daraus resultierende Genexpression nehmen. Mittels
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) soll die 5'-upstream Region auf eine spezifische
Proteinbindung hin tiberpriift werden.

Die Chromatin-Organisation und damit auch die Genexpression kann durch die Modifikation der
Histone in der FMRI Promotor und 5'-upstream Region beeinflusst werden, deshalb soll {iber die
Chromatin-Immunoprecipitation (ChIP) eine Methylierung oder Acetylierung der Histone H3 und
H4 untersucht werden.

Der Phénotyp des FXS ausgeldst durch den Verlust des FMRP kann, neben der instabilen Expansion
der 5'-(CGG)n-3' Repetition und DNA-Methylierung des FMR1 Promotors, in seltenen Fillen auch
durch Punktmutationen im FMRI Gen hervorgerufen werden (De Boulle u. a., 1993). Der Einfluss
von moglichen Mutationen in der 5'-upstream Region auf die Expression des FMRI Gens soll durch
die Mutationsanalyse iiber Sequenzierung der genomischen DNA aus FXS Patienten ermittelt
werden.
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C.1. Chemikalien

Agar

Agarose

Ampicillin-Natriumsalz

Borsédure

Bromphenolblau

BSA (Bovines Serumalbumin, Albumin Fraktion V)
Chloroform
Ciprofloxacin-Hydrochlorid-Monohydrat
Desoxyribonukleosid-5'-triphosphate

DMEM (Dulbecco Modifiziertes Eagle Medium)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

DTT (1,4-Dithiothreitol)

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA-Na,-2H,0)
Ethanol absolut

Ethanol vergillt

Ethidiumbromid, 1%

Ficoll 400

FKS (fotales Kélberserum)

Formaldehyd, 37%

Gentamycin-Sulfatsalz

D-(+)-Glukose

L-Glutamin

Glycerol, 99,5%

Glycerol, 100%

Hefeextrakt

HEPES (4-[2-Hydroxyethyl]-1-piperazinethansulfonséure)
H>O Ampuwa

Hydrochinon (1,4-Dihydroxybenzol)
Isoamylalkohol

Isopropanol (2-Propanol)

Kaliumacetat

Kaliumchlorid (KCI)
Kalium-di-hydrogenphosphat (KH,PO,)
Kaliumhydroxid (KOH), Platzchen
Kalziumchlorid-Dihydrat (CaCl,-2H,0)
Lysolecithin (1-Palmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl,-6H,O)
Magnesiumsulfat (MgSO.)
Manganchlorid-Tetrahydrat (MnCl»-4H,0)
B-ME (2-Mercaptoethanol), 99%

MEM (Minimum Essential Medium)

MOPS (3-[N-Morpholino]-propansulfonsaure)
Natriumacetat

Serva, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe
Gerbu, Gaiberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Gerbu, Gaiberg

Bio&Sell, Feucht bei Niirnberg
Invitrogen, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Apotheke, Erlangen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Baker, Deventer, Niederlande
Calbiochem, La Jolla, CA, USA
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fresenius Kabi, Bad Homburg v. d. H.
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
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Natriumbisulfit

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;)
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO,-2H,0)
Natriumhydroxid (NaOH), Pliatzchen
Natriumperchlorat

Penicillin G-Natriumsalz

Pepton aus Casein

Phenol

Phenolrot

PIPES (Piperazin-1,2-bis[2-ethansulfonsdure])
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Roti-Nanoquant

Saccharose

Salzsdure (HCI), 25%

SDS (Natriumdodecylsulfat, ultrarein)
Streptomycin-Sulfatsalz

TRIS (Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan)
Trypanblau, 0,4%

Xylencyanol

C.2 Laborgerate

Bakterienbrutschrank
Bakterien-Inkubationsschiittler:

Multitron 2

Stuart SI500
Blotting Kammer:

Semi-Phor Blotter
Branson Sonifier 450
CCD-Kamera:

Luminescent Image Analyser LAS-1000 CH
Chromato-Vue Transilluminator C-62 (360nm)
DNA-Sequenziermaschine:

AbiPrism 3730 DNA Analyser
Eismaschine
Gel-Dokumentationssystem:

Herolab E.A.S.Y. RH
Gelkammern (horizontal):

HU6

HU10

HU25

DNA-Pocketblock
Gelkammer (vertikal):

TV100
Handdispenser:

Multipette plus
Kiihlschrank (+4°C):

Privileg Super Energiesparer

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva, Heidelberg

Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

MP Biomedicals, Aurora, OH, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Memmert, Schwabach

Infors HT, Bottmingen, Schweiz
Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK

Hoefer Scientific, Holliston, MA, USA
G.Heinemann, Schwibisch Gmiind

Fuji Photo Film, Tokio, Japan
Ultra-Violet Products, San Gabriel, CA, USA

Applied Biosystems, Darmstadt
Ziegra, Isernhagen

Heraeus, Diisseldorf
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Biozym Scientific, Oldendorf
Carl Roth, Karlsruhe

Eppendorf, Hambug

Quelle, Fiirth
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Labor-pH-Meter:
inoLab pH 720
Magnetriihrer:
RCT basic safety control IKAMAG
Mehrkanalpipetten:
8-Kanalpipette Research 300
12-Kanalpipette Research 100
12-Kanalpipette Research 300
Membran-Vakuumpumpe
Mikroskop:
Axovert 25
Mikrotiterplatten-Lesegerat:
Emax
Mikrowelle:
M 720
Netzgerit:
EPS 300
GPS 200/400
PCR-Maschinen/Thermozykler:
Mastercycler epgradient S
Mastercycler pro S

AbiPrism 7500 Real Time PCR System

Photometer:

BioPhotometer

NanoDrop 1000 Spectrophotometer
Pipetten:

1-10pl

1-20, 10-200, 100-1000p1
Pipettierhelfer:

accu-jet pro
Sterilbank Antair BSK 4
Taumel-Schiittler 3011
Thermomixer 5436
Tiefkiihlschrank (-20°C):

Oko super
Tiefkiihltruhe (-80°C):

Hera Freeze
Tischautoklav:

HRM-24211
Tischzentrifugen:

Uni-Fuge

Mini Spin

Biofuge Pico

5415R

Rotina 38 R

Rotina 420 R
Uberkopfrotator 3025
Vakuumkonzentrator-Zentrifuge:

BA-VC-300 H
Vakuumpumpe mit Kiihlfalle:

WTW, Weilheim
IKA-Werke, Staufen

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Vacuubrand, Wertheim

Zeiss, Jena
MWG-Biotech, Ebersberg
Miele, Giitersloh

GE Healthcare, Uppsala, Schweden
GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hambug
Applied Biosystems, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg
Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA

Eppendorf, Hamburg
Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich

Brand, Wertheim

Anthos Mikrosysteme, Kdln
GFL, Burgwedel
Eppendorf, Hamburg

Liebherr, Ochsenhausen
Heraeus, Diisseldorf
Becthai, Bangkok, Thailand

Carl Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Diisseldorf
Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttlingen
Hettich, Tuttlingen
GFL, Burgwedel

Bachofer, Reutlingen
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E1MS5

RVT 100
Vortexer:

VF2, Vortex Genie 2
Waagen:

Feinwaage 1801 004

Prazisionswaage 1507 004
Wasserbad:

1012

w22
Wasserfilteranlage

Milli-QYF Plus
Zellinkubator:

Steri-Cult 200
Zellzéhlgerit:

Z2 Coulter Particle Count and Size Analyser

C.3. Labormaterialien

Combitip Plus:
0,1, 0,2, 10ml
Cryogefale:
1,8ml
Dialysierschlauch:
Grofe 3
Dounce-Homogenisator:
Sml, Glas
Filterpapier MN 827 B
Gewebekulturplatte:
96-Loch, F-Form
Glaswaren
Kiivetten:
Halb-Mikro-Kiivette
UVette
Microcon YM-100
Millidisk 10 Filtereinsatz:
0,1, 0,22um
Nylon Membran, positiv geladen
Parafilm M
Petrischalen:
quadratisch 120mm
rund 100mm
Pipettenspitzen:
kristall 0,5-10ul
gelb 1-200ul
blau 200-1000pu1
10ul (0,5-10ul), mit Filter
20ul (0,1-30pl), mit Filter
200ul (5-250u1), mit Filter

Edwards High Vacuum Int., Crawley, England

Savant, Holbrook, NY, USA

Janke & Kunkel, Staufen

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen

GFL, Burgwedel
Stork-Tronic, Stuttgart

Millipore, Schwalbach

Forma Scientific, Marietta, OH, USA

Beckman/Coulter, Fullerton, CA, USA

Eppendorf, Hamburg

VWR, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

B. Braun Melsungen, Melsungen
Macherey-Nagel, Diiren

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Schott, Mainz und Brand, Wertheim

Sarstedt, Niimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Millipore, Schwalbach

Millipore, Schwalbach
Roche Diagnostics, Mannheim
Brand, Wertheim

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Multimed Wicker, Kirchheim/Teck
Sarstedt, Niimbrecht

Ratiolab, Dreieich

Peqglab, Erlangen

Peqlab, Erlangen

Nerbe Plus, Winsen/Luhe
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1250pl (50-1250ul), mit Filter Peqglab, Erlangen
Polypropylen-Rdhrchen:

14ml, runder Boden Greiner Bio-One, Frickenhausen
Reaktionsgefale:

0,2ml Biozym Scientific, Oldenburg

0,5ml Carl Roth, Karlsruhe

1,5ml Brand, Wertheim

1,5ml, Schraub Sarstedt, Niimbrecht

1,5ml, Schraub, ,,Amber®, freistehend Kisker Biotech, Steinfurt

2,0ml Sarstedt, Niimbrecht
Real Time Klebefolie Applied Biosystems, Darmstadt
Real Time Platten, 96-Loch Greiner Bio-One, Frickenhausen
Rotkapprohrchen:

15, 50ml Sarstedt, Niimbrecht
Spritzenvorsatzfilter:

blau, 0,2pm Millipore, Schwalbach
Steri-Cup:

150, 250, 500ml, 0,22um Millipore, Schwalbach
Toppits:

Alufolie, Frischhaltefolie Melitta, Minden
Zahnstocher Neoten, Salzgitter
Zellkulturflaschen:

Cellstar 25, 75cm?, mit Filter Greiner Bio-One, Frickenhausen
Zellschaber Corning Incorporated, Corning, NY, USA

C.4. Lésungen, Puffer, Medien

Ampicillin, S0mg/ml

5g Ampicillin-Natriumsalz wurden in 100ml H;Oampuwwa gelost und durch einen 0,2pm
Spritzenvorsatzfilter steril filtriert. Die Losung wurde zu je 1ml Portionen abgefiillt und bei -20°C
gelagert.

Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch
Chloroform und Isoamylalkohol wurden im Verhéltnis 24:1 gemischt.

Ciprofloxacin, 2,35mg/ml

0,4g Ciprofloxacin-Hydrochlorid-Monohydrat wurden in 170ml HoOampuwa gelost und durch einen
0,2um Spritzenvorsatzfilter steril filtriert. Die Losung wurde zu je 2,5ml Portionen abgefiillt und
bei -20°C gelagert.

Desoxyribonukleosid-5'-triphospate, ANTP, 10mM
Fiir 100pul wurden je 10ul von 100mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP mit 60l H,Oampuwa gemischt
und bei -20°C gelagert.

DMEM-Medium

13,38g¢ DMEM und 3,7g NaHCO; wurden in 950ml H,Owin.q gelost. Der pH7,05 in einem
Endvolumen von 11 wurde mit 25% HCI eingestellt und die Losung durch einen 0,22pum Millidisk
10 Filtereinsatz filtriert.
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DNA-Ladepuffer, 6x

30ml 100% Glycerol, 6ml 0,5M EDTA-Na,, pH8,0, 1,5ml 1% Bromphenolblau, 1,5ml 1%
Xylencyanol und 0,5ml 1M TRIS-HCl, pH7,6 wurden gemischt und bis 50ml mit H>Oampuwa
aufgefiillt. Endkonzentration: 60% Glycerol (v/v), 60mM EDTA-Na,, pHS8,0, 0,03%
Bromphenolblau (w/v), 0,03% Xylencyanol (w/v), 10mM TRIS-HCI, pH7,6.

DTT, 1M
1,54g DTT wurden in 10ml HyOwini-q gelost und zu je 200ul Portionen bei -20°C gelagert.

DTT, 2,25M
1,84g DTT und 250ul 1M Kaliumacetat wurden in Sml H,Owmniq geldst und zu je 50ul Portionen bei
-20°C gelagert. Endkonzentration: 2,25M DTT, 50mM Kaliumacetat.

EMSA Hypotonischer Puffer

2ml 1M HEPES, pH7.,9, 300ul 1M MgCl, und 800ul 2,5M KCl wurden gemischt, bis 200ml mit
H,Oampuwa aufgefiillt und bei 4°C gelagert. Vor Gebrauch: Zu 25ml EMSA Hypotonischer Puffer
wurden 25ul 0,2M PMSF und 12,5ul 1M DTT gegeben. Endkonzentration: 10mM HEPES, pH7.9,
1,5mM MgCl,, 10mM KCI, 0,2mM PMSF, 0,5mM DTT.

EMSA Puffer, wenig Salz

4ml 1M HEPES, pH7,9, 50ml 100% Glycerol, 300ul 1M MgCl,, 1,6ml 2,5M KCI und 80ul 0,5M
EDTA-Na,, pH8,0 wurden gemischt, bis 200ml mit HyOampuwa aufgefiillt und bei 4°C gelagert. Vor
Gebrauch: Zu 25ml EMSA Puffer, wenig Salz wurden 25ul 0,2M PMSF und 12,5ul IM DTT
gegeben. Endkonzentration: 20mM HEPES, pH7.9, 25% Glycerol (v/v), 1,5mM MgClL, 20mM
KCL, 0,2mM EDTA-Na,, 0,2mM PMSF, 0,5mM DTT.

EMSA Puffer, viel Salz

4ml 1M HEPES, pH7,9, 50ml 100% Glycerol, 300ul 1M MgCl,, 80ml 2,5M KCI und 80ul 0,5M
EDTA-Na,, pH8,0 wurden gemischt, bis 200ml mit HyOampuwa aufgefiillt und bei 4°C gelagert. Vor
Gebrauch: Zu 25ml EMSA Puffer, viel Salz wurden 25ul 0,2M PMSF und 12,5pul 1M DTT
gegeben. Endkonzentration: 20mM HEPES, pH7.9, 25% Glycerol (v/v), 1,5mM MgCl,, 1M KCI,
0,2mM EDTA-Na,, 0,2mM PMSF, 0,5mM DTT.

EMSA Dialysierpuffer

40ml 1M HEPES, pH7,9, 200ml 100% Glycerol, 80ml 2,5M KCI und 800ul 0,5M EDTA-Na,,
pHS8,0 wurden gemischt, bis 21 mit H,Oampuwa aufgefiillt und bei 4°C gelagert. Vor Gebrauch: Zu 11
EMSA Dialysierpuffer wurden 250ul 0,2M PMSF und 125ul 1M DTT gegeben. Endkonzentration:
20mM HEPES, pH7,9, 10% Glycerol (v/v), 100mM KCI, 0,2mM EDTA-Na,, 0,2mM PMSF,
0,5mM DTT.

Gentamycin, S0mg/ml

5g Gentamycin-Sulfatsalz wurden in 100ml H,Oampuwa gelost und durch einen 0,2pum
Spritzenvorsatzfilter steril filtriert. Die Losung wurde zu je 1ml Portionen abgefiillt und bei -20°C
gelagert.

L-Glutamin, 50mg/ml
50g L-Glutamin wurden in 11 H;Oampuwa im Wasserbad bei 37°C geldst und mit einem 0,22um
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Millidisk 10 Filtereinsatz filtriert. Es wurden jeweils 3,5ml Portionen abgefiillt und bei -20°C
gelagert.

HEPES, 1M, pH7,4 oder pH7,9

119,15g HEPES wurden in 400ml HyOwin-q geldst, der pH7,4 oder pH7,9 mit SM KOH eingestellt
und bis 500ml Endvolumen mit H,Owiniq aufgefiillt. Die Losung wurde anschlieBend mit einem
0,22um Steri-Cup filtriert und zu je 50ml Portionen bei -20°C oder 4°C gelagert.

Inoue-Transformationspuffer

10,88g MnCl,-4H,0, 2,2g CaCl,-2H,0, 18,65g KCIl und 20ml 0,5M PIPES, pH6,7 wurden in 11
H,Owmini-q gelost, mit einem 0,22um Steri-Cup filtriert und zu je 50ml Portionen bei -20°C gelagert.
Endkonzentration: 55mM MnCl, 15mM CaCl,, 250mM KCI1, 10mM PIPES.

LB-Medium (Luria-Bertani)

10g Pepton aus Casein, 5g Hefeextrakt und 5g NaCl wurden in 950ml H,Owmin.q gelost, der pH7,2
mit SM NaOH eingestellt und auf 11 Endvolumen mit H,Owin.q aufgefiillt. Die Losung wurde
anschlieBend durch Autoklavieren sterilisiert und bei 4°C oder Raumtemperatur gelagert. Zur
Selektion: 50pg/ml Ampicillin (1ml von 50mg/ml Ampicillin auf 11 LB-Medium).

LB-Agarplatten

10g Pepton aus Casein, 5g Hefeextrakt, Sg NaCl und 16g Agar wurden in 11 H,Owminq gelost,
autoklaviert und auf 50°C abgekiihlt, bevor zur Selektion das bendtigte Antibiotikum zugegeben
wurde. 10cm Petrischalen wurden mit 20ml LB-Agar befiillt. Zur Selektion: 100png/ml Ampicillin
(2ml von 50mg/ml Ampicillin auf 11 LB-Agar).

LM-Agarplatten

10g Pepton aus Casein, 5g Hefeextrakt, 0,6g NaCl und 16g Agar wurden in 11 HoOwmiii.q gelost,
autoklaviert und auf 55°C abgekiihlt, bevor 10ml 1M MgSO,, 10ml 1M MgCl, und zur Selektion
das bendtigte Antibiotikum zugegeben wurde. 10cm Petrischalen wurden mit 20ml LM-Agar
befiillt. Zur Selektion: 100pg/ml Ampicillin (2ml von 50mg/ml Ampicillin auf 11 LM-Agar).

Lysis-Losung

20ml 1M TRIS-HCI, pH8,0, 6ml 0,5M EDTA-Na,, pH8,0, 1,5ml 5M NaCl, 5ml 10% SDS und
17,5ml H,Oampuwa Wurden gemischt und ergaben ein Endvolumen von 50ml. Endkonzentration:
400mM TRIS-HCI, pHS,0, 60mM EDTA-Na,, 150mM NaCl, 1% SDS (w/v).

Lysolecithin, Smg/ml
50mg Lysolecithin wurden in 10ml HyOampuwa gelost und zu je 1ml Portionen bei -20°C gelagert.

B-ME, 1,22M

853ul 14,3M B-ME, 100ul 1M MOPS und 9047ul HyOwmiig wurden gemischt und zu je 50ul
Portionen bei -20°C gelagert. Endkonzentration: 1,22M B-ME, 10mM MOPS.

MEM-Medium

9,6g MEM und 2,2g NaHCO; wurden in 950ml H,Owin.q gelost. Der pH7,0 in einem Endvolumen
von 11 wurde mit 25% HCI eingestellt und die Losung durch einen 0,22pm Millidisk 10
Filtereinsatz filtriert.
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MNase-Puffer

4,5ml 1M Saccharose, 2,4ml 1M KCI, 900ul 1 M HEPES, pH7.,4, 150ul 1M MgCl, und 75ul 1M
CaCl, wurden gemischt und bis 30ml mit H,Oampw. aufgefiillt. Endkonzentration: 150mM
Saccharose, 80mM KCI, 30mM HEPES, pH7.,4, 5SmM MgCl,, 2,5mM CaCl..

NZY*-Medium

10g Pepton aus Casein, 50g Hefeextrakt, 6g NaCl wurden in 11 H,Owmiii.q geldst, autoklaviert und bei
4°C gelagert. Vor Gebrauch: Zu 10ml NZY -Medium wurden 125ul 1M MgSO,, 125ul 1M MgCl,
und 200ul 1M D-(+)-Glukose zugegeben.

PBS (Phosphatgepufferte Salzlosung)

80g NaCl, 11,5g Na,HPO,-2H,0, 2g KCI, 2g KH,PO4, 4,9ml 2M MgCl, und 4,6ml 2M CaCl,
wurden in 91 H,Owmiiiq geldst. Der pH7,3 im Endvolumen von 101 wurde mit 1M HCI eingestellt und
die Losung mit einem 0,22um Millidisk 10 Filtereinsatz filtriert. Die Lagerung erfolgte bei 4°C
oder Raumtemperatur. Endkonzentration: 136,89mM NaCl, 6,46mM Na,HPO,, 2,68mM KClI,
1,47mM KH,PO,, 0,98mM MgCl,, 0,92mM CacCl,.

PBSo (Phosphatgepufferte Salzlosung ohne Mg** und Ca*)

80g NaCl, 11,5g Na,HPO,-2H,0, 2g KCI und 2g KH,PO, wurden in 91 HyOwmiii.q gelost. Der pH7,3
im Endvolumen von 101 wurde mit 1M HCI eingestellt und die Losung mit einem 0,22um Millidisk
10 Filtereinsatz filtriert. Die Lagerung erfolgte bei 4°C oder Raumtemperatur. Endkonzentration:

136,89mM NacCl, 6,46mM Na,HPO,, 2,68mM KCl, 1,47mM KH,PO..

PIPES, 0,5M, pH6,7

15,1g PIPES wurden in 80ml HyOwmiiq gelost, der pH6,7 mit SM KOH eingestellt und bis 100ml
Endvolumen mit H,Owmin.q aufgefiillt. Die Losung wurde anschlieBend mit einem 0,22um Steri-Cup
filtriert und zu je 20ml Portionen bei -20°C gelagert.

PMSF, 0,2M
348,4mg PMSF wurden in 10ml Ethanol absolut 30 min lang im 30°C Wasserbad gelost und zu je
200ul Portionen bei -20°C gelagert.

RNase A, 10mg/ml (DNase-frei)

100mg RNase A wurden in 10ml TE-Puffer, pH8,0 gelost und 15 min lang im kochenden
Wasserbad erhitzt. Nach dem langsamen Abkiihlen der Losung wurden je 1ml Portionen bei -20°C
gelagert.

SOB-Medium

20g Pepton aus Casein, 5g Hefeextrakt, 0,6g NaCl und 0,2g KCI1 wurden in 11 H,Owmini.q gelost. Die
Losung wurde durch Autoklavieren sterilisiert und danach bei 4°C gelagert. Vor Gebrauch: Zu
100ml Medium wurden 1ml 1M MgSO; (steril) und 1ml 1M MgCl, (steril) zugegeben.

SOC-Medium

20g Pepton aus Casein, 5g Hefeextrakt, 0,6g NaCl und 0,2g KCI wurden in 11 HyOwminiq gelost. Die
Losung wurde durch Autoklavieren sterilisiert und danach bei 4°C gelagert. Vor Gebrauch: Zu
100ml Medium wurden Iml 1M MgSO, (steril), Iml 1M MgCl, (steril) und 2ml 1M D-(+)-Glukose
(steril) zugegeben.
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Streptomycin, 60mg/ml und Penicillin, 99500U/ml

5g Streptomycin-Sulfatsalz und 5g Penicillin G-Natriumsalz (1652U/mg) wurden in 83ml H,Oampuwa
gelost und durch einem 0,2pum Spritzenvorsatzfilter steril filtriert. Die Losung wurde zu je 1ml
Portionen abgefiillt und bei -20°C gelagert.

TBE-Probenpuffer, 5x (EMSA)

2ml TBE-Puffer, 5x (EMSA), 1,5g Ficoll 400, 1ml 1% Bromphenolblau und Iml 1% Xylencyanol
wurden in 10ml HyOampuwa gelost und bei 4°C gelagert. Endkonzentration: 89mM TRIS, 89mM
Borsdure, 2mM EDTA, 15% Ficoll 400 (w/v), 0,1% Bromphenolblau (w/v), 0,1% Xylencyanol
(W/v).

TBE-Puffer, 5x (EMSA)

54g TRIS, 27,5g Borsdure und 2,9g EDTA wurden in 11 H,Oampuwa gelost. Endkonzentration:
445mM TRIS, 445mM Borsaure, 10mM EDTA.

TBE-Puffer, 5x (TRIS/Borsiure/EDTA)
270g TRIS, 137,5g Borsdure und 100ml 0,5M EDTA-Na,, pH8,0 wurden in 51 HyOwmini.q gelost.
Endkonzentration: 445mM TRIS, 445mM Borsédure, 10mM EDTA-Na,, pHS,0.

TE-Puffer, pH8,0 (TRIS/EDTA)

10ml 1M TRIS-HCI, pH8,0 und 2ml 0,5M EDTA-Na,, pH8,0 wurden bis 950ml mit H,Owmi-q
aufgefiillt und der pH8,0 im Endvolumen von 11 mit 1M HCI eingestellt. Die Losung wurde
anschlieBend durch Autoklavieren sterilisiert. Endkonzentration: 10mM TRIS-HCI, pHS8,0, 1mM
EDTA-Na,, pH8,0.

TEN-Puffer, pH8,0 (TRIS/EDTA/NaCl)

10ml 1M TRIS-HCI, pHS8,0, 2ml 0,5M EDTA-Na,, pH8,0 und 20ml 5M NaCl wurden bis 950ml
mit H,Owminiq aufgefiillt und der pHS8,0 im Endvolumen von 11 mit 1M HCI eingestellt. Die Losung
wurde anschliefend durch Autoklavieren sterilisiert. Endkonzentration: 10mM TRIS-HCI, pHS,0,
ImM EDTA-Na,, pH8,0, 100mM NaCl.

Trypsin-EDTA

8g NaCl, 0,4g KCl, 0,1g Na,HPO,-2H,0, 1g D-(+)-Glukose und 3g TRIS wurden in 950ml
H;0Ampuwa gelost und der pH7,5 mit 25% HCI eingestellt. AnschlieBend wurden 0,1g EDTA-Nas,.
2H,0, 1,2g Trypsin, 1:250 und 5ml 0,1% Phenolrot zugegeben. Der pH7,5 im Endvolumen von 11
wurde nochmals mit 1M HCI eingestellt. Die fertige Losung wurde mit einem 0,1pm Millidisk 10
Filtereinsatz filtriert und bei 4°C gelagert. Endkonzentration: 136,89mM NaCl, 5,37mM KClI,
0,56mM Na,HPO,, 5,55mM D-(+)-Glukose, 24,77mM TRIS, 0,27mM EDTA-Na,, 0,12% Trypsin
(w/v), 0,0005% Phenolrot (w/v).

Zellkulturmedium
Endkonzentration: 90% DMEM (v/v), 10% FKS (v/v), 350upg/ml L-Glutamin, 120pg/ml
Streptomycin, 199U/ml Penicillin.

Zellkulturmedium
Endkonzentration: 92,5% MEM (v/v), 7,5% FKS (v/v), 350pg/ml L-Glutamin, 11,75pg/ml
Ciprofloxacin, 100pg/ml Gentamycin.
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C.5. Zelllinien, Zellen und DNA-Proben

Alle fiir diese Arbeit verwendeten Zelllinien, Zellen und DNA-Proben, bei einigen mit der Anzahl n
fiir die 5'-(CGG),-3' Repetition, sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. &' = ménnlich; @ = weiblich; FW =
fotale Woche; HFM = high-functioning male; FXS = fragiles X Syndrom; EBV = Epstein-Barr-Virus

H. sapiens Zelllinien

HCT-116 4 Epithelzellen eines Kolorektalkarzinoms ~30 ATCC: CCL-247 LGC Standards, Wesel
HeLa Q Epithelzellen eines Zervixkarzinoms 20 ATCC: CCL-2 LGC Standards, Wesel

H. sapiens priméire Zellen

HFF 4 Fibroblastenzellen der Vorhaut normal Kinderklinik, Erlangen
77TMN161 &8 periphere weiBe Blutzellen 28 Jahre normal Virologie, Erlangen
33MN182 &8 periphere weiBe Blutzellen 73 Jahre normal Virologie, Erlangen
80WN203 Q@ periphere weifie Blutzellen 26 Jahre normal Virologie, Erlangen
83WN224 Q@ periphere weille Blutzellen 23 Jahre normal Virologie, Erlangen
GMO07072 4 Fibroblastenzellen der Lunge 22 FW FXS ~450

Coriell Cell Repositories,
GMO05848 & Fibroblastenzellen 4 Jahre FXS  ~670 Camden, NJ, USA

H. sapiens genomische DNA-Proben

Gehirn a 22 FW BioCat, Heidelberg
Leber 3 22 FW BioCat, Heidelberg
Skelettmuskel & 22 FW BioCat, Heidelberg
Gehirn 3 33 Jahre normal BioCat, Heidelberg
Leber 3 27 Jahre normal BioCat, Heidelberg
Skelettmuskel & 33 Jahre normal BioCat, Heidelberg
28765 Q@ periphere weille Blutzellen Pramutation 10941 Humangenetik, Erlangen
25948 Q periphere weile Blutzellen Pramutation 11941 Humangenetik, Erlangen
32301 Q periphere weile Blutzellen Pramutation  78+1 Humangenetik, Erlangen
33056 Q periphere weile Blutzellen Pramutation  79+1 Humangenetik, Erlangen
32157 & periphere weiBe Blutzellen Pramutation 113+1 Humangenetik, Erlangen
31475 Q@ periphere weille Blutzellen Vollmutation Humangenetik, Erlangen
14451 d periphere weiBe Blutzellen 9 Jahre FXS Humangenetik, Erlangen
21181 & periphere weiBe Blutzellen FXS Humangenetik, Erlangen
54923 &4 periphere weiBe Blutzellen FXS Humangenetik, Erlangen

86RD540 & Fibroblastenzellen normal Telomerase . .
Erasmus University,
86RD613 & Fibroblastenzellen FXS ~500 Telomerase DR Rotterdam,
] Die Niederlande

94CE422 & Fibroblastenzellen HFM ~330 Telomerase

ROS31 & periphere weiBe Blutzellen normal EBV . .
Erasmus University,
RIK1412 &8 periphere weiBe Blutzellen FXS ~500 EBV DR Rotterdam,
. . Die Niederlande

5106 &4 periphere weiBe Blutzellen HFM ~400 EBV
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M. musculus genomische DNA-Proben

Gehirn a 7 Wochen normal 9 BioCat, Heidelberg
Leber I} 6-8 Wochen normal 9 BioCat, Heidelberg
Skelettmuskel & 8 Wochen normal 9 BioCat, Heidelberg

genomische DNA Kontrolle

nicht-methylierte und Bisulfit-konvertierte menschliche DNA Qiagen, Hilden

methylierte und Bisulfit-konvertierte menschliche DNA Qiagen, Hilden

Plasmid-DNA Kontrolle

Ju—

pUC19-FMRI 1 Vanderbilt University, Nashville, TE, USA

Tabelle 1: Zelllinien, Zellen und DNA-Proben.

C.6. Bakterienstamm

E. coli DH5a Invitrogen, Darmstadt

Genotyp:

F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (K-, mK+) phoA supE44 A- thi-1
gyrA96 relAl

C.7. Plasmide

pcDNA3.1(+) Invitrogen, Darmstadt
pJET1/blunt (50ng/ul) Fermentas, St. Leon-Rot

C.8. Antikorper

Anti-acetyl-Histon H3 Millipore, Schwalbach
Anti-acetyl-Histon H4 Millipore, Schwalbach
Anti-Digoxigenin-AP Roche Diagnostics, Mannheim
Anti-RNA-Polymerase 11 Epigentek, Farmingdale, NY, USA
Anti-trimethyl-Histon H3 Lysin 9 Millipore, Schwalbach
Anti-trimethyl-Histon H4 Lysin 20 Millipore, Schwalbach

Normal Hase 1gG Millipore, Schwalbach

Normal Maus IgG Epigentek, Farmingdale, NY, USA
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C.9. Primer

Alle verwendeten Oligodesoxyribonukleotid-Primer wurden von Sigma-Aldrich, Taufkirchen
hergestellt. Aus: ! (Geng u. a., 2000); 2 (Alberter & Ensser, 2007).

C.9.1. Primer zum Amplifizieren Bisulfit-behandelter DNA

Zur Bestimmung von DNA-Methylierungsmustern wurden verschachtelte PCRs (engl.: nested
PCRs) durchgefiihrt, so dass vier Primer fiir jedes PCR-Fragment verwendet wurden. v = Primer
vorwirts; r = Primer riickwérts; n = Primer fiir nested PCR; Y = C oder T; R = A oder G. Die
verwendeten Primer fiir die Bisulfit-Sequenzierung wurden so entworfen, dass ausschlieBlich
Bisulfit-behandelte DNA gebunden werden konnte. Die Amplifikation wéhrend der PCR erfolgte
dann entweder fiir den oberen oder unteren Strang der DNA, da die Bisulfit-Konversion
Einzelstrang-spezifisch verlduft und im Anschluss beide Stringe der DNA nicht mehr
komplementir zueinander sind. Die zur Anlagerung der Primer verwendete Temperatur (TA) und die
GroBen der PCR-Fragmente fiir das innere Primerpaar wurden ebenfalls angegeben.

Primer  Position Sequenz 5' — 3' Strang Ta Grofle

NC _000023:146.786.201-146.840.303 H. sapiens FMR1 Genregion

P33 13659 v TTA ATT TAG TGT TAT TAG TTAATT TTT ATT oben

P34 13699 v n TAGTTG GAATTATTITTTT TTT TTT TAT TTT oben 53.8°C 590 bp
P35 14288 r n AAACCTTTC CTCAAACCCAACTITAAC CCA oben

P36 14348 r CCC TAT AAAAACACC CTATAC CCTTTAAAA oben

P29 14169 v GTA GAAATG AAT TTT AAG TGT TTA ATA TAA oben

P30 14259 v n TGG GTT AAA GTT GGG TTT GAG GAAAGGTTT oben .

P31 14788 r n AAAAAC CRA CCRAAATAC CRAATC RAAAAA oben S3EC - 530%p
P32 14838 r CCC CRC CCT CTCTCT TCA AAT AAC CTAAAA oben

P25 14664 v GGG YGT TTT GGTTTITYGY GAG GTAGTG YGATT oben

P26 14699 v n TATYGTTITTTAGTITTITTYGTTIT TTTATT AAG oben .

P27 14991 r n RCC CRCTCAAAAACRACC CTC CAC CRAAAATAAA oben SEC - 293%p
P28 15056 r ACCRCA CRC CCC CTAACAACRACRCCTCCRT oben

P21 14589 v AAT CCC AAAAAAACCRAA CTAAAATAA CCR unten

P22 14629 v n ATTTCC CACRCCACTAAATACACCTCTACA unten .

P23 14838 r n TTTYGTTTITTTT TTT TTA AGT GGT TTG GGA unten SOHO°C 210%p
P24 14878 r ATTAAY GTT GTTTTITTTITTTIT YGY GGG TTT unten

P92 9560 v ACAAAA CCCATAAAT ACAAAA unten

P93 9670 v n AAT TCAATAAAAAAA CAATAATC unten

P94 10225 r n TAATAG GTG TAT AGT AGA AT unten 0C 356k
P95 10345 r AGATGATTT TTT AAA GTG GTT G unten
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P96 10530 AAT AAACAAACC ATAATATA unten

P97 10669 ACATAC TAT ATAATT CCAACT unten

P98 11042 AAA ATT AAG TAG ATA GTG GAG AG unten #9.0°C 7ty
P99 11121 TGATTT TTT ATT TAAATG AG unten

P100 11109 AAA TAAAAAATC ATAATT AAAAAA AAT TAT unten

P101 11159 AAATAT AACTTT AAC TAAATC CTA AAA AAT unten .

P102 11508 TTT GTT TTT AGT GTT TAT TAT AGT GTT TGG unten #9,0°C 350%p
P103 11540 AGA ATAAAGATT TTT ATT TGT TTT ATT TAT unten

P40 11531 TCTTTATTC TCACTAAACTTAC unten

P41 11808 AAA CTAAAT AAATTT CATACAC unten

P42 12304 TTAAAGTTTTITTTITTTTTT unten 9.0°C 4570p
P43 12417 TTT GAT TTT GAG TTT TAG TTT unten

P108 12594 TAT TCT AAT ACA CTA ACC ATC ATA ATA AAA unten

P109 12659 AAC AAT ATA ATA AAAAAA CAAAAAATATAC unten .

P110 12963 TGT TTATGT TTT TTG TAT TTA TAG AGA TGG unten #9,0°C 305bp
P111 13038 TTATTT TTATTT TTT TAG ATA TAA GTT GTA unten

P112 12869 ATA AAT ATAACT CAAAAA CAAACTATT AAA unten

P113 12904 CAATAA AAA ATA AAA ATT TAC AAT CCA ATA unten .

P114 13308 TAT TAT AAG TTA TAT TTAATT TGT GTT GTT unten 9,0°C 405bp
P115 13348 TTT AGG GTT TAAAAATAT GTT AAT TTTTTA unten

P116 13359 AACAAC TTA CAC TTA AAA AAA TAT AAT CAT unten

P117 13419 ACATTA AAATTA CAA CTAATA CTC TAC TCC unten .

P118 13615 AGGATG TTGTTG TTG GTG GAATTT TAG TTT unten 907 197 bp
P119 13648 ATG ATT TGT TTT AGG TAG GTG TTT TAG AAT unten

P13 13659 CCAACT CAATAC TAT TAATTAACT CTC ACC unten

P14 13699 CAA CTAAAATCATCT CCC CTT CTC CAC CCC unten .

P15 14288 GAGTTTTITTITAGATTITAGT TTT GAT TTA unten $38°C 50bp
P16 14348 TTT TGT GGA GAT ATT TTG TGT TTT TTA AGG unten

P9 14169 ACAAAAATAAAC CTCAAATAC TTAACA CAA unten

P10 14259 TAAATC AAAACT AAATCT AAAAAAAAACTC unten .

P11 14788 GGG AAT YGG TYG GGG TGT YGG GTY GAAAGA unten 38°C 530%p
P12 14838 TTTYGT TTTTTT TTT TTAAGT GGT TTG GGA unten

P11 14664 AAA CRT TCT AAC CCT CRC RAAACA AAT ACRACC unten

P21 14699 CAC CRC CCTTCAACCTTC CCR CCC TCC ACC AAG unten .

P31 14991 GTT YGT TTA GAG GGY GGT TTT TAT YGG AAG TGA A unten $38C 28bp
P41 15056 GTY GTAYGTTTTTTG GTAGYG GYGTTTTYGT unten

P51 14956 ATT TCA CTT CCR ATAAAA AAC CRC CTC TAAACR AAC unten

P61 15029 AAAACR CCR CTA CCAAAAAACRTACRACAAC unten

P71 15155 TTT YGA GAG GTG GGTTGY GGG YGTTYG AGG TTT AG unten 127bp
P81 15195 TTTTAT TTT TTT TTTAGT TTT GTT AGY GTY GGG AG unten 20xCGG
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NC 000086:65.916.730-65.971.138 M. musculus Fmrl Genregion

M13 13447 v TAAAACAACTCA CCCTTA CTC TTT CAA ATA unten

M14 13497 v n TCT TAT CAC ATT CCAATT AAAATC ATC TTA unten .

M15 13984 r n TAG GAGTAGATG TGT AAAATT TAATTTTTT unten S38°C 4sste
M16 14030 r GGT GAG GTA GTAATAAAAAGATTG TTATTA unten

M9 14061 v AACACATAATAAACATTC AAT AAACTT CTC unten

M10 14096 v n AAT ACAAACCTT CTAAAT TAAAAAAAC ATA unten .

M11 14420 r n TTTTTTTTT TAGATA GTT TTT TTT ATATTT unten S3FC 325t
M12 14460 r TAA GGG TTA ATA GGG TGT GTT AGAATT TTA unten

M5 14391 v AAA TAT AAAAAAAAC TAT CTAAAAAAAAAA unten

M6 14431 v n TAAAAT TCT AACACA CCC TAT TAACCCTTA unten .

M7 14893 r n TTTTTT GGG TAT TTG TTT TAG GGT ATT AGG unten SEC - deitp
M8 14936 r TTY GTTTTT GTT TTT TTT YGG GTA GTG GAG unten

M1 14831 v CCTTTC ACC AAATAC RCR CRC CAA AAA ATA unten

M2 14864 v n CCTAAT ACC CTAAAA CAAATA CCC AAAAAA unten .

M3 15226 r n GGA GGT GGG TTG TAG GYG TTT GAG GTT TAG unten SEC - 3eitp
M4 15295 r GGA GTTTYG TAT TTT TAT TAT TAG TTT TTT unten 9xCGG
NC _000004:3.031.206-3.215.485 H. sapiens HTT Genregion

HTT25 11961 v TCA AAT TAATAT CCT AAACCCC unten

HTT26 12018 v. n TCTTTAAAAAAATAAAAAAACT unten S17°C 306 bp
HTT27 12323 r n GTT TTA GTA GTA GAT GAT TGT unten

HTT28 12362 r AGATAT GTG TGT TGT TAA GT unten

HTT21 12304 v CAATCATCTACTACTAAAAC unten

HTT22 12343 v. n ACTTAA CAACACACATATCT unten 517°C 515bp
HTT23 12857 r n TGGTTTTAGTAT TTTTTATTTTT unten

HTT24 12887 r TTA GTT ATT TTA GTG GGT AG unten

HTT17 13001 v AAT ACAATAACATAATCTTA unten

HTTI18 13033 v n CTC CACCTC CCAAATTCAAA unten 517°C  317bp
HTTI19 13349 r n TATTTGAAT TTA GGAATT TG unten

HTT20 13398 r GAG AAATAGTTG TTAGTT TTT AG unten

HTTI13 13388 v AACTATTTCTCTACTATCCTT C unten

HTT14 13432 v. n TAC CCCACT AAAAACAATACTAA unten S17°C 614 bp
HTTI15 14045 r n ATTTTTAGT GAG TTG GAG AG unten

HTT16 14072 r GAG GAT TTT AAG TGT GAT TT unten

HTT9a 14025 v CCT CTC CAACTC ACT AAAAAT AA unten

HTT10a 14050 v. n TAAAAATCACACTTAAAATCCTC unten 615°C  313bp
HTTlla 14362 r n TAT GAA GGAYGG GGT TAT unten

HTTI12a 14385 r GTA GGG TTATGG AGG GGTT unten

HTTla 14798 v CRC CCR AAT AAAACR CTA CRC TA unten

HTT2a 14824 v n ACRACCTTA CTATAT AAAACAAAACC unten 615°C 253 bp

HTT3a 15076 r n GGTAAT GAATGG GGTTTT
HTT4a 15128 r TAY GGTAGTTTTYGGAGGTT

unten

unten
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AAATAAACRACCRCT CAAATTC
n CCTACRACC CAAAACCCCAITC
n GGAAGT TGA GGA GGY GGY GG

HTT1b 15019 v
HTT2b 15049 v
HTT3b 15300 r
HTT4b 15330 r

AGT AGY GGT TGT GTTTGY G

unten
unten
unten

unten

61,5°C

252 bp

21xCAG

Tabelle 2: Primer zum Amplifizieren Bisulfit-behandelter DNA.

C.9.2. Primer zum Sequenzieren der PCR-Fragmente im Plasmid
pJET1/blunt
Primer Sequenz 5' — 3'

pJET1 vorwiérts
pJET1 riickwirts

GCC TGAACA CCATAT CCATCC

GCA GCT GAG AAT ATT GTA GGA GAT C

Tabelle 3: Primer zum Sequenzieren der pJET1/blunt klonierten PCR-Fragmente.

C.9.3. Primer zum Amplifizieren der DNA-Probe fur EMSA
Primer Position Sequenz 5' — 3' Ta Grofle
EMSA vorwérts 13999 AAG GCA GCT ATA AGC ACG GTG
61,5°C 630 bp
EMSA riickwérts 14628 CAA ATG CAT CCG GTT ATC CC
Tabelle 4: Primer zum Amplifizieren der DNA-Probe fiir EMSA.
C.9.4. Primer zum quantitativen Amplifizieren nach Histon-ChIP
Primer Position Sequenz 5' — 3' Grofle
FMR1 methyliert entfernt vorwérts 13446 TCC CAT TCA GCC TAT GAT GAG A 281
P
FMR1 methyliert entfernt riickwiérts 13523 CTA GGG TCT TTG GAG TAG TCA CAT GA
FMR 1 methyliert vorwérts 13936 CAC ACG ATA GAT GCT CCG TCAA 146
P
FMR 1 methyliert riickwérts 14081 CCT TGC AAC CCT TTACAT TCC A
FMR1 Methylierungsgrenze vorwérts 14267 AGC TGG GTC TGA GGA AAG GC 146
P
FMR1 Methylierungsgrenze riickwérts 14412 CTT TTG TGA CCC GTA GAG GCA
FMR]1 nicht-methyliert vorwérts 14583 CCG CGG AAT CCC AGA GA 651
P
FMRI nicht-methyliert riickwarts 14647 ACT CAG TGG CGT GGG AAATC
FMRI nicht-methyliert entfernt vorwiérts 14860 GGG AGG GAA CAG CGT TGA H1b
Y
FMRI nicht-methyliert entfernt riickwarts 14970 CAC CGG AAG TGA AAC CGA AA
GAPDH Promotor vorwirts 2 CCCAACTTTCCCGCCTCTC 203 b
P
GAPDH Promotor riickwérts 2 CAG CCG CCT GGTTCAACTG
ADHS5 Promotor vorwérts 2 GCATAATTGAGC CTACGCC 146
P
ADHY Promotor riickwirts 2 GCA GAG GTGTTT GTTACG TG
Chr4Sata vorwirts 2 CTG CAC TAC CTGAAG AGGAC 1391
P

Chr4Sato riickwirts 2

GAT GGT TCAACA CTCTTA CA

Tabelle S: Primer zum quantitativen Amplifizieren nach Histon-ChIP.
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C.9.5.

Promotorregion

Primer zum Amplifizieren der FMR1 Methylierungsgrenze und

Die FMRI Methylierungsgrenze und Promotorregion in dem 1050 bp Bereich zwischen den
Nukleotiden 13886 und 14935 wurde in Form von drei Abschnitten mittels PCR amplifiziert.

Primer Position Sequenz 5' — 3' Ta Grofle
FMR1 Abschnitt 1 vorwirts 13867 CGTTTC TTC TTTTITTTTC .
FMR1 Abschnitt 1 riickwérts 14240 ACT CAT TTT CATACTTTC AC SLEC 37ty
FMR1 Abschnitt 2 vorwirts 14161 CAG TAG GGG CAGAAATGAAC .
FMR1 Abschnitt 2 riickwérts 14573 TCT GGT CTG GTTTGGTTT G SI°C 43ty
FMR1 Abschnitt 3 vorwirts 14509 TCA GACTGC GCTACTTTGAACC .
FMR1 Abschnitt 3 riickwirts 14953 AAA CGG AGC TGA GCG CCT $5C sty

Tabelle 6: Primer zum Amplifizieren der FMR1 Methylierungsgrenze und Promotorregion.

C.10. Programme

AIDA 3.1
CoreIDRAW 12
Microsoft Office 2002:

Excel

PowerPoint

Word
OpenOffice 3.0:

Draw

Impress

Writer
Primer Express 2.0
Sequence Detection Software 1.2
Vector NTI Advance 9

C.11. DNA-GroBenmarker

DNA MW Marker VI, Digoxigenin-labeled
GeneRuler DNA Ladder Mix

raytest [sotopenmessgerite, Straubenhardt
Corel Corporation, Ottawa, ON, Kanada
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Sun Microsystems, Santa Clara, CA, USA

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot
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C.12. Enzyme

C.12.1. Restriktionsendonukleasen

Alul  5'-AGCT-3' 10U/ul
Dral  5'-TTTAAA-3' 50U/ul
Hpall 5'-CCGG-3' 10U/ul
Mspl  5'-CCGG-3' 10U/ul
Nhel  5'-GCTAGC-3' 10U/ul
Rsal  5'-GTAC-3' 10U/ul
Xbal  5'-TCTAGA-3' 10U/ul
Xhol  5'-CTCGAG-3' 10U/ul
C.12.2. Sonstige Enzyme
BSA 10mg/ml
DNA Blunting Enzym
MNase (Mikrokokken-Nuklease) 300U/ul
Phusion Polymerase 2U/ul
Proteinase K
RNase A (Ribonuklease A)
SAM (S-adenosyl-methionin) 32mM
SssI-Methylase (CpG-Methylase) 4U/ul
T4 DNA-Ligase 5U/ul
Taq Polymerase 5U/ul
Terminale Transferase 400U/l

Trypsin, 1:250

C.13. Kits und Reagiersysteme

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
DIG Gel Shift Kit, 2™ Generation

DIG Wash and Block Buffer Set

Novex DNA Retardation Gel, 6%

EpiQuik Chromatin Immunoprecipitation Kit
EpiTect Bisulfite Kit

GeneJET PCR Cloning Kit

MinElute Gel Extraction Kit

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG
PureLink HiPure Plasmid Maxiprep Kit
QuickLyse Miniprep Kit

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
New England Biolabs, Frankfurt am Main
New England Biolabs, Frankfurt am Main
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

New England Biolabs, Frankfurt am Main
New England Biolabs, Frankfurt am Main
Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roche Diagnostics, Mannheim

Gerbu, Wieblingen

Applied Biosystems, Darmstadt
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Invitrogen, Darmstadt
Epigentek, Farmingdale, NY, USA
Qiagen, Hilden

Fermentas, St. Leon-Rot
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt

Qiagen, Hilden
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D. Methoden

D.1. Bestimmung von DNA-Methylierungsmustern durch die

Bisulfit-Sequenzierung

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien, Zellen und DNA-Proben zur Bestimmung von DNA-
Methylierungsmustern wurden alle in Tabelle 1 auf den Seiten 30-31 aufgefiihrt.

D.1.1. Zellkultur

Die von menschlichen Tumoren abstammenden Zelllinien HCT-116 (Kolorektalkarzinom) und
HelLa (Zervixkarzinom) wurden ebenso wie die primdren Fibroblastenzellen GMO07072 und
GMO05848 bei 37°C, 5% CO2-Atmosphire und 80% Luftfeuchtigkeit in DMEM-Medium mit 10%
FKS (v/v), 350pug/ml L-Glutamin, 120pg/ml Streptomycin und 199U/ml Penicillin nach
Standardmethoden kultiviert. Die priméren Vorhautfibroblasten HFF wurden unter denselben
Bedingungen kultiviert, jedoch in MEM-Medium mit 7,5% FKS (v/v), 350pg/ml L-Glutamin,
11,75pg/ml Ciprofloxacin, 100pg/ml Gentamycin. Die adhédrent an der Oberfliche wachsenden
Zellen wurden passagiert, wenn die Zellen in einer Schicht den Boden vollstindig bedeckten
(Vollkonfluenz). Zur weiteren Kultivierung wurden die Zellsuspensionen 1:6 (HeLa), 1:4 (HCT-
116) und 1:2 (primédre Fibroblastenzellen) geteilt, damit die Zellen innerhalb von ungefdhr vier
Tagen (HeLa und HCT-116) oder sieben Tagen (primére Fibroblastenzellen) erneut die
Vollkonfluenz erreichten.

D.1.2. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Beckman/Coulter ,,Z2 Coulter Particle Count and Size
Analyser* verwendet. Dazu wurden 50ul Zellsuspension in einer 1:200 Verdiinnung mit 0,9% NaCl
(W/v) eingesetzt.

D.1.3. Isolierung genomischer DNA mit Natriumperchlorat-Chloroform

(Johns & Paulus-Thomas, 1989)

Zur Isolierung der genomischen DNA wurde die Natriumperchlorat-Chloroform Methode
verwendet. Dazu wurden die Zellen von 4 vollkonfluenten 75¢cm? Zellkulturflaschen mit PBSo
gewaschen und anschliefend in PBSo vom Boden der Zellkulturflasche abgeschabt. In einem 50ml
Rotkapprohrchen wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 550x g und RT, 5 min lang
gesammelt. Das Zellsediment wurde in 6ml Lysis-Losung vorsichtig resuspendiert und
anschlieBend in ein 15ml Rotkapprohrchen iiberfiihrt. Die RNase Behandlung erfolgte durch
Zugabe von 45ul einer 50ug/ml RNase A Losung und Inkubation 30 min lang bei 37°C. Von einer
5M Natriumperchlorat-Lésung wurden 1,5ml zugegeben, 15 min lang bei RT in einem
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Uberkopfrotator gemischt, 25 min lang bei 65°C inkubiert und dabei mehrmals invertiert. Nach
Zugabe von 5,5ml Chloroform (-20°C) wurde der Ansatz 10 min lang bei RT erneut rotiert und 5
min lang bei 1400x g und RT abzentrifugiert. Die wissrige Phase (Uberstand) wurde vorsichtig, um
die DNA dabei moglichst wenig zu scheren, in ein neues 50ml Rotkapprohrchen tiberfiihrt. Die
Féllung der DNA erfolgte durch Zugabe des zweifachen Volumens an Ethanol absolut (4°C) tiber
Nacht bei -20°C. Die DNA wurde bei 4388x g und 4°C, 15 min lang abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig ausgekippt und das DNA-Pellet getrocknet. Die DNA wurde anschlieBend in 3ml
TE-Puffer, pH8,0 iiber Nacht bei 4°C gelost.

D.1.4. Photometrische Bestimmung von DNA-Konzentrationen

(Kaiser & Hogness, 1960)

Zur Bestimmung von DNA-Konzentration wurden das ,,BioPhotometer” von Eppendorf und das
»NanoDrop 1000 Spectrophotometer” von Thermo Fisher Scientific verwendet. Eine Extinktion
von 1 bei 260nm und lcm Kiivettentiefe entspricht einer Konzentration von 50pg/ml
doppelstrangiger DNA. Die Reinheit der DNA wurde aus dem Absorptionsmaximum bei 260nm fiir
DNA und 280nm fiir Proteine ermittelt. Die fiir die Experimente verwendete DNA hatte einen
Quotienten ODxgg50 Von iiber 1,8.

D.1.5. Bisulfit-Konversion genomischer DNA

(Frommer u. a., 1992; Clark u. a., 1994)

Die Bisulfit-Behandlung der genomischen DNA erfolgte mit Hilfe des ,,EpiTect Bisulfite Kit“ der
Firma Qiagen. Dazu wurden 500ng oder 2ug DNA in einem Volumen von 20ul mit H,ORNase-frei
gemischt und wie in Tabelle 7 beschrieben eingesetzt. Nach der 5 h langen Konversionsreaktion in
der PCR-Maschine wurde die einzelstrangige DNA ohne die Verwendung von Carrier-RNA auf eine

Sdule gebunden, gewaschen, desulfoniert, nochmals gewaschen, in 40ul Elutionspuffer eluiert und
bei -20°C aufbewahrt.

Reaktionsansatz Programm

Volumen Komponente 99°C 5 min Denaturierung
60°C 25 min Inkubation

99°C 5 min Denaturierung

20ul DNA-Losung (500ng oder 2pug) 60°C 85 min Inkubation
85ul Bisulfit Mix 99°C 5 min Denaturierung
35ul Konversions-Puffer 60°C 175 min Inkubation
140ul Gesamtvolumen 20°C oo Halten

Tabelle 7: Reaktionsansatz und Thermozykler-Programm der Bisulfit-Konversion.

Fiir einige Kontrollreaktionen wurde die Bisulfit-Konversion genomischer DNA wie bereits
beschrieben durchgefiihrt (Hochstein u. a., 2007). Dazu wurden 2pg genomische DNA durch
NaOH-Zugabe und Hitze vollstindig denaturiert. Die denaturierte DNA wurde in einer Sauerstoft-
und Licht-empfindlichen Reaktion mit einer Natriumbisulfit-Hydrochinon-Losung gemischt und 17
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h lang im Dunkeln bei 50°C inkubiert. Die Bisulfit-behandelte einzelstringige DNA wurde in
Microcon YM-100 Sdulen alkalisch desulfoniert, gereinigt und konzentriert (Boyd & Zon, 2004).

D.1.6. PCR (Polymerase-Kettenreaktion) Bisulfit-behandelter DNA
(Saiki u. a., 1985)

Gradienten-PCR

Um eine erhohte Spezifitit und Ausbeute fiir die zu untersuchenden PCR-Fragmente zu erreichen,
wurden die fiir die DNA-Methylierungsmusteranalyse vorhergesehenen DNA-Regionen durch
verschachtelte PCRs (engl. nested PCRs) amplifiziert. Fiir jedes PCR-Fragment wurden zwei
Primerpaare verwendet, wobei das zweite Primerpaar im Amplikon des ersten Primerpaares lag. Die
Sequenzen der verwendeten Primer zum Amplifizieren Bisulfit-behandelter DNA befinden sich in
der Tabelle 2 auf den Seiten 32-35. Die fiir die Bisulfit-Sequenzierung verwendeten Primer wurden
so entworfen, dass ausschlielich Bisulfit-behandelte DNA gebunden werden konnte. Wahrend der
PCR erfolgte die Amplifikation dann entweder fiir den oberen oder unteren Strang der DNA, da die
Bisulfit-Konversion der genomischen DNA nach Denaturierung Einzelstrang-spezifisch verlduft
und im Anschluss beide Stringe der DNA nicht mehr komplementir zueinander sind. Die optimale
Temperatur zur Anlagerung an die DNA wurde fiir jedes Set aus dullerem und innerem Primerpaar
mittels Gradienten-PCR ermittelt. Dazu wurden die beiden Gradienten 50+10°C und 60+10°C
verwendet, wobei jeder senkrechten Reihe in der PCR-Maschine eine spezifische Temperatur vom
Thermozykler zugeordnet wurde (Tabelle 8). Die verschachtelte PCR (mit dem inneren Primerpaar)
wurde unter denselben Bedingungen mit 1/10 (2,5ul) des Reaktionsvolumens der ersten PCR (mit
dem &uBeren Primerpaar) durchgefiihrt.

50+10°C Gradient 60+10°C Gradient
Position Temperatur Position Temperatur Position Temperatur Position Temperatur
1 40,3°C 7 51,7°C 1 50,0°C 7 61,5°C
2 40,8°C 8 54,3°C 2 50,5°C 8 64,1°C
3 42,1°C 9 56,7°C 3 51,8°C 9 66,5°C
4  44,0°C 10 58,5°C 4 53,8°C 10 68,3°C
5 46,4°C 11 59,7°C 5 56,1°C 11 69,5°C
6 49,0°C 12 60,1°C 6 58,8°C 12 69,8°C

Tabelle 8: Temperaturverteilung im Thermozykler der Gradienten 50+10°C und 60+10°C.

Analytische PCR

Die Taq (Thermus aquaticus) Polymerase wurde zum Amplifizieren der DNA verwendet. In einem
Gesamtvolumen von 25ul wurden 2ul Bisulfit-behandelte einzelstringige DNA eingesetzt (Tabelle
9). Die Umwandlung einzelstrangiger genomischer DNA mittels Bisulfit fithrt zu einer Reduktion
des Cytosin-Gehaltes, da nicht-methylierte Cytosine in und aulerhalb von CpG-Folgen als Uracile
vorliegen. Diese Uracile werden dann wihrend der PCR-Amplifikation durch Thymine ersetzt.
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Reaktionsansatz Programm
Volumen Ausgangskonz. Endkonz.

2,5ul 10x PCR-Pufter 1x

2ul - 25mM MgClL 2mM
0,5u  10mM dNTP 200pM 95°C 5 min Initiale Denaturierung
0,4ul  5U/ul Tag Polymerase 0,08U/ul 95°C 1 min Denaturierung

2ul Bisulfit-behandelte DNA °C 2 min Anlagerung

12,6ul H>0 Ampuwa 72°C 2 min Elongation

2,5ul 2uM Primer vorwérts 0,2uM 40x Zyklen
2,5ul 2uM Primer riickwérts 0,2uM 72°C 7 min Finale Elongation
25ul Gesamtvolumen 4°C oo Halten

Tabelle 9: Reaktionsansatz und Thermozykler-Programm zum Amplifizieren Bisulfit-behandelter DNA.

Prédparative PCR

Zur VergroBerung der Ausbeute wurde fiir jedes PCR-Fragment die verschachtelte PCR nochmals in
Form einer prédparativen PCR mit 150ul Gesamtvolumen durchgefiihrt. Unter denselben
Bedingungen wie bei der analytischen PCR, wurde 1/10 (15ul) des Reaktionsvolumens der ersten
PCR verwendet.

D.1.7. Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Fragmente wurden mit 6x DNA-Ladepufter versetzt und in einem 1,3% Agarosegel (w/v)
durch Anlegen eines elektrischen Feldes bei 400mA und 90V, 30 min lang aufgetrennt. Zur
Elektrophorese wurde 1x TBE-Puffer verwendet. Um die FragmentgroBen bestimmen zu konnen,
wurden parallel dazu 3pul des DNA-Grof8enmarkers ,,GeneRuler DNA Ladder Mix" von Fermentas
aufgetragen. Zur Visualisierung wurde das Gel nach der Elektrophorese mit Ethidiumbromid
gefarbt und unter kurzwelligem UV-Licht analysiert.

D.1.8. Gelextraktion der PCR-Fragmente

Die Extraktion und Reinigung der PCR-Fragmente aus Agarosegelen wurde mit dem ,,MinElute Gel
Extraction Kit* von Qiagen durchgefiihrt. Die Fragmente wurden unter langwelligem UV-Licht aus
dem Agarosegel herausgeschnitten, und die Agarose in einer Losung chaotropischer Salze mit Hilfe
von Hitze aufgelost. Die Reinigung erfolgte anschlieBend iiber eine Sdule. Die DNA wurde dabei an
eine Glasfaser-Membran gebunden. Kontaminationen wie Salze, Agarose und Proteine wurden weg
gewaschen. Die gereinigten PCR-Fragmente wurden in Wasser eluiert und bei -20°C gelagert.
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D.1.9. Kilonierung

Herstellung chemisch kompetenter E. coli DH5q

(Inoue u. a., 1990), modifiziert

Es wurden 100ul kompetente E. coli DHS5a mit 400ml SOB-Medium in einen 1000ml
Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Die  Bakteriensuspension wurde in einem Bakterien-
Inkubationsschiittler bei 200x rpm und 18°C, ca. 48 h lang geschiittelt und bei einer ODgy von 0,4
geerntet. Die Kultur wurde auf 50ml Rotkapprohrchen aufgeteilt und in einem Eis-Ethanolbad 10
min lang gekiihlt. AnschlieBend wurden die Bakterien bei 2500x g und 0°C, 5 min lang
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Bakteriensediment in insgesamt 50ml
Inoue-Transformationspuffer resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 2500x g und 0°C, 5
min lang, wurde der Uberstand vollstindig entfernt und das Bakteriensediment in 5ml Inoue-
Transformationspuffer mit 375u1 DMSO resuspendiert. Die kompetenten E. coli DH5a wurden zu
je 100ul Portionen in einem FEis-Ethanolbad vorgekiihlt und bei -80°C gelagert. Die
Transformationseffizienz der chemisch kompetenten E. coli DHS50 wurde ermittelt durch
Transformation von 10pg pcDNA3.1(+) Plasmid-DNA. Der berechnete Wert sollte ~1x107 pro ug
DNA ergeben (Abbildung 8).

Transformationseffizienz Anzahl der Kolonien x 10°pg Volumen™"serment

X
ug Menge der transformierten DNA [pg] Volumen_

susplatiert

Abbildung 8: Berechnung der Transformationseffizienz.

Ligation der PCR-Fragmente in den Vektor pJET1/blunt

Die gereinigten PCR-Fragmente wurden mit Hilfe des ,,GeneJET PCR Cloning Kit* von Fermentas
in den Vektor pJET1/blunt (Plasmidkarte als Anhang auf der Seite 105) ligiert. Das Sticky-End
Protokoll (Tabelle 10) wurde verwendet, da die Tag Polymerase 3'-Adenin-Uberhiinge generiert.
Wihrend der ersten Inkubation bei 70°C, 5 min lang werden diese 3'-Adenin-Uberhiinge vom DNA
Blunting Enzym entfernt. Die anschlieende Ligation der blunt-end PCR-Fragmente in den bereits
linearisierten und blunt-end vorliegenden Vektor pJET1/blunt erfolgte bei RT, 30 min lang. In dieser
Inkubationszeit wurde bereits mit der, im folgenden Abschnitt beschriebenen, Vorbereitung der
chemisch kompetenten E. coli DH5a fiir die Transformation begonnen.

Blunting Reaktion

Volumen Komponente
10ul 2x Ligations-Puffer
2ul PCR-Fragment
5 Hl H>ONuklease-frei
1ul DNA Blunting Enzym
18ul Gesamtvolumen
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Ligationsreaktion

Volumen Komponente
lul Vektor pJET1/blunt

lul 74 DNA-Ligase
20ul Gesamtvolumen

Tabelle 10: Sticky-End Protokoll.

Transformation in chemisch kompetente E. coli DH5a

(Inoue u. a., 1990), modifiziert

Zu 100l frisch aufgetauten chemisch kompetenten E. coli DH5a wurden 2ul 100mM EDTA-Na,
zugegeben und 5 min lang auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden je 2ul 1,22M B-ME (25mM
Endkonzentration) und 2,25M DTT (44mM Endkonzentration) zugegeben und 10 min lang auf Eis
inkubiert. In der Zeit wurde die DNA vorbereitet. Dazu wurden 1,5ul Ligationsansatz und je 2ul
0,5M CaCl, und 0,5M MgCl, gemischt. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Bakterien in
vorgekiihlte Polypropylen-Réhrchen (-20°C) {iberfiihrt, die DNA zugegeben und vorsichtig
gemischt. Nach einer Inkubation 30 min lang auf Eis, erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C, 1 min
lang. Nach erneuter Inkubation 5 min lang auf Eis, wurden 950ul vorgewédrmtes NZY -Medium
(42°C) zu den Bakterien gegeben. Die Regenerationsphase erfolgte 1 h lang bei 37°C im
Wasserbad. Die Bakterien wurden anschlieSend bei 4000x rpm (Rotina 38 R) und 37°C, 5 min lang
sedimentiert. Der Uberstand wurde vollstéindig abgenommen und das Bakteriensediment in 200ul
NZY"-Medium (42°C) resuspendiert. Der komplette Ansatz wurde auf vorgewédrmte LM-
Agarplatten mit 100pg/ml Ampicillin (37°C) ausplattiert und liber Nacht im Bakterienbrutschrank
bei 37°C inkubiert. Wiahrend der Wachstumsphase der Bakterien wurde negativ gegen
Bakterienzellen ohne das aufgenommene Plasmid pJET1/blunt mit dem pf-Lactamase Gen
selektioniert, welches fiir die Resistenz gegen Ampicillin kodiert. Eine positive Selektion fiir
Bakterienzellen mit rekombinantem Plasmid wurde erreicht durch Ligation der PCR-Fragmente in
den Vektor pJET1/blunt und die damit verbundene Zerstorung des Gens fiir die
Restriktionsendonuklease Eco471, die fiir alle E. coli Stamme letal ist.

D.1.10. Plasmid-DNA Minipraparation

Bakterienklone wurden mit autoklavierten Zahnstochern von LM-Agarplatten abgehoben und in
15ml Rotkapprohrchen mit 3ml LB-Medium (50pug/ml Ampicillin) iiberfiihrt. Die angeimpften
Kulturen wurden im Bakterien-Inkubationsschiittler bei 300x rpm und 37°C, iiber Nacht geschiittelt.
Die Zellen in der Ubernachtkultur wurden bei 13000x rpm (5415 R) und RT, 1 min lang
sedimentiert und der Uberstand verworfen. Die Plasmid-DNA wurde anschlieBend aus dem
Bakteriensediment nach Angeben des Herstellers mit dem ,,QuickLyse Miniprep Kit*“ von Qiagen
isoliert. Die Bakterienzellen wurden lysiert und auf eine Sdule gegeben. Die Plasmid-DNA wurde
dabei an eine Membran gebunden. Nach einem Waschschritt mit einer Isopropanol-haltigen Losung
wurde die Plasmid-DNA in H,Oampuwa €luiert und bei -20°C aufbewahrt.
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D.1.11. Analytische Restriktionsspaltung

Die isolierte und gereinigte Plasmid-DNA wurde durch Restriktionsanalyse auf positive Klone
untersucht. Die Plasmid-DNA wurde entweder mit den Restriktionsendonukleasen Xbal (5'-
TCTAGA-3") und Nhel (5'-GCTAGC-3") oder mit der Restriktionsendonuklease 4A/ul (5'-AGCT-3")
geschnitten (Tabelle 11). Die Positionen der Schnittstellen im Vektor pJET1/blunt sind in der
Abbildung 33 auf Seite 103 im Anhang dargestellt. Der Restriktionsansatz wurde bei 37°C, 1,5 h
lang im Wasserbad inkubiert, anschlieBend mit 2ul 6x DNA-Ladepuffer versetzt und auf ein 1,3%
Agarosegel (w/v) aufgetragen. Die Restriktionsfragmente wurden bei 400mA und 90V, 30 min lang

aufgetrennt.
Restriktionsansatz Restriktionsansatz
Volumen Komponente Volumen Komponente
2ul Plasmid-DNA 2ul Plasmid-DNA
Iul 10x Puffer Tango Gelb 1ul 10x Puffer Tango Gelb
0,2ul Nhel 0,2ul Alul
0,2ul Xbal
6,61l HoOampuwa 6,81l HoOampuwa
10ul Gesamtvolumen 10ul Gesamtvolumen

Tabelle 11: Analytische Restriktionsspaltung mit Xbal und Nhel oder Alul.

D.1.12. Sequenzierung

Alle positiven Plasmide mit einem integrierten PCR-Fragment wurden nach der Didesoxy-
Kettenabbruchmethode (Sanger u. a., 1977) mit Fluorochrom-markierten ddNTPs mit dem ,,BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing® Kit von Applied Biosystems sequenziert. Die Reaktion verlief
in der PCR-Maschine mit BigDye v3.1 Mix (Tabelle 12). Die pJET1/blunt klonierten PCR-
Fragmente wurden entweder mit dem Primer pJET1 vorwérts oder pJET1 riickwirts (Tabelle 3 auf
Seite 35) sequenziert. Die Proben wurden zentral durch Mitarbeiter des Instituts fiir Humangenetik,
Universititsklinikum Erlangen gereinigt und die Sequenzen im ,,AbiPrism 3730 DNA Analyser*
von Applied Biosystems generiert.

Sequenzierreaktion Programm
Volumen Ausgangskonz. Endkonz. 96°C 3 min Initiale Denaturierung
2ul Plasmid-DNA 96°C 10 s Denaturierung
Tl 5x Sequenzier-Puffer 0,5x 50°C 15 s Anlagerung
0,5ul  10uM Primer 0,5uM 60°C 4 min Elongation
2ul 2,5x BigDye v3.1 Mix 0,5x 25x Zyklen
4,5ul H>O ampuwa 60°C 5 min Finale Elongation
10ul Gesamtvolumen 4°C oo Halten

Tabelle 12: Reaktionsansatz und Thermozykler-Programm zum Sequenzieren der pJET1/blunt klonierten PCR-Fragmente.
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D.1.13. Auswertung der Sequenzierung

Die Sequenzdaten wurden mit dem Programm ,,Vector NTI Advance 9 von Invitrogen ausgewertet.
Die Bisulfit-Konversion wandelte alle Cytosin-Reste in Uracil-Reste um, die wiahrend der PCR
durch Thymin-Reste ersetzt wurden. Hingegen blieben alle 5-Methylcytosine fiir diese
Konvertierungsreaktion unempfindlich. Alle iibriggebliebenen Cytosine in der Sequenz wiesen auf
5-Methylcytosin hin, denn alle nicht-methylierten Cytosine in und auflerhalb von CpG-Folgen
wurden zu Thymin umgewandelt und sind bei der Auswertung nicht mehr zu erkennen. Zum
Erstellen von DNA-Methylierungsmustern wurden nur die klonierten und sequenzierten DNA-
Molekiile verwendet, bei denen iiber 95% aller Cytosine auBlerhalb der CpG-Folgen zu Thymin
umgewandelt wurden, verglichen mit den DNA-Fragmenten vor der Bisulfit-Konversion.
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D.2. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

D.2.1. Praparation von Kernextrakten aus HCT-116 Zellen

HCT-116 Zellen wurden in 75cm? Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von 100% kultiviert.
Die Herstellung der Kernextrakte erfolgte bei 4°C. Zur Isolierung der Kerne wurden die mit kaltem
PBS gewaschenen Zellen in EMSA Hypotonischem Puffer resuspendiert. Das Anschwellen der
Zellen erfolgte wihrend der 10 min langen Inkubation auf Eis. Das Aufbrechen der Zellmembran
erfolgte mechanisch iiber Scherkrifte in einem 5ml Dounce-Homogenisator durch zehnmaliges
Auf- und Abbewegen eines Typ B Stofels aus Glas. Die Lyse der Zellen sollte bei 80-90% liegen,
und wurde mittels einer Trypanblau-Féarbung unter dem Mikroskop iiberpriift, wobei Zellen mit
einer intakten Membran den Farbstoff nicht aufnehmen. Die Zellkerne wurden bei 2820x g und
4°C, 15 min lang gesammelt und in EMSA Puffer mit wenig Salz resuspendiert. Anschlieend
erfolgte bei gleichzeitigem und vorsichtigem Schiitteln eine tropfenweise Zugabe von EMSA Puffer
mit viel Salz bis zu einer Endkonzentration von 260mM Kaliumchlorid. Die Extraktion der Kerne
erfolgte 1 h lang auf Eis. Die Kernextrakte wurden nach dem Sedimentieren der Kerne, durch eine
Zentrifugation bei 2820x g und 4°C, 30 min lang, abgenommen. Zum Enfernen der Salze wurden
die Kernextrakte in einem, vorher in TE-Puffer aufgekochtem und bei 4°C gelagerten,
Dialysierschlauch mit einer Ausschlussgrenze von 12000 bis 14000 Dalton iiberfiihrt und gegen
EMSA Dialysierpuffer iiber Tag und nach Pufferwechsel liber Nacht bei 4°C ausgetauscht. Die
extrahierten Kerne wurden anschliefend durch Zentrifugation bei 2820x g und 4°C, 30 min lang
sedimentiert, der Uberstand (Kernextrakt) in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C
gelagert.

D.2.2. Photometrische Bestimmung von Protein-Konzentrationen

Die Bestimmung von Protein-Konzentrationen ab 200ng erfolgte mit Roti-Nanoquant und beruht
auf einer Modifikation der Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976). Die Proben wurden
mit dem Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 gemischt, dessen Adsorptionsmaximum bei
595nm liegt und sich bei Komplexbildung mit Proteinen auf 450nm verschiebt. Die optische Dichte
OD wurde bei 595nm und 450nm in einem Mikrotiterplatten-Lesegerdt photometrisch bestimmt.
Aus dem Quotienten ODsosuso konnte dann die Protein-Konzentration anhand einer BSA-
Kalibriergeraden ermittelt werden.

D.2.3. Herstellen der DNA-Probe fur EMSA

Die optimale Anlagerungs-Temperatur des verwendeten Primerpaares zum Amplifizieren der DNA-
Probe fir EMSA (Tabelle 4 auf der Seite 35) wurde durch Gradienten-PCR ermittelt. Zum
Herstellen des 630 bp DNA-Fragmentes wurde eine PCR unter den in Tabelle 13 aufgefiihrten
Bedingungen durchgefiihrt.
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Reaktionsansatz Programm
Volumen Ausgangskonz. Endkonz.

Sul 10x PCR-Puffer Ix

3ul  25mM MgCl, 1,5mM

Iul  10mM dNTP 200uM 95°C 5 min Initiale Denaturierung
0,5ul  5U/ul Tag Polymerase 0,05U/ul 95°C 1 min Denaturierung

1,66ul 604ng/ul HCT-116 DNA Ing 61,5°C 30 s Anlagerung
28,84ul H>0 Ampuwa 72°C 1 min Elongation

Sul 2uM EMSA vorwirts 0,2uM 35x Zyklen

Sul 2uM EMSA riickwirts 0,2uM 72°C 7 min Finale Elongation
50ul Gesamtvolumen 4°C oo Halten

Tabelle 13: Reaktionsansatz und Thermozykler-Programm zum Amplifizieren der DNA-Probe fiir EMSA.

Eine praparative PCR mit einem Gesamtvolumen von 150ul wurde durchgefiihrt, um eine grof3ere
Menge des PCR-Fragmentes herzustellen.

Nach der PCR-Amplifikation wurden 2ul des nicht-aufgereinigten PCR-Ansatzes direkt in den
Vektor pJET1/blunt ligiert und anschlieBend in E. coli DHS5a transformiert. Die mit
Bakterienklonen angeimpften Ubernachtkulturen wurden durch Plasmid-DNA Priparation und
Restriktionsanalyse auf positive Klone untersucht. Auf diese Weise wurde die EMSA DNA-Probe
fiir die in vitro SssI-Methylierung vermehrt.

Der restliche PCR-Ansatz wurde auf ein 1,3% Agaroesgel (w/v) aufgetragen und das PCR-
Fragment fiir die EMSA DNA-Probe iiber Gelextraktion gereinigt.

D.2.4. Plasmid-DNA Maxipraparation

Um eine grofBere Menge Plasmid-DNA zu erhalten, wurde eine Plasmid-DNA Maxipréparation
durchgefiihrt. Von einer positiven Ubernachtkultur mit Bakterien, die das rekombinante Plasmid
pJET1-EMSA trugen, wurden 200pul in 200ml LB-Medium (50pg/ml Ampicillin) iiberfiihrt. Nach
Inkubation iiber Nacht bei 37°C und 220x rpm im Bakterien-Inkubationsschiittler wurde die
Plasmid-DNA mit dem ,,PureLink HiPure Plasmid Maxiprep Kit*“ nach Angaben des Herstellers
Invitrogen isoliert.

D.2.5. Restriktionsspaltung des Plasmids pJET1-EMSA mit Xbal und
Xhol

Die beiden Restriktionsendonukleases Xbal und Xhol schneiden das rekombinante Plasmid pJET1-
EMSA jeweils nur einmal (Plasmidkarte als Anhang auf Seite 106) und wurden dazu verwendet, die
EMSA DNA-Probe wieder aus dem Plasmid herauszuschneiden (Tabelle 14). Eine CpG-
Methylierung der Erkennungssequenz flir das Enzym Xhol wiirde die Restriktionsspaltung
beeintrichtigen, deshalb wurde das Plasmid pJET1-EMSA zuerst liber Nacht bei 37°C geschnitten
und dann in vitro methyliert.
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Restriktionsansatz

Volumen Komponente

30ug Plasmid pJETI-EMSA
20ul 10x Puffer NEB2

ul Xbal

8ul Xhol

2ul 100x BSA (10mg/ml)
Rest H,Oampuwa

200ul Gesamtvolumen

Tabelle 14: Restriktionsspaltung des Plasmids pJET1-EMSA mit Xbal und Xhol.

D.2.6. in vitro Methylierung der pJET1-EMSA Xbal-Xhol-Fragmente

Das mit Xbal-Xhol geschnittene Plasmid pJET1-EMSA wurde anschlieBend durch die Sss/-
Methylase an den CpG-Dinukleotiden methyliert. Als Methyl-Gruppen Donor diente S-Adenosyl-
Methionin (SAM). Der Methylierungsansatz wurde 7,5 h lang bei 37°C im Wasserbad inkubiert.
Nach 4 h wurden nochmals 4ul SAM (32mM) zugegeben. Nach Inkubationsende wurde die Sss/-
Methylase bei 65°C, 20 min lang inaktiviert.

Methylierungsansatz

Volumen Komponente
200ul Restriktionsansatz
4ul SAM (32mM)
10ul Sss/-Methylase
2ul 10x Puffer NEB2
4M1 HZOAmpuwa
220ul Gesamtvolumen

Tabelle 15: in vitro Methylierung der pJET1-EMSA Xbal-XhoI-Fragmente.

Fir die analytische Restriktionsspaltung mit Hpall und Mspl wurden 20ul des
Methylierungsansatzes abgenommen. Die DNA-Fragmente in dem restlichen Volumen wurden mit
6x DNA-Ladepuffer versetzt und in einem 1,3% Agarosegel (w/v) aufgetrennt. Die Bande mit der
Lange 655 bp wurde aus der Agarose herausgeschnitten und gereinigt.

D.2.7. Restriktionsspaltung der pJET1-EMSA Xbal-Xhol-Fragmente mit
Hpall oder Mspl

Zur Uberpriifung der Methylierung des Plasmids pJET1-EMSA (Plasmidkarte als Anhang auf Seite
106) ist eine analytische Restriktionsspaltung bei 37°C, 2,5 h lang mit den isochizomeren
Restriktionsenzymen Hpall und Mspl durchgefiihrt wurden. Trotz gleicher Erkennungssequenz 5'-
CCGG-3' wird das Methylierungs-sensitive Hpall durch eine CpG-Methylierung geblockt,
wohingegen Mspl die Sequenz unabhingig von der CpG-Methylierung schneidet.
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Restriktionsansatz

Volumen Komponente
1ul Methylierungsansatz
1ul 10x Puffer Tango Gelb

0,5ul Hpall oder Mspl
7,5l HoOampuwa
10ul Gesamtvolumen

Tabelle 16: Restriktionsspaltung der pJET1-EMSA Xbal-Xhol-Fragmente mit Hpall oder Mspl.

D.2.8. Restriktionsspaltung des Plasmids pcDNA3.1(+) mit Dral und
Rsal

Zum Herstellen eines Kompetitors, der die Ausbildung nicht-spezifischer DNA-Protein-Komplexe
hemmt, wurden das Plasmid pcDNA3.1(+) (Plasmidkarte als Anhang auf Seite 105) mit den
Restriktionsendonukleasen Dral und Rsal iiber Nacht bei 37°C geschnitten. Die entstandenen
Fragmente wurden in einem 1,3% Agarosegel (w/v) nach Zugabe von 6x DNA-Ladepuffer
aufgetrennt. Die 595 bp Fragment-Bande, mit einem Teil des f5-Laktamase (bla) Gens, wurde aus
der Agarose herausgeschnitten und liber Gelextraktion gereinigt.

Restriktionsansatz

Volumen Komponente
15ng Plasmid pcDNA3.1(+)
20ul 10x Puffer Tango Gelb
1,5ul Dral

4ul Rsal
Rest HyOampuwa
200ul Gesamtvolumen

Tabelle 17: Restriktionsspaltung des Plasmid pcDNA3.1(+) mit Dral und Rsal.

D.2.9. Markierung der DNA-Fragmente

Fiir die DNA-Protein-Bindungsreaktionen wurden 3,85pmol (Abbildung 9) der nicht-methylierten
oder der in vitro pramethylierten DNA-Fragmente pro 20ul Gesamtvolumen mit Hilfe des ,,.DIG
Gel Shift Kit, 2™ Generation nach Anleitung des Herstellers Roche Diagnostics mit Digoxigenin
(DIG) markiert. Zur Verbesserung der Markierungsreaktion wurde der zweifache Reaktionsansatz
angesetzt und bei 37°C, 1 h lang inkubiert. Die Terminale Transferase katalysierte mit Hilfe von
Kobalt-Ionen (Co*") die Anheftung von DIG-ddUMP an die 3'-Hydroxy-Gruppe der DNA-
Fragmente unter der Abspaltung von Pyrophosphat. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4pul
0,2M EDTA, pHS8,0 gestoppt, anschlieBend wurden 6pul H,Oampuwa hinzugefiigt. Das entstandene
Gesamtvolumen von 50ul enthielt eine Endkonzentration von 0,155pmol/ul der DNA-Fragmente.
Die markierten DNA-Fragmente wurden bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.
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ng doppelstrangige DNA = pmol x 0,66 x N (N = Lange des doppelstangigen Fragmentes)

Abbildung 9: Umrechnung von pmol in ng.

Markierungsreaktion
Volumen Ausgangskonz. Endkonz.
Xul DNA-Fragmente 7,7pmol
Rest H>O ampuwa
8ul 5x Markierungs-Puffer 1x
8ul  25mM CoCl,-Losung 5SmM
2ul ImM DIG-ddUTP-Losung 0,05mM
2ul 400U/pul Terminale Transferase 20U/l
40ul Gesamtvolumen

Tabelle 18: Markierung der DNA-Fragmente mit Digoxigenin.

D.2.10. Bestimmung der Markierungseffizienz der DNA-Fragmente

Zur Bestimmung der Markierungseffizienz wurden Verdiinnungsreihen der DIG-markierten DNA-
Fragmente in TEN-Puffer, pH8,0 hergestellt und diese fiir einen Dot-Blot tropfenweise auf eine
positiv geladene Nylonmembran aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit Hilfe des ,,DIG Wash and
Block Buffer Set“ von Roche Diagnostics. Die Methode beruht auf einer Bindung des mit der
Alkalischen Phosphatase konjugierten Antikorpers Anti-Digoxigenin (Anti-Digoxigenin-AP) und
der anschlieBenden Umsetzung des Substrates CSPD durch die Alkalische Phosphatase. Die
Auswertung in der CCD-Kamera sollte eine Nachweisgrenze von 4pg ergeben.

D.2.11. DNA-Protein-Bindungsreaktion

Der Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) oder Band Shift Assay wird zur Charakterisierung
von DNA-Protein-Bindungsreaktionen eingesetzt und beruht auf dem Prinzip, dass die Wanderung
der DNA-Fragmente im elektrischen Feld in nicht-denaturierenden Polyacrylamid-Gelen durch die
Bindung von Proteinen verlangsamt wird (Revzin, 1989). Die Durchfiihrung des EMSA erfolgte mit
Hilfe des ,,DIG Gel Shift Kit, 2" Generation des Herstellers Roche Diagnostics. In einem
Gesamtvolumen von 20ul wurden 1x Bindungspufter, 1ug poly [d(I-C)], 0,1ug poly L-Lysin, 0,2ng
DIG-markierte DNA-Fragment mit 2,64ug Protein aus Kernextrakt gemischt und 15 min lang bei
37°C inkubiert. Die Spezifitit der entstandenen DNA-Protein-Komplexe wurde in verschiedenen
Experimenten der kompetitiven Hemmung tiberpriift, indem nicht-markierte DNA-Fragmente in
mehr als 2000fachem Uberschuss zugegeben wurden. Die Reaktionsprodukte wurden mit Sul 5x
TBE-Probenpuffer versetzt und in nicht-denaturierenden ,,Novex DNA Retardation Gels* mit 6%
Polyacrylamid der Firma Invitrogen analysiert. Die Fragmente wurden durch Elektrophorese 3 h
lang bei 80 V und 10 mA in 0,5x TBE-Puffer getrennt. Im Anschluss wurden die Reaktionsprodukte
durch Elektrotransfer in einer halbtrockenen Blotting Kammer mit je zwei Lagen in 0,5x TBE-
Puffer prainkubierten Filterpapiers unten und oben 1 h lang bei 30 V und 150 mA auf eine positiv

-51 -



D. Methoden

geladene Nylonmembran mit 0,5x TBE-Puffer iibertragen. Im Anschluss wurden die DNA-
Fragmente durch 30 min langes Erhitzen der Membran bei 120°C fixiert, und die Membran
zwischen Filterpapier iiber Nacht bei 4°C aufbewahrt. Nach dem Waschen wurde die Membran 30
min lang in Blockierungspuffer und dann 30 min lang in verdiinnter Anti-Digoxigenin-AP-Losung
inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde die Membran 5 min lang in Detektionspuffer equilibriert.
Die Membran wurde nach Zugabe einer 0,1mg/ml CSPD-Losung, in Frischhaltefolie verpackt und 5
min lang bei RT inkubiert. Zur Verstirkung der Chemilumineszenz-Reaktion wurde die Membran
bei 37°C, 10 min lang inkubiert und anschlieBend in der CCD-Kamera 3 min lang belichtet. Die
Auswertung erfolgte mit dem Programm AIDA 3.1.
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D.3. Chromatin Immunprézipitation (ChIP)

Proteine konnen kovalent an die DNA gebunden werden. Nach Fragmentierung des Chromatins
iiber Scherkriafte oder Nukleasen, konnen dann DNA-Protein-Interaktionen durch die Chromatin
Immunprézipitation (ChIP) ermittelt werden. Die von den Proteinen gebundenen DNA-Abschnitte
konnen mit Hilfe spezifischer Antikorper, gegen die gesuchten Proteine, durch Prézipitation
angereichert und anschliefend in der PCR bestimmt werden. Héufig wird ChIP zur
Charakterisierung posttranslationaler Histon-Modifikationen oder Transkriptionsfaktor-Bindung
genomweit oder flir eine bestimmte Region verwendet. Zur bisherigen Analyse von Histon-
Modifikationen wurde mit einigen Anderungen das ,,EpiQuik Chromatin Immunoprecipitation Kit
von Epigentek verwendet.

D.3.1. Vernetzung der DNA mit den Histonen

Bei einer Konfluenz der HCT-116 Zellen von 90-95% wurden die Proteine durch Zugabe von 278ul
37% Formaldehyd zu 10ml Zellkulturmedium (1% Endkonzentration) und einer Inkubation bei
37°C, 10 min lang mit der DNA vernetzt (engl.: cross-linking). Nach griindlichem Waschen mit
eiskaltem PBSo, wurden die Zellen in eiskaltem MNase-Puffer bei einer Konzentration von 1x10°
Zellen pro ml vom Boden der Zellkulturflasche abgeschabt. In zwei 50ml Rotkapprohrchen wurden
dann je 6ml Zellsuspension (6x10° Zellen) gegeben.

D.3.2. Permeabilisierung und Mikrokokken-Nuklease-Behandlung

Die Zellen wurden durch Zugabe von 316ul 5S5mg/ml Lysolecithin zu je 6ml Zellsuspension
(250pug/ml Endkonzentration) permeabilisiert. Das Chromatin ist dann durch Zugabe von 100U/ml
MNase (Mikrokokken-Nuklease) und Inkubation bei 37°C, 10 min lang zu Mononukleosomen
gespalten wurden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20ul 0,5M EDTA-Na,, pHS8,0 zu je 1ml
Ansatz gestoppt.

D.3.3. Lysieren der Zellen

Die Zellen wurden anschlieBend bei 700x g und 4°C, 10 min lang sedimentiert. Nach dem Abgief3en
des Uberstandes wurde das Zellsediment in 1,2ml Prilysispuffer (200ul fiir 1x10° adhérente Zellen)
aufgenommen, in ein 2ml Reaktionsgefdf iiberfiihrt und 10 min lang auf Eis inkubiert. Vor der
Zentrifugation der Zellen bei 5000x rpm (5415 R) und 4°C, 5 min lang, wurde das Sediment 10 s
lang resuspendiert (Vortex). Das Zellsediment wurde danach in 600ul Lysispuffer mit Protease
Inhibitor Cocktail (100ul fiir 1x10° adhdrente Zellen) resuspendiert und die Zellen auf Eis, 10 min
lang lysiert. Die weitere Lyse der Zellen und Zellkerne erfolgte durch Ultraschall-Behandlung im
Branson Sonifier 450. Die Proben wurden bei 80% Leistung und 5 Micro Tip Limit, 6x 20 s lang
und zwischenzeitlich mit einer je 30 s langen Pause auf Eis, aufgeschlossen. Durch Zentrifugation
bei maximaler Geschwindigkeit (5415 R) und 4°C, 15 min lang wurden die sonifizierten
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Zelltriimmer sedimentiert und der Uberstand in ein 2ml Reaktionsgefil vereinigt. Nach Einfrieren
in fliissigem Stickstoff wurde der Uberstand bei -80°C gelagert.

D.3.4. Antikorper-Bindung

Fiir die Analyse von Histon-Modifikationen wurden die Antikorper Anti-acetyl-Histon H3, Anti-
acetyl-Histon H4, Anti-trimethyl-Histon H3 Lysin 9 und Anti-trimethyl-Histon H4 Lysin 20 von
Millipore verwendet. Wie in der Anleitung des Herstellers beschrieben, wurden die Vertiefungen
des Mikrotiterstreifens gewaschen, und danach die Antikdrper mit Bindungspufter bei RT, 90 min
lang inkubiert. Die Antikorper wurden dadurch an den Boden der Vertiefungen des
Mikrotiterstreifens gebunden.

D.3.5. Immunprazipitation

Nach dem Entfernen der Antikdrper-Losung und intensivem Waschen wurde der Uberstand 1:1
verdiinnt. Als Ausgangsproben (Input), mit der Gesamtmenge an isoliertem Chromatin, wurden 2x
5ul Aliquote entnommen. AnschlieBend wurde die Chromatinmenge aus 0,5x10° Zellen pro
Vertiefung des Mikrotiterstreifens pipettiert und zur Immunprézipitation bei RT, 90 min lang bei
500x rpm auf dem Thermomixer 5436 geschiittelt. Nach Ende der Inkubationszeit wurde der
Uberstand entfernt und die Vertiefungen des Mikrotiterstreifens intensiv gewaschen.

D.3.6. Revertierung der DNA-Protein-Vernetzung und DNA-Reinigung

Durch Zugabe von 0,4ul 10mg/ml Proteinase K zu 40ul Revertierungspuffer pro Ansatz und
Inkubation bei 65°C, 15 und 90 min lang wurde die Bindung der Proteine an die DNA aufgehoben.
Die Reinigung der DNA erfolgte nach Anleitung des ,,EpiQuik Chromatin Immunoprecipitation
Kit* von Epigentek iiber die Bindung der DNA an eine Sdule. Nach Waschschritten mit 70% bzw.
90% Ethanol und Zentrifugation 1 min lang bei 12000x rpm (5415 R) und RT wurde die gereinigte
DNA von der Séule eluiert und bei -20°C aufbewahrt.

D.3.7. Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qQPCR)

Mit der gPCR-Methode wurde die Menge an Antikorper-prazipitiertem Chromatin bestimmt. Zur
Detektion der amplifizierten DNA wurde der Einbau des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green in
doppelstrangige DNA genutzt. Die Fluoreszenzintensitit wird nach jedem PCR-Zyklus bestimmt.
Verschiedene PCRs konnen nur in ihrer exponentiellen Phase verglichen werden. Bei einer idealen
PCR wird nur in der exponentiellen Phase in jedem Zyklus die Anzahl der amplifizierten DNA-
Molekiile mit einer Effizienz von 100% verdoppelt. In den friihen Phasen einer PCR liegen alle
PCR-Komponenten im Uberschuss vor, so dass die PCR-Produkte nicht um Primer oder dNTP
kompetetieren miissen, wohingegen in den spidten Phasen die Effizienz der DNA-Polymerase
abnimmt.

Die qPCR-Analysen wurden mit dem ,,Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG* Mastermix
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von Invitrogen in einem ,,AbiPrism 7500 Real Time PCR System* der Firma Applied Biosystems
durchgefiihrt. Dazu wurden 2ul prazipitierte oder Input DNA fiir eine qPCR eingesetzt (Tabelle 19).
Die Spezifitit des SYBR-Green-Einbaus in das gesucht qPCR-Amplikon wurde durch eine
Schmelzkuvenanalyse nach jedem Zyklus, die Analyse der AmplikongroBe im Agarosegel und
Negativkontrollen mit Wasser {iberpriift.

Reaktionsansatz Programm
Volumen Ausgangskonz. Endkonz.
12,5ul 2x Mastermix 1x 50°C 2 min UDG Inkubation
MgCl, (im Mastermix) 3mM 95°C 2 min Initiale Denaturierung
0,05ul  25uM ROX Referenzfarbstoff 50nM 95°C 15 s Denaturierung
0,5ul  10uM Primer vorwérts 0,2uM 60°C 30 s Anlagerung/Elongation
0,5ul  10puM Primer riickwérts 0,2uM 40x Zyklen
2ul DNA 95°C 15s
9,45ul H>OAmpuwa 60°C 1 min Schmelzkurvenanalyse
25ul Gesamtvolumen 95°C 15s

Tabelle 19: Reaktionsansatz und Thermozykler-Programm fiir gPCR der ChIP-Analysen.

Ausgehend von einer exponentiellen Amplifikation mit Verdopplung der PCR-Produkte innerhalb
eines Zyklus der quantitativen PCR, konnte der Grad der Immunprézipitation (IP) im Vergleich zur
Gesamtmenge an eingesetztem Chromatin (Input) durch die ACt-Methode berechnet und in Prozent
(% Input) angegeben werden (Abbildung 10).

ACt [normalisierte IP] = Ct[IF] - (Ct [Input] - LogeVerdinnungsfaktor vom Input)

n.-'"'u | n F]Ut - 2-11 Ct [normalisierte |F)
Abbildung 10: Berechnung des % Input fiir jede Immunprizipitation. IP = Immunpréizipitation.

Die Funktionalitdit der ChIP-Methode wurde durch die Kontrollen des ,,EpiQuik Chromatin
Immunoprecipitation Kit*“ Uberpriift. Als negativ Kontroll-Antikérper wurde der Isotyp Normal
Maus IgG und als positiv Kontroll-Antikdrper Anti-RNA-Polymerase II verwendet. Prézipitationen
ohne die Zugabe eines Antikorpers wurden ebenfalls durchgefiihrt. Um die Effizienz und Spezifitit
der qPCR zu ermitteln, wurde mit Hilfe der Primer fiir die GAPDH Promotorregion die Menge an
Chromatin ermittelt, welches durch Anti-RNA-Polymerase II prizipitiert wurde. Zur Kontrolle der
Histon-Modifikationen wurden die Promotorregionen der Haushaltsgene GAPDH und ADHS als ein
transkriptionell aktives Chromatin (Euchromatin) und die Chr4Sata Satellitenregion als eher
kondensiertes Chromatin (Heterochromatin) amplifiziert (Alberter & Ensser, 2007). Die zur
Prizipitation verwendeten Antikorper wurden auf Seite 31 angegeben. Die Tabelle 5 mit den
verwendeten Primerpaaren befindet sich auf Seite 35.
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D.4. Sequenzierung der FMR1  Methylierungsgrenze  und

Promotorregion

Die Amplifikation der FMRI Methylierungsgrenze und Promotorregion, der genomischen DNA
14451 aus FXS peripheren weilen Blutzellen, erfolgte durch die Phusion Polymerase mit
Korrektrulese-Einheit und einer Fehlerrate von 4,4x107 bei Verwendung des High-Fidelity-Puffers
(Tabelle 20). Die verwendeten Primer sind in Tabelle 6 auf der Seite 36 aufgefiihrt. Die optimale
Anlagerungs-Temperatur der Primerpaare wurde durch Gradienten-PCR ermittelt.

Reaktionsansatz Programm
Volumen Ausgangskonz. Endkonz.
10ul 5x High-Fidelity-Puffer 1x
MgCl, (im Puffer) 1,5mM
Iul  10mM dNTP 200uM 98°C 30 s Initiale Denaturierung
2,5ul  10uM Primer vorwiérts 0,5uM 98°C 10 s Denaturierung
2,5ul  10uM Primer riickwiérts 0,5uM °C 10 s Anlagerung
Xul genomische DNA 300ng 72°C 10 s Elongation
0,5ul  2U/ul Phusion Polymerase 0,02U/ul 35x Zyklen
Rest H>0Ampuwa 72°C 7 min Finale Elongation
50ul Gesamtvolumen 4°C oo Halten

Tabelle 20: Reaktionsansatz und Thermozykler-Programm zum Amplifizieren der FMR1 5'-upstream Region.

Im Thermozykler wurden blunt-end PCR-Produkte durch die Phusion Polymerase generiert.
Anschlieend wurde der Ansatz mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und die PCR-Fragmente in einem
1,3% Agarosegel (w/v) aufgetrennt. Die Bande mit der zu erwartenden Lange des PCR-Fragmentes
wurden wie bereits beschrieben aus der Agarose herausgeschnitten und aus dem Gel extrahiert. Die
gereinigten PCR-Fragmente wurden in den Vektor pJET1/blunt nach dem Blunt-End Protokoll
ligiert (Tabelle 21).

Ligationsreaktion

Volumen Komponente
10ul 2x Ligations-Puffer
2ul PCR-Fragment
Iul pJET1/blunt (50ng/ul)
Iul 74 DNA-Ligase
6ul HoONuklease-frei
20ul Gesamtvolumen

Tabelle 21: Blunt-End Protokoll.

Die Transformation des rekombinanten Plasmids erfolgte in chemisch kompetente E. coli DH5a
Bakterienzellen. Nach Isolierung der Plasmid-DNA durch Mini-Priparation und der analytischen
Restriktionsspaltung durch die Enzyme Nhel und Xbal wurden beide Strange des rekombinanten
Plasmids von fiinf positiven Klonen sequenziert und auf Mutationen untersucht.
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E. Ergebnisse

E.1. Charakteristische Merkmale der FMR1 Promotor und 5'-

upstream Region des Menschen

Das mit der Folat-sensitiven fragilen Stelle FRAXA assoziierte FMRI Gen liegt auf dem X-
Chromosom des Menschen bei der Bande Xq27.3 (Abbildung 11 A). Das FMRI Gen umfasst einen
Genombereich von 38 kbp mit 17 Exons (Eichler u. a., 1993). In Antisense Richtung zum FMRI
Gen liegend, befindet sich zudem das ASFMR1 Gen (Ladd u. a., 2007). Die 5'-upstream Region des
FMR1 Gens enthilt zahlreiche fiir die Funktion relevante genetische Signale (Abbildung 11 C).

A

fo 40K]
B | l |T EMR1 } } H—4 I
I LI L B I T i-. UL L T LI I L
ASFMR1
CGG <_|
| |
\ r |

C 9500 10000 10500 11000 11500 12000 12500 13000 13500 14000 14500 15000 15500

CpG 104 100 90 80 70 60 40 2§ 1

] e ® | ° e e |lo o | PPN P o e @08

I T T | T T T | T | T I T 1 ; 1 1

® CpG methyliert O CpG nicht-methyliert cGG

Abbildung 11: Karte mit einem Teil des FMRI Gens und der 5'-upstream Region des Menschen. (A) Ideogramm des X-

Chromosoms und bei Xq27.3 das FMRI Gen des Menschen. (B) Karte mit den ersten 9 Exons (vertikale Balken) und Introns

(horizontale Linie) des FMRI Gens und der 5'-upstream Region mit der 5'-(CGG)n-3' Repetition. Die Startstellen der Transkription

fir das FMRI und ASFMRI Gen sind als Pfeile und die vier CTCF-Bindestellen als gelbe Ovale dargestellt. (C) Karte der 5'-

upstream Region des FMRI Gens. o = CpG nicht-methyliert; ® = CpG methyliert. Die Grafik zeigt alle CpG-Folgen 1 bis 104 in der

Region mit eingezeichneter Methylierungsgrenze. Der Promotor und Ursprung der DNA-Replikation werden ebenfalls gezeigt. Die

Nummerierung der Nukleotide in der Karte erfolgte nach der von NCBI stammenden Sequenz: NC 000023:146.786.201-

146.840.303 H. sapiens FMRI Genregion (mit den Nummern der Nukleotide fiir das X-Chromosom des Menschen).

I.In der 5'-NTR des ersten Exons des FMRI Gens befindet sich eine 5'-(CGG)n-3' Repetition
(Abbildung 11 B). Die instabile Amplifikation der 5'-(CGG)n-3' Repetition im FMRI Gen kann
zu drei phédnotypisch verschiedenen Krankheiten (,,FRAXopathien*) fiihren (Pirozzi u. a., 2011).
Die fragile X assoziierte vorzeitige Ovarialinsuffizienz (FXPOI) und das fragile X assoziierte
Tremor/Ataxie Syndrom (FXTAS) sind auf eine Pradmutation zuriickzufiihren, wohingegen beim
fragilen X Syndrom (FXS) die 5'-(CGGQG)n-3' Repetition meistens zur Vollmutation expandiert ist
und auch nicht mehr von stabilisierenden AGG Trinukleotide unterbrochen wird (Eichler u. a.,

1994).
2. Die 5'-(CGG)n-3' Repetition wird von Bindestellen fiir CTCF flankiert (Ladd u. a., 2007).

3. Der FMR1 Promotor und die Startstelle fiir die RNA-Transkription befinden sich kurz vor der 5'-
(CGG)n-3' Repetition. Bis auf die TATA-dhnliche Sequenz 5'-TTTACA-3' (Hwu u. a., 1993)
enthdlt der Promotor keine typische TATA Box (5'-TATAAA-3'), jedoch Bindestellen fiir die
Transkriptionsfaktoren AP2, a-PAL/NRF1, c-myc und SP1 (Drouin u. a., 1997). Eine verstirkte
FMR1 Genexpression ist kennzeichnend fiir die Syndrome FXPOI und FXTAS, wohingegen beim
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FXS die Auspriagung des Phénotyps, der bedingt ist auf den Verlust des FMR1 Proteins (FMRP),
meistens durch die Stilllegung des FMRI Gens, in seltenen Féllen durch Inhibierung der
Translation erklért wird.

4. Ein Ursprung der DNA-Replikation liegt ungefdahr 300 bis 450 Nukleotide vor der Startstelle der
RNA-Transkription (Brylawski u. a., 2007; Gray u. a., 2007; Lucas u. a., 2007).

5.In dem ungefdhr 5500 bp langen Sequenzbereich vor der 5'-(CGG)n-3' Repetition zwischen der
Kartenposition 9500 und 15060 befinden sich 104 CpG-Folgen, wobei die Nummer 1 die néchste
und Nummer 104 die entfernteste CpG-Folge zur 5'-(CGG)n-3' Repetition darstellt (Abbildung 11
C). Nur wenige dieser CpG-Folgen sind Bestandteil der Erkennungssequenz fiir Methylierungs-
sensitive Restriktionsenzyme.

6.In der vorliegenden Arbeit konnte eine Grenze zwischen vollstindig methylierten und im
wesentlichen nicht-methylierten CpG-Folgen in Zellen mit Wildtyp-Allel identifiziert werden
(Naumann u. a., 2009). Eine Methylierungsgrenze liel sich auch in den Pramutations-
Ubertréigern und in den Triigern einer nicht-methylierten Vollmutation nachweisen (Smeets u. a.,
1995; Pietrobono u. a., 2005; Tabolacci u. a., 2008). In FXS Individuen war diese
Methylierungsgrenze hingegen aufgehoben.
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E.2. DNA-Methylierungsmusteranalyse

DNA-Methylierungsmuster der FMRI Promotor und 5'-upstream Region wurden mit Hilfe der
Bisulfit-Sequenzierung bestimmt. Die Analyse mit Methylierungs-sensitiven Restriktionsenzymen
wie zum Beispiel Hpall liefert zum einen als Ergebnis nur sehr ungenaue Durchschnittswerte und
zum anderen liegen nur wenige CpG-Folgen in Erkennungssequenzen von Methylierungs-
sensitiven Restriktionsenzymen. Die Methode der Bisulfit-Sequenzierung erlaubt die Bestimmung
des Methylierungszustandes jeder CpG-Folge von einzelnen klonierten und sequenzierten DNA-
Molekiilen. In Abbildung 12 ist ein Beispiel fiir die verwendete Darstellungsweise der DNA-
Methylierungsmusteranalyse erklart. Methylierte CpG-Folgen werden als schwarze und nicht-
methylierte CpG-Folgen als weile Quadrate symbolisiert. Jede Zeile reprisentiert ein einzelnes,
kloniertes und sequenziertes DNA-Molekiil. Die CpG-Nummer in jeder Spalte stimmt mit der in
Abbildung 11 C verwendeten Nummerierung der untersuchten CpG-Folgen 1-104 {iberein. Die
Abbildung 11 C zeigt die Positionen der CpG-Folgen im korrekten Maf3stab, wohingegen die CpG-
Folgen in Abbildung 12 komprimiert sind, so dass alle CpG-Folgen, ohne die tatséchlichen
Abstinde beriicksichtigend, nebeneinander liegen. Einige CpG-Folgen konnen durch zwei
iiberlappende PCR-Fragmente abgedeckt werden.

A 35 30 25 20 < CpG-Nummer
| | | |

m 5 T

[0 CpG nicht-methyliert
Bl CpG methyliert

55 51

B 45 51 45 39
| | | | | |

o nicht-methyliert im linken PCR-Fragment
methyliert im rechten PCR-Fragment

O methyliert im Iinll(en PCR-Fragment
nicht-methyliert im rechten PCR-Fragment
Abbildung 12: Darstellungsweise der DNA-Methylierungsmusteranalyse. (A) Die CpG-Nummer in einer Spalte entsprechen den
untersuchten CpG-Folgen, wie sie in Abbildung 11 dargestellt sind. Jede Zeile zeigt das DNA-Methylierungsmuster eines klonierten
und sequenzierten DNA-Molekiils. o = CpG nicht-methyliert; m = CpG methyliert. (B) Einige CpG-Folgen, die durch zwei
benachbarte PCR-Fragmente abgedeckt werden, unterscheiden sich im Methylierungszustand. Diese CpG-Folgen werden als
Quadrate dargestellt, die zur Hélfte wei3 (nicht-methyliert) und schwarz (methyliert) sind.
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E.3. Kontrollexperimente zur DNA-Methylierungsmusteranalyse

Zur Uberpriifung der Zuverlidssigkeit der Bisulfit-Sequenzierung wurden verschiedene
Kontrollexperimente durchgefiihrt.

1. DNA-Methylierungsmuster der CpG-Folgen 20 bis 83 des FMR1 Promotors und der 5'-upstream
Region wurden fiir die kommerziell erworbene nicht-methylierte oder durch die Sss/-Methylase
in vitro pramethylierte und Bisulfit-konvertierte menschliche genomische DNA ermittelt. Die
nicht-methylierte DNA (Abbildung 13 A) und die methylierte DNA (Abbildung 13 B) konnten
auch als fast vollstdndig nicht-methyliert (weile Quadrate) oder methyliert (schwarze Quadrate)
identifiziert werden.

2. Das Plasmid pUC19-FMRI (Plasmidkarte als Anhang auf Seite 106), welches die 5'-upstream
Region, den FMRI Promotor und eine 5'-(CGG)11-3"' Repetition enthdlt, wurde ebenso durch
Bisulfit-Sequenzierung der CpG-Folgen 20 bis 49 im FMRI Promotor analysiert. Die Ergebnisse
fiir die nicht-methylierte (Abbildung 13 C) und die in vitro SssI pramethylierte Form (Abbildung
13 D) ergaben die korrekten DNA-Methylierungsmuster.

3. AuBBerdem wurde die Bisulfit-Sequenzierung der CpG-Folgen 20 bis 49 einer 1:1 Mischung aus
der nicht-methylierten und der methylierten Plasmid-DNA pUC19-FMRI als Kontrolle
durchgefiihrt. Einzelne nicht-methylierte oder methylierte DNA-Molekiile sollten erkannt und
wihrend der PCR-Amplifikation oder Klonierung auch nicht bevorzugt werden. Die Abbildung
13 E zeigt, dass von fiinf sequenzierten Klonen zwei nicht-methyliert und drei methyliert waren,
und deshalb im zu erwartenden Bereich repriasentiert waren.

4. Die Bisulfit-Konversion genomischer DNA erfolgte hauptsdchlich nach Anleitung des ,,EpiTect
Bisulfite Kit“. Als Kontrolle wurden deshalb auch unabhéngige Bisulfit-Konversionen, mit DNA-
Denaturierung durch NaOH und Hitze und anschlieBender Zugabe einer Natriumbisulfit-
Hydrochinon-Lésung (Hochstein u. a., 2007), durchgefiihrt. Die Abbildung 19 A und B zeigt,
dass beide Methoden fast identische Ergebnisse liefern.

5. Nach der Bisulfit-Konversion sind beide DNA-Strange nicht mehr komplementér zueinander. Um
eine mogliche Hemimethylierung zu erkennen, wurde deshalb fiir einige Proben das DNA-
Methylierungsmuster der beiden DNA-Stringe analysiert (oberes und unteres Diagramm in
Abbildung 19 A). Der DNA-Methylierungsstatus des ,,oberen“ DNA-Stranges stimmte mit dem
des ,,unteren” DNA-Stranges weitestgehend iiberein. Deshalb wurden fiir die meisten Proben die
DNA-Methylierungsmuster nur iiber den urspriinglich ,,unteren‘ DNA-Strang ermittelt.

6. Nur die klonierten und sequenzierten DNA-Molekiile wurden zum Erstellen der DNA-
Methylierungsmuster verwendet, bei denen iiber 95% aller Cytosine auB3erhalb der CpG-Folgen
zu Thymin umgewandelt wurden, verglichen mit den DNA-Fragmenten vor der Bisulfit-
Konversion.

7.Zur Validierung der Ergebnisse wurden fiir jedes PCR-Fragment mindestens fiinf Klone
sequenziert und ausgewertet.
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Abbildung 13: Kontrollen der DNA-Methylierungsmusteranalyse. (A, B) Menschliche genomische DNA, die kommerziell
erworben wurde, in der nicht-methylierten (A) oder durch die Sss/-Methylase in vitro praimethylierten Form (B), nach Denaturierung,
Bisulfit-Konversion, PCR-Amplifikation des FMRI Promotors und der 5'-upstream Region, Klonierung und Sequenzierung (CpG-
Folgen 20 bis 83). (C, D) Ein Teil des FMRI Promotors (CpG-Folgen 20 bis 49) der pUC19-FMRI Plasmid-DNA wurde ebenfalls
durch Bisulfit-Sequenzierung der nicht-methylierten (C) und der methylierten Form (D) analysiert. (E) DNA-Methylierungsmuster
einer 1:1 Mischung der DNA von (C) und (D). (F) Erklarung der Karte siche Abbildung 11 C, in der alle CpG-Folgen als nicht-
methyliert dargestellt sind.

Nach Bestitigung der Zuverldssigkeit der Bisulfit-Sequenzierung, wurde der DNA-
Methylierungsstatus in der FMRI Promotor und 5'-upstream Region bei den vier verschiedenen
Allelen (Wildtyp, Pramutation, Vollmutation, nicht-methylierte Vollmutation) ermittelt. Zum
Vergleich erfolgte auch die Analyse der DNA-Methylierungsmuster des Fmrl Gens der Maus und
HTT Gens des Menschen. Da DNA-Methylierungsmuster zwischen verschiedenen menschlichen
Geweben oder Zelllinien (Kochanek u. a., 1990) aber auch von Zelle zu Zelle variieren kénnen
(Geng u. a., 2000), wurden deshalb Zelllinien, Zellen und DNA-Proben unterschiedlicher Herkunft

verwendet, die entweder den Phénotyp FXS oder nicht-FXS reprisentierten.
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E.4. Methylierungsgrenze in der FMR1 5'-upstream Region in Zellen
mit Wildtyp-Allel
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Abbildung 14: Methylierungsgrenze in der FMR1 5'-upstream Region in ménnlichen Zellen mit Wildtyp-Allel. Die Bisulfit-
Sequenzierung wurde fiir die genomische DNA aus méannlichen peripheren weilen Blutzellen (A, B, C) und Fibroblastenzellen (D,
E) durchgefiihrt. Die CpG-Folgen 20 bis 83 (A, B) und 20 bis 104 (C, D, E) sind dargestellt. (A) 77MN161 28 Jahre, (B) 33MN182
73 Jahre, (C) ROS31 EBV-transformiert, (D) primdre Vorhautfibroblasten HFF, (E) 86RD540 Telomerase-transformiert. (F)
Erkliarung der Karte siche Abbildung 11 C.
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Die Analyse der DNA-Methylierungsmuster in einem ungefihr 5500 bp langen Bereich der
menschlichen FMRI 5'-upstream Region in ménnlichen Zellen mit Wildtyp-Allel ergab eine
Methylierungsgrenze fiir die genomische DNA sowohl aus peripheren wei3en Blutzellen (PBMCs)
(Abbildung 14 A, B, C) als auch aus Fibroblastenzellen (Abbildung 14 D, E). Diese
Methylierungsgrenze befindet sich ungefdhr 650 bis 800 bp vor der 5'-(CGG)n-3' Repetition,
gekennzeichnet durch einen ungefidhr 4900 bp stark methylierten upstream und einen ungefahr 670
bp kurzen fast vollstindig nicht-methylierten downstream Bereich, der den FMRI Promotor und
einen Ursprung der DNA-Replikation enthélt. Die Bisulfit-Sequenzierung der genomischen DNA
aus den PBMCs zweier mannlicher Probanden (Abbildung 14 A, B) erfolgte fiir die CpG-Folgen 20
bis 83 und ergab eine Methylierungsgrenze bei den CpG-Folgen 69 und 70, ebenso auch bei den
(Epstein-Barr-Virus) EBV-transformierten PBMCs ROS31 (Abbildung 14 C), bei denen die CpG-
Folgen 20 bis 104 analysiert wurden. Zusétzlich konnte bei den EBV-transformierten PBMCs
ROS31 weiter upstream vor der Grenze eine Abnahme der DNA-Methylierung verzeichnet werden.
Die primédren Vorhautfibroblasten HFF (Abbildung 14 D) und die Telomerase-transformierten
Fibroblastenzellen 86RD540 (Abbildung 14 E) wurden im Bereich der CpG-Folgen 20 bis 104
untersucht und wiesen ebenfalls eine Methylierungsgrenze bei den CpG-Folgen 65 bis 70
(Abbildung 14 D) oder 73 bis 75 (Abbildung 14 E) auf.

A 83 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
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Abbildung 15: Methylierungsgrenze in der FMR1 5'-upstream Region in weiblichen Zellen mit Wildtyp-Allel. (A, B) Die
Bisulfit-Sequenzierung der CpG-Folgen 20 bis 83 wurde fiir die genomische DNA aus weiblichen peripheren weilen Blutzellen
durchgefiihrt. (A) 80WN203 26 Jahre, (B) 83WN224 23 Jahre. (C) Erklarung der Karte siche Abbildung 11 C.

Die Analysen der DNA-Methylierungsmuster fiir die CpG-Folgen 20 bis 83 der genomischen DNA
aus den PBMCs zweier weiblicher Probanden ergab bei ungefdhr der Hélfte der sequenzierten
DNA-Molekiile eine Methylierungsgrenze bei den CpG-Folgen 69 und 70 (Abbildung 15 A, B). In
der Region zwischen den CpG-Folgen 20 und 68 konnte ein Methylierungsmosaik, aus nicht-
methylierten und methylierten DNA-Molekiilen im Verhiltnis von ungefdhr 1:1, nachgewiesen
werden. Dieses Mosaik ist sehr wahrscheinlich auf das unterschiedliche AusmaBl der DNA-
Methylierung in den beiden weiblichen X-Chromosomen zuriickzufiihren, wobei eines stark und
das andere nicht- oder nur schwach methyliert ist (Kelkar & Deobagkar, 2010; Sharp u. a., 2011).
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E.5. Methylierungsgrenze in der FMR1 5'-upstream Region in

verschiedenen Geweben

Das DNA-Methylierungsmuster der FMRI Promotor und 5'-upstream Region wurde auch fiir die
genomische DNA aus verschiedenen ménnlichen Geweben erstellt (Abbildungen 16, 17). Mit Hilfe
der Bisulfit-Sequenzierung wurden die CpG-Folgen 1 bis 83 untersucht. Die Analysen menschlicher
fotaler DNA (Abbildung 16) und adulter DNA (Abbildung 17) von Gehirn (A), Leber (B) und
Skelettmuskel (C) ergaben ebenso die bereits beschriebene Methylierungsgrenze bei den CpG-
Folgen 65 und 70. Zudem konnten im Bereich der CpG-Folgen 1 bis 64 beim fotalen Skelettmuskel
(Abbildung 16 C) im Vergleich zum adulten Skelettmuskel (Abbildung 17 C) allerdings auch
starker methylierte DNA-Molekiile nachgewiesen werden.
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Abbildung 16: Methylierungsgrenze in der FMR1 5'-upstream Region in minnlichen fotalen Geweben. (A, B, C) Die Bisulfit-
Sequenzierung wurde fiir die CpG-Folgen 1 bis 83 durchgefiihrt. (A) Mensch Gehirn 22 fotale Wochen, (B) Mensch Leber 22 fotale
Wochen, (C) Mensch Skelettmuskel 22 fétale Wochen. (D) Erklarung der Karte sieche Abbildung 11 C.
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Abbildung 17: Methylierungsgrenze in der FMRI 5'-upstream Region in ménnlichen adulten Geweben. (A, B, C) Die Bisulfit-
Sequenzierung wurde fiir die CpG-Folgen 1 bis 83 durchgefiihrt. (A) Mensch Gehirn normal 33 Jahre, (B) Mensch Leber normal 27
Jahre, (C) Mensch Skelettmuskel normal 33 Jahre. (D) Erkldrung der Karte siehe Abbildung 11 C.

E.6. Methylierungsgrenze in der FMR1 5'-upstream Region in

Tumorzelllinien

Komplexe genetische und epigenetische Verdnderungen der genomischen DNA in malignen
transformierten Tumorzellen, bewirken die stetige Teilung der Zellen und verhindern den
programmierten Zelltod. Aufgrund der Fahigkeit sich sehr schnell und unendlich teilen zu kénnen,
werden in der Forschung deshalb hiufig kultivierte Zelllinien aus Tumorzellen verwendet. In
Tumorzelllinien findet man jedoch hdufig abnormale DNA-Methylierungsmuster, die dann zu einer
verdanderten Genexpression fithren konnen. Um mogliche Verdnderungen der Methylierungsgrenze
in Tumorzellen zu ermitteln, wurde das DNA-Methylierungsmuster der FMRI Promotor und 5'-
upstream Region der genomischen DNA aus der weiblichen Tumorzelllinie HeLLa (Abbildung 18)
und der ménnlichen Tumorzelllinie HCT-116 (Abbildung 19) analysiert. Die Bisulfit-Sequenzierung
der genomischen DNA aus der weiblichen Tumorzelllinie HeLa, menschliche Epithelzellen eines
Zervixkarzinoms (Scherer u. a., 1953), fiir den Bereich der CpG-Folgen 1 bis 49 verlief tiber die 5'-
(CGG)n-3' Repetition hinweg und ergab eine normale Anzahl von n = 20 Trinukleotid-Repetitionen.
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Abbildung 18: Methylierungsgrenze in der FMRI1 5'-upstream Region in der weiblichen Zelllinie HeLa. Die Bisulfit-
Behandlung der genomischen DNA erfolgte nach Anleitung des ,,EpiTect Bisulfite Kit*“ (A) oder nach Denaturierung der DNA durch
NaOH und Hitze mit einer Natriumbisulfit-Hydrochinon-Losung (B). DNA-Methylierungsmuster wurden fiir den ,,unteren“ (A) und
fiir beide Strange (oberes und unteres Diagramm in B) analysiert. Die CpG-Folgen 1 bis 69 (A) und 20 bis 83 (B) des ,,unteren*
Stranges und die CpG-Folgen 20 bis 49 (B) des ,,oberen* Stranges wurden dargestellt. (C) Erklarung der Karte sieche Abbildung 11 C.
Bei der menschlichen Tumorzelllinie HCT-116 handelt es sich um ménnliche Epithelzellen eines
Kolorektalkarzinoms (Brattain u. a., 1981), die ebenso keine Expansion der 5'-(CGG)n-3' Repetition
aufweisen (n = ~30) (Fernandez-Lopez u. a., 2004; Gray u. a., 2007). Die Bisulfit-Behandlung der
genomischen DNA aus den beiden Tumorzelllinien HeLa und HCT-116 erfolgte zum einen nach
Anleitung des ,.EpiTect Bisulfite Kit“ (Abbildungen 18 A, 19 A) und zum anderen nach
Denaturierung der DNA durch NaOH und Hitze mit einer Natriumbisulfit-Hydrochinon-Losung
(Hochstein u. a., 2007) (Abbildungen 18 B, 19 B). Die beiden Stringe der denaturierten
genomischen DNA sind nach der Bisulfit-Konversion nicht mehr komplementér zueinander, da die
Reaktion Einzelstrang-spezifisch verlduft, das ermoglicht DNA-Methylierungsmusteranalysen fiir
beide DNA-Stringe. Fiir die meisten Proben wurde das DNA-Methylierungsmuster des
urspriinglich  ,,unteren” DNA-Stranges ermittelt, wohingegen die Analyse des DNA-
Methylierungsmusters der genomischen DNA aus den Tumorzelllinen HeLa und HCT-116 fiir beide
DNA-Stringe erfolgte (oberes und unteres Diagramm in den Abbildungen 18 B, 19 A, 19 B). Die
Bisulfit-Sequenzierung des ,,unteren” Stranges der genomischen DNA aus HelLa wurde fiir die
CpG-Folgen 1 bis 69 (Abbildung 18 A) und 20 bis 83 (Abbildung 18 B) durchgefiihrt, und ergab
eine Methylierungsgrenze bei den CpG-Folgen 57 und 58, daneben wurden auch die CpG-Folgen
20 bis 49 von drei klonierten DNA-Molekiilen des ,,oberen* Stranges untersucht (Abbildung 18 B).
Die Methylierungsgrenze ist in Abbildung 18 A sehr deutlich ausgeprégt, der methylierte Bereich ist
vollstdndig methyliert und im nicht-methylierten Bereich sind nur sehr wenige nicht-methylierte
CpG-Folgen zu finden. In Abbildung 18 B konnten in dem stark methylierten Bereich auch nicht-
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methylierte CpG-Folgen nachgewiesen werden, zudem waren bei der Sequenzierung des FMRI
Promotorbereichs drei methylierte DNA-Molekiile dabei. Diese methylierten DNA-Molekiile sind
sehr wahrscheinlich auf das weitestgehend still gelegte weibliche X-Chromosom zuriickzufiihren.
Fiir HCT-116 wurde das DNA-Methylierungsmuster der CpG-Folgen 20 bis 104 (Abbildung 19 A)
und 20 bis 83 (Abbildung 19 B) des ,unteren” DNA-Stranges und der CpG-Folgen 20 bis 83
(Abbildung 19 A) und 20 bis 49 (Abbildung 19 B) des ,,oberen* DNA-Stranges ermittelt.
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Abbildung 19: Methylierungsgrenze in der FMRI 5'-upstream Region in der minnlichen Zelllinie HCT-116. Die Bisulfit-
Behandlung der genomischen DNA erfolgte nach Anleitung des ,,EpiTect Bisulfite Kit* (A) oder nach Denaturierung der DNA durch
NaOH und Hitze mit einer Natriumbisulfit-Hydrochinon-Lésung (B). DNA-Methylierungsmuster wurden fiir beide Strénge (oberes
und unteres Diagramm in A, B) analysiert. Die CpG-Folgen 20 bis 104 (A) und 20 bis 83 (B) des ,,unteren* Stranges und die CpG-
Folgen 20 bis 83 (A) und 20 bis 49 (B) des ,,oberen* Stranges wurden dargestellt. (C) Erklarung der Karte siehe Abbildung 11 C mit
markierter Ubergangsregion vom nicht-methylierten zum methylierten Bereich (brauner Balken).

Die Analysen der beiden Stringe der genomischen DNA, ebenso die beiden unterschiedlichen
Vorgehensweisen der Bisulfit-Behandlung, ergaben fast identische DNA-Methylierungsmuster mit
einer Methylierungsgrenze bei den CpG-Folgen 57 und 58 (HeLa, Abbildung 18) oder 65 und 66
(HCT-116, Abbildung 19). Verglichen mit den DNA-Methylierungsmustern der FMRI Promotor
und 5'-upstream Region der DNA-Proben mit einer normalen Linge der 5'-(CGG)n-3' Repetition,
konnten in den beiden untersuchten Tumorzelllinien HeLa und HCT-116 keine gravierenden
Unterschiede festgestellt werden. Die Methylierungsgrenze in der 5'-upstream Region des FMRI
Gens scheint stabil zu sein, trotz mdglicherweise zahlreichen abnormalen DNA-
Methylierugsmustern in anderen Bereichen der genomischen DNA aus den Tumorzellen HeLa und
HCT-116.
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E.7. Spezifische Bindung von Kernproteinen an die

Ubergangsregion der FMR1 Methylierungsgrenze

In allen untersuchten menschlichen Zelllinien und Zelltypen mit Wildtyp-Allel der 5'-(CGG)n-3'
Repetition konnte, unabhéngig von Geschlecht und Alter, eine Methylierungsgrenze in der FMRI1
5'-upstream Region nachgewiesen werden. Die Ubergangsregion vom nicht-methylierten zum
methylierten Bereich (brauner Balken in Abbildung 19 C) sollte deshalb auf eine mogliche
spezifische Bindung von Kernproteinen untersucht werden.

A aaggcagcta taagcag t gtaaaaacag gaataagaaa aagttmt ttgtttcaca
gtggaatgta aagggttgca atgca téégcccctg tggacaggac73gcatgactgc
tacacag%tg ttcaccccatggcac agggtgcaca tacagtaggg gcagaaatga
aﬁaagtg cttaacacaa tttttaaaaa atatatagtc aagtgaaagt atgaaaatga
gtt@aaa ggglgagtaz.g‘ tgggtcaaag ctgggtctga ggaaaggctc acattttgag
atccg%actc aatccatgtc ccttaaaggg cacagggtgt ctccacaggg cggc
tctggtgaga gatag agacc ttctgﬁt agg_ggtcaca aaagcctggg
tcaccctggt tgccactgtt cctagttcaa agtcttcttce tgtctaatce ttcaccccta
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Abbildung 20: Spezifische Bindung von Kernproteinen an die Ubergangsregion der FMRI Methylierungsgrenze. (A)
Nukleotid-Sequenz der Ubergangszone zwischen vollstindig methylierter und nicht-methylierter DNA in der FMRI 5'-upstream
Region mit verschiedenen Motiven des DNA-Abschnittes einer 5'-(CCAAA)s-3' Repetition. (B) Der Kernextrakt aus menschlichen
HCT-116 Zellen (2,64ug Protein) wurde mit dem DIG-markierten DNA-Fragment der Ubergangsregion der DNA-
Methylierungsgrenze inkubiert. Die entstehenden Reaktionsprodukte wurden mit Hilfe des FElectrophoretic Mobility Shift Assay
(EMSA) in nativen 6% Polyacrylamid-Gelen analysiert. Die Laufrichtung und Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte von oben
nach unten. Nach Detektion der DIG-markierten DNA-Banden ergab die Auswertung spezifische Komplexe (markiert mit einem
Pfeil) und moglicherweise nicht-spezifische Komplexe (markiert mit einem Stern). Weitere Erklarungen siehe Text.
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Die Nukleotid-Sequenz der Ubergangszone zwischen dem vollstindig methylierten Bereich
upstream und dem nicht-methylierten Bereich downstream in der FMR1 5'-upstream Region enthélt
die CpG-Folgen 57 bis 75 mit der Methylierungsgrenze zwischen den CpG-Folgen 65 und 66
(Abbildung 20 A). Von den 19 CpG-Dinukleotiden sind 7 auch Teil eines 5'-CGG-3' Trinukleotids.
Auflerdem sind die folgenden Motive in diesem DNA-Abschnitt zu erkennen: drei 5'-CCCTC-3'
bzw. 5'-GAGGG-3' Sequenzen, zehn 5'-CCTC-3' bzw. 5'-GAGG-3' Sequenzen und eine 5'-
(CCAAA)6-3' Repetition (Abbildung 20 A). Die Fihigkeit der Ubergangsregion Kernproteine aus
menschlichen Zellen zu binden, wurde mit Hilfe des Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
iibepriift. Der Kernextrakt aus HCT-116 Zellen wurde mit dem 630 bp Digoxigenin-markierten
(DIG-markierten) DNA-Fragment der Ubergangsregion der DNA-Methylierungsgrenze inkubiert.
In einigen Experimenten wurde das mit der Sss/-Methylase in vitro praimethylierte DNA-Fragment
der Ubergangsregion verwendet. Die Auftrennung der DNA-Protein-Komplexe erfolgte in nativen
6% Polyacrylamid-Gelen. Ein DIG-markierter DNA-Grof8enmarker wurde ebenfalls separiert
(Abbildung 20 B; Spalten a, g, 1). Der Vergleich der Ansdtzen ohne Proteinzugabe (Abbildung 20 B;
Spalten b, h) mit den DNA-Protein-Ansétzen ergab einige Banden mit verschobener Laufweite bei
dem nicht-methylierten und methylierten DIG-markierten DNA-Fragment der Ubergangsregion
(Abbildung 20 B; Spalten c, i; Pfeile und Sterne). Diese verlangsamte Wanderung ist vermutlich auf
entstandene DNA-Protein-Komplexe zuriickzufiihren. Die Spezifitit dieser entstandenen Komplexe
wurde in verschiedenen Experimenten der kompetitiven Hemmung {iberpriift.

1. Das nicht-markierte 630 bp Fragment der Ubergangsregion wurde als spezifischer Kompetitor in
einem > 2000-fachen Uberschuss eingesetzt und hemmte in allen sieben durchgefiihrten
Versuchen die verschobenen DNA-Protein-Komplexe (Abildung 20 B; Spalten d, k).

2.Das eingesetzte nicht-markierte 595 bp Dral-Rsal-Fragment von einem Teil des f3-Laktamase
(bla) Gens aus dem Plasmid pcDNA3.1(+) (Plasmidkarte als Anhang auf Seite 105), als nicht-
spezifischer Kompetitor, hemmte die langsam wandernden Komplexe (markiert mit einem Stern)
aber nicht den Komplex (markiert mit einem Pfeil) nahe der 1033 bp Bande des DIG-markierten
DNA-GroBenmarkers (Abbildung 20 B; Spalte f).

3. Das nicht-markierte 655 bp Xbal-Xhol-Fragment aus dem Plasmid pJET1-EMSA (Plasmidkarte
als Anhang auf Seite 106) mit der in vitro SssI-primethylierten Ubergangsregion (Abbildung 20
B; Spalten e, j) flihrte ebenso wie das nicht-methylierte Fragment zur Hemmung aller DNA-
Protein-Komplexe. Es entstand eine DNA-Bande mit einer etwas kiirzeren Laufweite als bei der
nicht-methylierten DNA-Probe. Diese Kontrolle wurde durchgefiihrt, da die Ubergangsregion im
Bereich der CpG-Folgen 66 bis 75 methyliert ist.

Die Analyse der verschiedenen Experimente der kompetitiven Hemmung ergab, dass Kernproteine
spezifisch an die nicht-methylierte und in vitro Sssl-primethylierte Ubergangsregion der DNA-
Methylierungsgrenze binden (mit einem Pfeil markierte Komplexe in Abbildung 20). Ein Vergleich
der Bindung von Kernproteinen an die nicht-methylierte oder methylierte Ubergangsregion kann
moglicherweise zu leichten Unterschieden fithren. Bei den langsamer wandernden DNA-Protein-
Komplexen (mit einem Stern markierte Komplexe in Abbildung 20) scheint es sich um nicht-
spezifische oder weniger spezifische DNA-Protein-Komplexe zu handeln.
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E.8. Histon-Modifikationen an der Ubergangsregion der FMR1

Methylierungsgrenze

Die Untersuchung der Histon-Modifikationen an der FMRI DNA-Methylierungsgrenze sowie im
methylierten oder nicht-methylierten Bereich erfolgte iber Chromatin-Immunoprecipitation (ChIP).
Die Bindung der Proteine an die DNA in HCT-116 Zellen wurde durch 1% Formaldehyd fixiert.
Nach der Permeabilisierung der Membran durch Lysolecithin und Mikrokokken-Nuklease-
Behandlung wurden die HCT-116 Zellen mit Ultraschall aufgebrochen. Die DNA-Protein-
Komplexe wurden mit vier spezifischen Antikdrpern prazipitiert, welche gegen folgende Histon-
Modifikationen gerichtet waren. Hypoacetylierte Histone H3 und H4 werden in transkriptionell
aktivem und zuginglichen Chromatin gefunden (Hebbes u. a., 1988). Im Gegensatz dazu ist
trimethyliertes Lysin (K) 9 beim Histon H3 und trimethyliertes Lysin (K) 20 beim Histon H4
charakteristisch fiir transkriptionell reprimiertes und kondensiertes Chromatin (Fang u. a., 2002;
Nishioka u. a., 2002; Rice u. a., 2002). Die Menge an Antikrper-prazipitiertem Chromatin wurde
durch quantitative PCR bestimmt. Die Abbildung 21 zeigt die genaue Lokalisation der qPCR
Produkte (A) und Primer (B) fiir die fiinf untersuchten FMRI Regionen.
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B 13401  GTCCCCTTTT ACTATAATAC ATTGGAGTTG CAGCTAATGC TCTGCTCCCA TTCAGCCTAT GATGAGATTC TCTTTCAGCC CTATTGGGTT CTTGGCCTCA
CAGGGGAARR TGATATTATG TAACCTCAAC GTCGATTACG AGACGAGGGT AAGTCGGATA CTACTCTAAG AGAAAGTQJE] GATAACCCAR GAACCGGAGT

13501 |TGTGACTACT CCARAGACCC TAGTCCAAAA GGTCTTTCCT GTTTGCTATG GCCTTGAGGA ATGTGGCCCT AGATCCACCG CTTTAAAGCT GGAGTTCCAC
ACACTGATGA GGTTTCTGGG ATCAGGTTTT CCAGAAAGGA CARACGATAC CGGAACTCCT TACACCGGGA TCTAGGTGEC GARATTTCGA CCTCAAGGTG

13601 CAGCAGCAAC ATCCTCTCAT TCTGGGGCAC CTGCCTGGGG CAGGTCATCC TGCCTCTGCC AACTCAGTGC TATTAGTTAA CTCTCACCTG CCATATTCCA
GTCGTCGTTG TAGGAGAGTA AGACCCCGTG GACGGACCCC GTCCAGTAGG ACGGAGACGG TTGAGTCACG ATAATCAATT GAGAGTGGAC GGTATAAGGT

13701  GCTGGAATCA TCTCCCCTTC TCCACCCCAG ACTAGGTCAT GTTCCGCCAT CATGGAAGCG CCTATTCTTC ATACCCCTTA TCACAGCTGC AACTACTCAT
CGACCTTAGT AGAGGGGAAG AGGTGGGGTC TGATCCAGTA CAAGECGGTA GTACCTTCGC GGATAAGAAG TATGGGGAAT AGTGTCGACG TTGATGAGTA

13801  TTACTTGTCT GACAATTTGA TTTATGTCCA CCTACTTTGC TAGGTACTAA GTTCAATGCT GGCAGTCGTT TCTTCTTTTT TTTTCTTTTC TGTTTTGCT
AATGAACAGA CTGTTAAACT AAATACAGGT GGATGAAACG ATCCATGATT CAAGTTACGA CCGTCAGCAA AGAAGAAARA AAAAGAAAAG ACAAAACGAG

13901  ACCGATTTCT CGTTAGCACT TAGCACAGTG TCTGGEACACHGATAGATGCT CCGTCANCTT CTCAGTTGGA TACCAGCATC CCGAAGGGAA CATGGATTAA
TGECTAAAGA GCAATCGTGA ATCGTGTCAC AGACCGTGTE CTATCTACGA GBCAGTTGAL GAGTCAACCT ATGGTCGTAG GGCTTCCCTT GTACCTAATT

14001  GGCAGCTATA AGCACGGTGT ARAAACAGGA ATAAGAAARR GTTGAGGTTT GTTTCACAGT GGAATGTALA GGGTTGCAMG GAGGTGCATC GGCCCCTGTG
CCGTCGATAT TCGTGCCACA TTTTTGTCCT TATTCTTTTT CAACTCCAAAL CARAGTGTCA CCTTACATTT CCCAACGTTC CTCCACGTAG CCGGGGACAC

14101 GACAGGACGC ATGACTGCTA CACACGTGTT CACCCCACCC TCTGGCACAG GGTGCACATA CAGTAGGGGC AGARATGAAC CTCAAGTGCT TAACACAATT
CTGTCCTGCG TACTGACGAT GTGTGCACAA GTGGGGTGGG AGACCGTGTC CCACGTGTAT GTCATCCCCG TCTTTACTTG GAGTTCACGA ATTGTGTTAA

14201  TTTARAARAT ATATAGTCAA GTGAAAGTAT GAAAATGAGT TGAGGAAAGG CGAGTACGTG GGTCA! ITCAC ATTTTGAGAT
ARATTTTTTA TATATCAGTT CACTTTCATA CTTTTACTCA ACTCCTTTCC GCTCATGCAC CCAGT AGTG TAAAACTCTA

14301 CCCGACTCAA TCCATGTCCC TTARAGGGCA CAGGGTGTCT CCACAGGGCC GCCCAAAATC TGGTGAGAGA GGGCGTAGAC GCCTCACCTT Cf
GGBCTGAGTT AGGTACAGGG AATTTCCCGT GTCCCACAGA GGTGTCCCGE CGGGTTTTAG ACCACTCTCT CCCGCATCTG CGGAGTGGAA

14401 CCTGGGTC ACCCTGGTTG CCACTGTTCC TAGTTCAAAG TCTTCTTCTG TCTAATCCTT CACCCCTATT CTCGCCTTCC ACTCCACCTC
IGGACCCAG TGGGACCAAC GGTGACAAGG ATCAAGTTTC AGAAGAAGAC AGATTAGGAA GTGGGGATAA GAGCGGAAGG TGAGGTGGAG

14501 CCGCTCAGTC AGACTGCGCT ACTTTGAACC GGACCAAACC ARACCAAACC ARACCAAACC ARACCAGACC AGACACCCCC TC| g
GBCGAGTCAG TCTGACGCGA TGAAACTTGE CCTGGTTTGG TTTGGTTTGG TTTGGTTTGG TTTGGTCTGG TCTGTGGGGG Af c
14601 GCCGAACTGG GATAACCGGA TGCAT IGCA CCTCTGCAGA AATGGGCGTT CTGGCCCTCG CGAGGCAGTG CGACCTGTCA
CGBCTTGACC CTATTGGCCT ACGTAA CGT GGAGACGTCT TTACCCGCAA GACCGGGAGC GCTCCGTCAC GCTGGACAGT
14701  CCGCCCTTCA GCCTTCCCBC CCTCCACCAR GCCCBCGCAC BCCCGGCCCE CBCETCTGTC TTTCGACCCE GCACCCCGGC CBGTTCCCAG CAGCGCGCAT
GBCGGGAAGT CGGAAGGECG GGAGGTGGTT CGGBCBCGTE CGGECCGGEC GCGCAGACAG ARAGCTGGEC CGTGGGECCG GCCAAGGGTC GTCGCGCGTA

14801 GCGCGCGCTC CCAGGCCACT TGAAGAGAGA GGGCGGGGCC BAGGGGCTGA GCCCGCGGGG GGAGGGAACA GCBTTGATCA CGTGACGTGG TTTCAGTGTT
CBCBCECGAG GGTCCGGTGA ACTTCTCTCT CTCCCCGACT CGGBCECCCC CCTCEIRFGT COCAACTAGT GCACTGCACC ARAGTCACAR

14901 TACACCCGCA GCBGGCCBGG GGTTCGGCCT CAGTCAGGCE CTCAGCTCCG TTTCGGTTTC ACTTCCEGTG GA CGCC TCTGAGCGGG
ATGTGGBCGT CECCCGBCCC CCAAGCCGGA GTCAGTCCEC GAGTCGAGEC AAAGCCAAAG TGAAGGCCAC CTCCCGGCGG AGACTCGCCC

Abbildung 21: Lokalisation der Produkte und Primer fiir die quantitative PCR. (A) Ausschnitt der FMRI Karte mit Lage der
fiinf amplifizierten PCR-Produkte. (B) Nukleotid-Sequenz von 13401 bis 15000 mit angegebenen Positionen der PCR-Primer und
der CpG-Folgen 19 bis 84.

-70 -



E. Ergebnisse

A 50%

50%

[ Normal Maus IgG

T mAnti-RNA-Polymerase Il B Anti-RNA-Polymerase Il

10% H —_ | C'Normal Maus IgG 10%

/

FMR1 Methylierungsgrenze ([
Chr4Sata |

GAPDH Promotor
ADHS Promotor
Chr4Sata
FMR1 nicht-methyliert
FMR1 methyliert
FMR1 methyliert entfernt (1]
GAPDH Promotor
ADH5 Promotor [l
FMR1 nicht-methyliert entfernt (L)
FMR1 nicht-methyliert [J
FMR1 Methylierungsgrenze |
FMR1 methyliert ([
FMR1 methyliert entfernt [

E
5
=
2
5
 ~{
3
s
z
3
£
=
s
=
3
=
z

100%
90% W T————
80% 80%
70% 70%
60% 60%
2 L
£ s50% £ s0%
® ®
40% 40%
30% [Johne Antikdrper 30% [ ohne Antiksrper
20% EINormal Hase IgG 0% £ Normal Hase IgG
m Anti-acetyl H3 B Anti-acetyl H3
10% W Anti-acetyl H4 10% B Anti-acetyl H4
0% 0%

Chr4Sata
Chr4Sata

ADHS5 Promotor

GAPDH Promotor
GAPDH Promotor

FMR1 methyliert
FMR1 methyliert

FMR1 nicht-methyliert entfernt
FMR1 nicht-methyliert

FMR1 nicht-methyliert entfernt
FMR1 nicht-methyliert

FMR1 Methylierun

100% 100%
90% 90%
80% 80%
70% 70%

. 60% . 60%
2 3
£ 50% £ 50%
=® =

O ohne Antikorper

O Normal Hase I19gG

@ Anti-trimethyl H3 K9
B Anti-trimethyl H4 K20

[Johne Antikérper
[ Normal Hase IgG 20%
M Anti-trimethyl H3 K9

W Anti-trimethyl H4 K20

GAPDH Promotor
ADH5 Promotor
Chr4Sata
FMR1 nicht-methyliert
FMR1 methyliert
GAPDH Promotor
ADHS5 Promotor
Chr4Sata
FMR1 nicht-methyliert
FMR1 methyliert

FMR1 methyliert entfernt
FMR1 Methylierungsgrenze
FMR1 methyliert entfernt

FMR1 Methylierungsgrenze
FMR1 nicht-methyliert entfernt

FMR1 nicht-methyliert entfernt

Abbildung 22: Histon-Modifikationen an der Ubergangsregion der FMRI Methylierungsgrenze. In zwei unabhéngigen ChIP
Experimenten (E1, E2) wurde die Menge an Chromatin bestimmt, die durch Kontroll-Antikérper (A), Antikérper gegen aktive (B)
und inaktive (C) Histon-Modifikationen préazipitiert wurden. Weitere Erkldrungen siche Text.
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Ausgehend von einer exponentiellen Amplifikation mit Verdopplung der PCR-Produkte innerhalb
eines Zyklus der quantitativen PCR, konnte der Grad der Immunprézipitation (IP) im Vergleich zur
Gesamtmenge an eingesetztem Chromatin (Input) durch die ACt-Methode berechnet und in Prozent
(% Input) angegeben werden (Abbildung 10). In zwei unabhéngigen Experimenten (Abbildung 22
E1l, E2) konnten, im Gegensatz zum negativ Kontroll-Antikérper Normal Maus IgG, mit Hilfe des
positiv Kontroll-Antikorpers Anti-RNA-Polymerase II deutliche Mengen an Chromatin fiir die
GAPDH Promotorregion prazipitiert werden, was die Effizienz und Spezifitit der ChIP Methode
bestétigt (Abbildung 22 A). Zur Kontrolle der Histon-Modifikationen wurden die GAPDH und
ADHS5 Promotorregion fiir ein transkriptionell aktives Chromatin (Euchromatin) und die Chr4Sato
Satellitenregion als eher kondensiertes Chromatin (Heterochromatin) verwendet (Alberter & Ensser,
2007). Die Promotorregionen der konstitutiv exprimierten Haushaltsgene GAPDH und ADHS
wiesen eine starke Acetylierung der Histone H3 auf (Abbildung 22 B). Die auf eine Prézipitation
hin untersuchten Regionen zeigten keine Anreicherung durch Antikdrper gegen transkriptionell
reprimierende Histon-Modifikationen (Abbildung 22 C). Die Chr4Sata Satellitenregion wies
ebenso keine trimethylierten Histone H3 K9 und H4 K20 auf, was entweder auf ein nicht
Vorhandensein dieser Histon-Modifikationen in der Chr4Sata Satellitenregion oder nicht-
prézipitierende Antikorper gegen trimethyliertes H3 K9 und H4 K20 zuriickzufiihren sein kdnnte
(rechte Felder). Die bisherigen ChIP Resultate fiir die transkriptionell aktiven Histon-
Modifikationen deuten auf eine Anreicherung von acetyliertem H3 in der Ubergangsregion der
FMRI1 Methylierungsgrenze hin, verbunden mit einer leichten Abnahme in Richtung des
methylierten Bereiches (Abbildung 22 B). Die spezifische Antikorper-Prézipitation des Chromatins
wurde in Kontrollen ohne Antikdrperzugabe oder mit dem Isotyp-Antikdrper Normal Hase IgG
tiberpriift. In der geplanten Weiterfithrung dieser Arbeit sollen zur Verifizierung der bisherigen
Ergebnisse noch weitere ChIP Versuche durchgefiihrt werden.
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E.9. Methylierungsgrenze in der Fmr1 5'-upstream Region der Maus

in verschiedenen Geweben

Die DNA-Methylierungsmusteranalyse der FMRI Promotor und 5'-upstream Region des Menschen
ergab eine Methylierungsgrenze in Zellen mit Wildtyp-Allel der 5'-(CGG)n-3' Repetition. Um zu
kldren, ob eine Methylierungsgrenze des entsprechenden Genombereiches in den homologen Genen
anderer Sdugetiere zu finden ist, wurde die Bisulfit-Sequenzierung der Fmrl Promotor und 5'-
upstream Region der Maus durchgefiihrt (Abbildung 23 A). Die Sequenz vor der 5'-(CGG)n-3'
Repetition ist zwischen Mensch und Maus nur zu 46,7% identisch, trotzdem ergab die Analyse der
CpG-Folgen 1 bis 61 der DNA aus Maus Gehirn (Abbildung 23 B) und Maus Leber (Abbildung 23
C) eine konservierte Methylierungsgrenze der CpG-Folgen 56 und 57. Die DNA aus Maus
Skelettmuskel wurde bisher im Bereich der CpG-Folgen 1 bis 56 untersucht (Abbildung 23 D).

A

19
G4
vd
€4
zd
[E]
€3
za
13

a
€0
20
5]

a

9500 10000 10500 11000 11500 12000 12500 13000 13500 14000 14500 15000 15500
CpG 1 5 56 50 40 20 1
| | | | ] | ] ] WY ©

I I I | I | | I
| | | | | | | | [
® CpG methyliert O CpG nicht-methyliert CGG

B 61 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 1

| | | | | | | | | | | | |
T
u
I H 'l
1 |

C 61 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 1

| | | | | | | | | | | | |
Eh' SO
D 61 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 1
| | | | | | | | | | | | |
el
|
|

Abbildung 23: Methylierungsgrenze in der Fmrl 5'-upstream Region der Maus in minnlichen adulten Geweben. (A)
Ideogramm des X-Chromosoms und bei A7.1 das Fmrl Gen der Maus. Karte mit den ersten 9 Exons (vertikale Balken) und Introns
(horizontale Linie) des Fmrl Gens und der 5'-upstream Region mit der 5'-(CGG)n-3' Repetition. Der Nummerierung der Nukleotide
in der Karte erfolgte nach der von NCBI stammenden Sequenz: NC _000086:65.916.730-65.971.138 M. musculus Fmrl Genregion
(mit den Nummern der Nukleotide fiir das X-Chromosom der Maus). Die Fmrl Karte der Maus wurde analog zur Karte des
menschlichen FMRI Gens in Abbildung 11 C dargestellt. Die Bisulfit-Sequenzierung erfolgte fiir CpG-Folgen 1 bis 61 (B, C) oder 1
bis 56 (D). (B) Maus Gehirn normal 7 Wochen, (C) Maus Leber normal 6 bis 8 Wochen, (D) Maus Skelettmuskel normal 8 Wochen,
alle mit einer Anzahl von n = 9 Trinukleotid-Repetitionen.
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E.10. Methylierungsgrenze in der FMR1 5-upstream Region in

Pramutations-Ubertragern

Nach der Bisulfit-Sequenzierung genomischer DNA von vier weiblichen Ubertrigern einer
Pramutation (Abbildung 24) erhielt man fast identische DNA-Methylierungsmuster wie bei den
Frauen mit Wildtyp-Allel (Abbildung 15). Auch beim Vergleich der DNA-Methylierungsmuster
zwischen dem einen analysierten ménnlichen Ubertriiger einer Primutation (Abbildung 25) und den
Minnern mit Wildtyp-Allel (Abbildung 14 A, B) konnte man keine gravierenden Unterschiede
feststellen. Die Methylierungsgrenze scheint in den weiblichen und ménnlichen Ubertriigern einer
Pramutation mit expandierter 5'-(CGG)n-3' Repetition somit stabil zu sein.
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Abbildung 24: Methylierungsgrenze in der FMRI 5'-upstream Region in weiblichen Primutations-Ubertriigern. Die Bisulfit-
Sequenzierung der genomischen DNA aus weiblichen peripheren weilen Blutzellen wurde fiir die CpG-Folgen 20 bis 104 (A) und 20
bis 83 (B, C, D) durchgefiihrt. (A) 28765 mit n = 109+1, (B) 25948 mit n = 119+1, (C) 32301 mit n = 78«1, (D) 33056 mit n = 79+1.
(E) Erklarung der Karte siehe Abbildung 11 C.
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Abbildung 25: Methylierungsgrenze in der FMR1 5'-upstream Region in miinnlichen Primutations-Ubertriigern. Die Bisulfit-
Sequenzierung der genomischen DNA aus ménnlichen peripheren weilen Blutzellen wurde fiir die CpG-Folgen 20 bis 104 (A)
durchgefiihrt. (A) 32157 mit n = 113+1. (B) Erkldrung der Karte siche Abbildung 11 C.

E.11. Zunehmender Verlust der Methylierungsgrenze in weiblichen

Vollmutations-Trdagern

Im Gegensatz zu den Frauen mit Wildtyp-Allel (Abbildung 15) und den Frauen mit Pramutations-
Allel (Abbildung 24), ist das DNA-Methylierungsmuster einer Frau mit Vollmutations-Allel auf
einem der beiden X-Chromosomen (Abbildung 26) gekennzeichnet durch einen fast vollstandigen
Verlust der Methylierungsgrenze und zunehmende Ausbreitung der DNA-Methylierung
downstream in Richtung der FMRI Promotorregion. Die urspriingliche Methylierungsgrenze bei
den CpG-Folgen 65 bis 70 ldsst sich nur noch bei wenigen DNA-Molekiilen ausmachen.
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Abbildung 26: Zunehmender Verlust der Methylierungsgrenze in weiblichen Vollmutations-Trigern. (A) Die Bisulfit-
Sequenzierung der genomischen DNA 31475 aus weiblichen peripheren weiflen Blutzellen wurde fiir die CpG-Folgen 20 bis 104
durchgefiihrt. (B) Erklarung der Karte siehe Abbildung 11 C.
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E.12. Methylierungsgrenze in der FMR1 b5'-upstream Region in

mannlichen Vollmutations-Trdgern ohne FXS

Bei den sogenannten HFM (engl.: high-functioning males) (Smeets «. a., 1995; Pietrobono u. a.,
2005; Tabolacci u. a., 2008) handelt es sich um die seltenen Félle von mannlichen Trigern einer
Vollmutation, bei denen es aber nicht zur Ausprigung von FXS gekommen ist. Die Bisulfit-
Sequenzierung der CpG-Folgen 20 bis 83 der HFM Genome aus den EBJV-transformierten
peripheren weillen Blutzellen 5106 mit n = ~400 (Abbildung 27 A) und den Telomerase-
transformierten Fibroblastenzellen 94CE422 mit n = ~330 (Abbildung 27 B) ergab, trotz
Vollmutation der 5'-(CGG)n-3" Repetition, eine Methylierungsgrenze in der FMRI 5'-upstream
Region. Die Methylierungsgrenze in den méannlichen Vollmutations-Tragern ohne FXS scheint
stabil zu sein und eine Ausbreitung der DNA-Methylierung zu verhindern. Die Expression des
FMRI Gens mit expandierter 5'-(CGG)n-3' Repetition erfolgt weiterhin, durch den nicht-
methylierten FMR1 Promotor, und verhindert die Auspriagung des FXS Phénotyps.
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Abbildung 27: Methylierungsgrenze in der FMR1 5'-upstream Region in ménnlichen Vollmutations-Trigern ohne FXS. (A, B)
Die Bisulfit-Sequenzierung der genomischen DNA von ménnlichen HFM wurde fiir die CpG-Folgen 20 bis 104 durchgefiihrt. (A)
periphere weile Blutzellen 5106 EBV-transformiert mit n = ~400, (B) Fibroblastenzellen 94CE422 Telomerase-transformiert mit n =
~330. (C) Erklarung der Karte siche Abbildung 11 C.
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E.13. Volistandiger Verlust der Methylierungsgrenze in Zellen von

mannlichen FXS Individuen

Das Muster der DNA-Methylierung fiir die CpG-Folgen 20 bis 104 der FMRI Promotor und 5'-
upstream Region wurde bei verschiedenen ménnlichen FXS Individuen, mit Hilfe der Bisulfit-
Sequenzierung genomischer DNA aus peripheren weillen Blutzellen (Abbildung 28) und
Fibroblastenzellen (Abbildung 29) ermittelt.
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Abbildung 28: Vollstindiger Verlust der Methylierungsgrenze in méinnlichen FXS peripheren weifien Blutzellen. Die Bisulfit-
Sequenzierung erfolgte fiir die CpG-Folgen 20 bis 104. (A) 21181, (B) 14451, (C) 54923, (D) RIK1412 EBV-transformiert mit n =
~500. (E) Erklarung der Karte siehe Abbildung 11 C, in der alle CpG-Folgen als methyliert dargestellt sind.

Die FXS Genome aus den peripheren weillen Blutzellen 21181 (Abbildung 28 A), 14451
(Abbildung 28 B) und den EBV-transformierten RJK1412 (Abbildung 28 D) wiesen im Bereich der
CpG-Folgen 20 bis 83 eine starke DNA-Methylierung auf. Isoliert nicht-methylierte CpG-Folgen
waren vor allem in Umgebung der CpG-Folge 30 bei 21181 und 14451 vorhanden. Die
Untersuchung des DNA-Methylierungsmusters zwischen den CpG-Folgen 20 bis 69 der FXS
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genomischen DNA 54923 (Abbildung 28 C) ergab ein Mosaik aus methylierten und nicht-
methylierten DNA-Molekiilen. Solche Fille von FXS Individuen mit Methylierungsmosaik wurden
in anderen Studien bereits beschrieben (Geng u. a., 2000). Die Bisulfit-Sequenzierung der CpG-
Folgen 84 bis 104 der genomischen DNA aus den EBJV-transformierten peripheren weillen
Blutzellen RJK1412 zeigte eine Abnahme der DNA-Methylierung (Abbildung 28 D), wohingegen
die anderen FXS Genome aus den peripheren weillen Blutzellen in diesem Bereich stark methyliert
waren (Abbildung 28 A, B, C).
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Abbildung 29: Volistindiger Verlust der Methylierungsgrenze in minnlichen FXS Fibroblastenzellen. Die Bisulfit-
Sequenzierung erfolgte fiir die CpG-Folgen 20 bis 104. (A) primére Lungenfibroblasten GM07072 22 fotale Wochen mit n = ~450,
(B) primire Fibroblasten GM05848 4 Jahre mit n = ~670, (C) 86RD613 Telomerase-transformiert mit n = ~500. (D) Erkldrung der
Karte siche Abbildung 11 C, in der alle CpG-Folgen als methyliert dargestellt sind.

Die mittels Bisulfit-Sequenzierung ermittelten DNA-Methylierungsmuster, der ménnlichen FXS
Genome aus den primédren Lungenfibroblasten GM07072 eines 22 Wochen alten Fotus (Abbildung
29 A), den priméren Fibroblasten GM05848 eines 4 Jahre alten Patienten (Abbildung 29 B) und
Telomerase-transformierten Fibroblasten 86RD613 (Abbildung 29 C), wiesen ebenfalls einen
Verlust der Methylierungsgrenze auf. Der Bereich zwischen den CpG-Folgen 20 bis 84 ist
gekennzeichnet durch eine Hypermethylierung der DNA mit isoliert nicht-methylierten CpG-Folgen
in Umgebung der CpG-Folge 30 (Abbildung 29 A, C). Zudem enthielten alle untersuchten FXS
Genome aus Fibroblastenzellen zwischen den CpG-Folgen 85 bis 104 einen hypomethylierten
Bereich.
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E.14. Nukleotid-Sequenz der FXS Genome im Bereich der FMR1

Methylierungsgrenze und Promotorregion

In FXS Genomen konnte die Methylierungsgrenze oder Promotorregion des FMRI Gens
moglicherweise durch Mutationen verdndert sein. Diese Mutationen konnten die Aufhebung der
Methylierungsgrenze in der 5'-upstream Region bewirken, so dass es zur Ausbreitung der DNA-
Methylierung und der damit verbundenen Stilllegung des FMRI Promotors kommt, was dann
wiederum den FMRP Verlust beim FXS erklirt. Um die genomische DNA aus den peripheren
weillen Blutzellen des FXS Individuums 14451 auf Mutationen hin zu untersuchen, wurde die
DNA-Region im Bereich der Nukleotide 13886 bis 14935 (roter Balken in Abbildung 30) in Form
von drei Abschnitten mittels PCR amplifiziert, in den Vektor pJET1/blunt kloniert und beide DNA-
Strange von jeweils flinf Klonen sequenziert. Beim anschlieBenden Vergleich mit der normalen
DNA-Sequenz des Menschen (Lander u. a., 2001; Venter u. a., 2001) konnten keine Mutationen im
untersuchten Sequenzbereich festgestellt werden, die fiir den Verlust der Methylierungsgrenze bei
FXS Genomen verantwortlich sein konnten (Sequenzierung als Anhang auf den Seiten 107-109).
Zur Validierung des Ergebnisses werden zur Zeit noch zwei FXS Genome aus Fibroblastenzellen
und ein weiteres FXS Genom aus peripheren Blutzellen sequenziert und auf Mutationen hin
analysiert.
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Abbildung 30: Ausschnitt der FMRI Karte mit Lage der sequenzierten Region. Die Sequenzierung der FXS Genome erfolgte im
Bereich der FMRI Methylierungsgrenze und Promotorregion zwischen den Nukleotiden 13886 und 14935 (roter Balken).
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E.15. Methylierungsgrenze in der HTT b'-upstream Region des

Menschen in der mdannlichen Zelllinie HCT-116

Eine Methylierungsgrenze konnte sowohl in der 5'-upstream Region des FMRI Gens des Menschen
als auch in der 5'-upstream Region des Fmrl Gens der Maus nachgewiesen werden. Um
herauszufinden, ob allgemein eine Methylierungsgrenze in der 5'-upstream Region von Genen mit
Trinukleotid-Repetitionen zu finden ist, wurde deshalb die 5'-upstream Region des menschlichen
HTT Gens untersucht. Das HTT (Huntingtin) Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 4
(4p16.3) und umfasst einen Genombereich von 180 kbp mit 67 Exons. Chorea Huntington wird
verursacht durch instabile Expansion einer CpG-freien 5'-(CAG)n-3"' Repetition im kodierenden
Bereich von Exon 1 (Abbildung 31 A), wobei das Trinukleotid 5'-CAG-3' fiir die Aminosédure
Glutamin kodiert. Die normale Anzahl an Trinukleotid-Repetitionen betrdgt n = 6-29, bei einer
Pramutation n = 29-35 und bei HD Patienten n > 35. Der H7T Promotor ist GC-reich, enthilt
Bindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren AP2, AP4, NF-AT und SP1, jedoch keine typische TATA
und CAAT (5'-CCAAT-3') Box (Holzmann u. a., 2001). Die bisherige Analyse des DNA-
Methylierungsmusters der H7T Promotor und 5'-upstream Region in HCT-116 fiir die CpG-Folgen
1 bis 37 (oberes Feld in Abbildung 31 B) und 87 bis 160 (unteres Feld in Abbildung 31 B) ergab
eine deutliche Methylierungsgrenze bei den CpG-Folgen 116 und 117.
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Abbildung 31: Methylierungsgrenze in der HTT 5'-upstream Region des Menschen in der ménnlichen Zelllinie HCT-116. (A)
Ideogramm des Chromosoms 4 und bei 4p16.3 das HTT Gen des Menschen. Karte mit den ersten 3 Exons (vertikale Balken) und
Introns (horizontale Linie) des HTT Gens und der 5'-upstream Region mit der 5'-(CAG)n-3' Repetition. Der Nummerierung der
Nukleotide in der Karte erfolgte nach der von NCBI stammenden Sequenz: NC 000004:3.031.206-3.215.485 H. sapiens HIT
Genregion (mit den Nummern der Nukleotide fiir das Chromosom 4 des Menschen). Die H7T Karte des Menschen wurde analog zur
Karte des menschlichen FMR1 Gens in Abbildung 11 C dargestellt. (B) Die Bisulfit-Sequenzierung der genomischen DNA aus HCT-
116 erfolgte fiir die CpG-Folgen 1 bis 37 (oberes Feld) und 87 bis 160 (unteres Feld).
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F. Diskussion

F.1. Methylierungsgrenze in der 5-upstream Region des FMR1

Gens des Menschen

In einem 5500 bp langen Genombereich des Menschen konnte in der 5'-upstream Region des
FMRI Gens auf dem X-Chromosom (Xq27.3) eine Methylierungsgrenze aufgezeigt werden. Diese
Methylierungsgrenze liegt 650 bis 800 Nukleotide vor der 5'-(CGG)n-3' Repetition und umfasst die
CpG-Folgen 65 bis 70. Upstream der Methylierungsgrenze befindet sich ein ungefdahr 4900 bp
Bereich mit starker DNA-Methylierung, wohingegen downstream der Methylierungsgrenze ein
kurzer Bereich von ungefihr 670 bp eine nur sehr schwache DNA-Methylierung aufweist. Der
Ubergang vom schwach methylierten zum stark methylierten Bereich kann dabei entweder sehr
deutlich ausgeprégt sein (Abbildung 18 A) oder eher flieBend erfolgen (Abbildung 14 D), was auf
eine gewisse Dynamik des Chromatins in diesem Bereich hindeuten konnte. Die
Methylierungsgrenze ist konserviert und kommt unabhdngig vom Alter in ménnlichen wie in
weiblichen Zellen und Zelllinien vor. Bei den Sequenzen aus den weiblichen peripheren weillen
Blutzellen handelt es sich um eine Mischung der FMRI Promotor und 5'-upstream Region von
beiden X-Chromosomen, wobei vermutlich die stirker methylierten Genome ohne
Methylierungsgrenze vom inaktiven X-Chromosom und die Genome mit Methylierungsgrenze vom
aktiven X-Chromosom stammen. Fiir diese Deutung spricht auch das Verhéltnis von ungefahr 1:1
der methylierten zu den nicht-methylieren Sequenzen zwischen den CpG-Folgen 20 bis 69 der
weiblichen DNA aus den peripheren weilen Blutzellen (Abbildung 15). Eine Methylierungsgrenze
in dem selben Bereich konnte ebenso bei verschiedenen adulten und fGtalen Geweben
nachgewiesen werden. Die DNA aus fotalen Skelettmuskelzellen (Abbildung 16 C) war im Bereich
der CpG-Folgen 1 bis 69 stirker methyliert als die DNA aus adulten Skelettmuskelzellen
(Abbildung 16 D). Die beobachtete Abnahme der DNA-Methylierung im FMRI Promotorbereich
konnte auf die DNA-Demethylierung wihrend der Reifung der Skelettmuskelzellen zuriickzufiihren
sein (Hupkes u. a., 2011). Eine Aktivierung der FMRI Genexpression in Skelettmuskelzellen
konnte bedeuten, dass das FMRP als RNA-Binde- und Transportprotein, nicht nur an der
Entwicklung der Neuronen beteiligt ist (Bear u. a., 2004), sondern durch die Interaktion mit dem
homologen FXRI1 (engl.: fragile X related 1) Protein auch bei der Reifung der Skelettmuskelzellen
eine Rolle spielen konnte (Zhang u. a., 1995; Dubé u. a., 2000). Mit Hilfe der Bisulfit-
Sequenzierung  durchgefiihrte = DNA-Methylierungsmusteranalysen ~ ermoglichen  keine
Unterscheidung von 5-mC zu den oxidierten Formen 5-hmC, 5-fC und 5-caC. Die Sequenz-
spezifische Bestimmung der verschiedenen Modifikationen am Cytosin und die korrekte
Unterscheidung zwischen 5-mC, 5-hmC, 5-fC und 5-caC von einzelnen CpG-Folgen ist technisch
noch nicht realisierbar. Einen Hinweis auf den Modifikationsstatus erhdlt man bisher nur iiber eine
Anreicherung der DNA mittels spezifischer Prézipitation durch Antikorper gegen 5-mC, 5-hmC, 5-
fC und 5-caC. Zur Erkennung dieser Modifikationen durchgefiihrte Analysen, auch in der FMRI 5'-
upstream Region, konnten in Zukunft Aufschluss dariiber geben.
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F.2. Methylierungsgrenze in der 5-upstream Region des Fmr1 Gens

der Maus

Obwohl die Nukleotid-Sequenz vor der 5'-(CGG)n-3' Repetition des homologen Fmrl Gens des X-
Chromosoms der Maus (A7.1) nur zu 46,7% identisch ist mit dem entsprechenden Bereich des
FMRI Gens des Menschen, konnte in verschiedenen adulten Geweben der Maus auch dort eine
deutliche Methylierungsgrenze durch Bisulfit-Sequenzierung nachgewiesen werden (Abbildung
23). Eine konservierte Methylierungsgrenze, trotz geringer Sequenz-Homologie zwischen zwei
Sdugetier-Arten, konnte auf eine mogliche funktionell verwandte Chromatinstruktur verweisen.

F.3. Methylierungsgrenze in der 5-upstream Region des HTT Gens

des Menschen

Im Gegensatz zur 5'-(CGG)n-3' Repetition in der 5'-NTR des ersten Exons des FMRI Gens, liegt die
5'-(CAG)n-3' Repetition des HTT Gens im kodierenden Bereich des ersten Exons auf dem kurzen
Arm von Chromosom 4 (4p16.3). Die instabile Expansion der 5'-(CAG)n-3' Repetition fiihrt nicht
nur zu einer verdnderten mRNA, sondern spiegelt sich auch in einer abgewandelten Proteinstruktur
des Huntingtins wieder. Im H7T Gen konnte in dem 3250 bp Genombereich 5'-upstream der 5'-
(CAG)n-3' Repetition eine deutliche Methylierungsgrenze bei den CpG-Folgen 116 und 117
nachgewiesen werden (Abbildung 31). Eine Methylierungsgrenze konnte auch in der 5'-upstream
Region von anderen Genen mit Trinukleotid-Repetitionen (TNR) zu finden sein, was auf eine
Beteiligung von Methylierungsgrenzen bei der Expression von Genen mit TNR hinzudeuten konnte.

F.4. Proteine binden im Bereich der Methylierungsgrenze des

menschlichen FMR1 Gens

Die Ubergangsregion der Methylierungsgrenze in 5'-upstream Bereich des menschlichen FMRI
Gens, mit den methylierten CpG-Folgen 66 bis 75 und den nicht-methylierten CpG-Folgen 57 bis
65, enthélt eine Alul (5'-AGCT-3") Schnittstelle und noch einige weitere bereits beschriebene
Sequenz-Motive (Abbildung 20 A). Bei Inkubation der gesamten 630 bp Nukleotid-Sequenz der
Ubergangsregion, sowohl in der nicht-methylierten als auch der CpG-methylierten Form, mit
Kernproteinen konnten eindeutige DNA-Protein-Komplexe beobachtet werden (Abbildung 20 B;
Spalten c, 1). Die Spezifitiat dieser Komplex wurde dadurch dokumentiert, dass bei Zugabe von
nicht-methylierten und methylierten DNA-Fragmenten im Uberschuss die Bindung der Proteine
abgefangen wurde, und damit die Entstehung von DNA-Protein-Komplexen mit den DIG-
markierten nicht-methylierten beziehungsweise methylierten Proben verhindert werden konnte
(Abbildung 20 B). Ein als unspezifischer Kompetitor verwendetes 595 bp Plasmid-Fragment des /3-
Laktamase Gens eliminierte die grofleren Komplexe, aber nicht den Komplex nahe der 1033 bp
Bande eines DNA-GroBBenmarkers (Abbildung 20 B; Spalte f). Der kleinere der beiden Komplexe
weist vermutlich eine hohere Spezifitit auf.
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F.5. Verlust der Methylierungsgrenze in Zellen von mannlichen FXS

Individuen

Die DNA der ménnlichen FXS nicht-transformierten peripheren weilen Blutzellen 21181
(Abbildung 28 A) und 14451 (Abbildung 28 B) =zeichnet sich durch den Verlust der
Methylierungsgrenze bei den CpG-Folgen 65 bis 70 aus. Die DNA-Methylierung breitet sich
downstream bis in den FMRI Promotor aus. Die Methylierungsgrenze in der 5'-upstream Region
des FMRI Gens konnte durch eine spezifische Chromatinstruktur ausgezeichnet sein, die eine
Ausbreitung der DNA-Methylierung downstream und tiber den FMR1 Promotor hinweg verhindern
konnte. Die Destabilisierung der Methylierungsgrenze in FXS Genomen spiegelt sich nicht nur in
der downstream Ausbreitung der DNA-Methylierung und Inaktivierung des FMRI Promotors
wieder, zudem konnte im normalerweise stark methylierten upstream Bereich zwischen den CpG-
Folgen 85 bis 104 eine Abnahme der DNA-Methylierung verzeichnet werden. Diese
Hypomethylierung ist bei den primidren FXS Fibroblasten GM07072 (Abbildung 29 A) und
GMO05848 (Abbildung 29 B), die nicht mit EBV oder Telomerase transformiert waren, besonders
deutlich nachzuweisen. In FXS Genomen kann also eine hypermethylierte downstream Region
einhergehen mit einer hypomethylierten upstream Region. Da in den nicht-transformierten
Fibroblastenzellen, aber nicht in den nicht-transformierten peripheren weilen Blutzellen, ein Verlust
der DNA-Methylierung upstream verzeichnet wurde, konnte moglicherweise auch die Art des
Zelltyps und der Zellkultivierung eine Rolle spielen. Die Methylierungsgrenze konnte stabilisierend
in beide Richtungen wirken, also nicht nur die Ausbreitung der DNA-Methylierung downstream
verhindern, sondern zusétzlich auch die DNA-Methylierung upstream aufrechterhalten. Mutationen
in der 5'-upstream Region des FMRI Gens konnten die Aufthebung der Methylierungsgrenze
bewirken. Die durchgefiihrte Sequenzierung der 5'-upstream Region im Bereich der Nukleotide
13886 bis 14935 des bisher analysierten FXS Genoms ergab keine Mutationen oder Veranderungen
verglichen mit der normalen DNA-Sequenz des Menschen (Lander u. a., 2001; Venter u. a., 2001),
die den Verlust der Methylierungsgrenze erkldren konnten. Die Bisulfit-Sequenzierung der
ménnlichen FXS genomischen DNA 54923 aus peripheren weillen Blutzellen ergab im Bereich der
CpG-Folgen 20 bis 69 ein Mosaik aus methylierten und nicht-methylierten DNA-Molekiilen
(Abbildung 28 C). Dieses Methylierungsmosaik bestdtigt die Moglichkeit, dass in einigen FXS
Individuen durchaus auch Zellen mit Primutations-Allelen oder nicht-methylierten Vollmutations-
Allelen vorkommen konnen (Oberle u. a., 1991; Geng u. a., 2000). In diesem seltenen Fall konnte
der FXS verursachende Verlust des FMRP, durch Stilllegung des FMRI Promotors nach
Destabilisierung der DNA-Methylierungsgrenze und die damit verbundene Ausbreitung der DNA-
Methylierung, zum Teil auch durch Inhibierung der Translation hervorgerufen worden sein.
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F.6. Isoliert nicht-methylierte CpG-Folgen in de novo methylierter
DNA

In der DNA von FXS Individuen wurden, im fast vollstindig de novo methylierten FMRI
Promotorbereich, isoliert nicht-methylierte CpG-Folgen gefunden (Abbildungen 28, 29), von denen
scheinen einige, vor allem im Bereich der CpG-Folge 30, mit Bindestellen fiir
Transkriptionsfaktoren einherzugehen (Schwemmle u. a., 1997; Pietrobono u. a., 2002). Solche
isoliert nicht-methylierten CpG-Folgen waren auch in dem fast vollstindig de novo methylierten
Adenovirus Typ 12 Genom in transformierten Hamsterzelllinien zu finden (Hochstein u. a., 2007).
Obwohl die Genome von Sdugetieren deutliche Unterschiede zu den integrierten viralen Genomen
aufweisen, konnte man in den stark de nmovo methylierten Bereichen eine oder mehrere isoliert
nicht-methylierte CpG-Folgen ausmachen, was charakteristisch fiir eine de novo methylierte DNA
in Sdugerzellen sein konnte. In den in vitro pramethylierten FMRI 5'-upstream Regionen
genomischer und Plasmid-DNA, die mittels bakterieller Sss/-Methylase ebenfalls de novo
methyliert wurden, traten bei der Analyse der DNA-Methylierungsmuster jedoch keine dieser
isoliert nicht-methylierten CpG-Folgen auf (Abbildung 13 B, D, E). Nur bei einer de novo
Methylierung in lebenden Saugerzellen und Organismen, aber nicht wihrend der in vitro
Methylierung durch die bakterielle Sss/-Methylase, konnten solche isoliert nicht-methylierten CpG-
Folgen beobachtet werden. Moglicherweise verhindert bei den funktionsfahigen Chromosomen in
Sdugetieren eine spezifische Chromatinstruktur und/oder Proteinbindung die de novo Methylierung
an der entsprechenden Stelle.

F.7. Die Genome von Primutations-Ubertrigern und weiblichen

Volimutations-Trdgern

Sowohl in weiblichen als auch in ménnlichen Primutations-Ubertrigern konnte eine stabile
Methylierungsgrenze nachgewiesen werden (Abbildungen 24, 25). Die DNA-Methylierungsmuster
in peripheren weiBen Blutzellen von minnlichen Primutations-Ubertrigern wiesen keine
Unterschiede zu den mannlichen Zellen mit Wildtyp-Allel auf (Vergleich der Abbildungen 25 und
14 A, B), ebenso waren auch die DNA-Methylierungsmuster in peripheren weilen Blutzellen von
weiblichen Primutations-Ubertrigern und weiblichen Zellen mit Wildtyp-Allel nahezu identisch
(Vergleich der Abbildungen 24 und 15). Eine Pradmutation fiihrt offenbar nicht zu einer verdnderten
DNA-Methylierung in der FMRI 5'-upstream Region. Im Gegensatz dazu war in weiblichen
Vollmutations-Triagern die urspriingliche Methylierungsgrenze nur noch in wenigen DNA-
Molekiilen intakt (Abbildung 26). Vermutlich findet, wéhrend der X-Chromosom Inaktivierung in
den heterozygoten weiblichen Vollmutations-Trdgerinnen, keine bevorzugte Stilllegung des X-
Chromosoms mit Vollmutations-Allel statt.
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F.8. Destabilisierung der Methylierungsgrenze in transformierten

Zelllinien

Trotz Transformation der peripheren weillen Blutzellen ROS31 und Fibroblastenzellen 86RD540
durch Epstein-Barr-Virus (EBV) oder Telomerase blieb die Methylierungsgrenze in den nicht-FXS
Genomen erhalten und verhinderte eine downstream Ausbreitung der DNA-Methylierung
(Abbildung 14 C, E). Im Gegensatz dazu fiihrte die EBV-Transformation von peripheren weillen
Blutzellen, sowohl im nicht-FXS Genom ROS31 als auch im FXS Genom RJK1412, zum Verlust
der DNA-Methylierung in der wupstream Region zwischen den CpG-Folgen 84 und 104
(Abbildungen 14 C, 28 D). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen, konnte erst kiirzlich
Instabilitdit von DNA-Methylierungsmustern fiir einige Regionen des menschlichen Genoms in
EBV-transformierten und in Zellkultur gehaltenen peripheren weillen Blutzellen nachgewiesen
werden (Grafodatskaya u. a., 2010). Die DNA-Methylierung des zelluldren Genoms konnte durch
das fremde Epstein-Barr-Virus Genom verandert worden sein. Solche Verdnderungen zelluldrer
DNA-Methylierungsmuster durch integrierte fremde DNA, auch in entfernten Regionen zur
Integrationsstelle, konnten bereits auch in Sdugerzellen gezeigt werden, die fiir Adenovirus Typ 12,
Bakteriophage Lambda und Plasmid-DNA transgen waren (Heller u. a., 1995; Doerfler, 1996;
Remus u. a., 1999; Miiller u. a., 2001; Doerfler, 2011). Das nicht-FXS Genom 86RD540 aus
Fibroblastenzellen zeigte trotz Telomerase-Transformation keine Abnahme der DNA-Methylierung
in der upstream Region (Abbildung 14 E). Moglicherweise ist die Stabilitit der
Methylierungsgrenze auch abhingig vom Intergrationsort der Fremd-DNA. Die FXS Genome aus
den Fibroblastenzellen GM07072 und GM05848 wiesen hingegen auch ohne Transformation einen
hypomethylierten Bereich zwischen den CpG-Folgen 85 bis 104 auf (Abbildung 29 A, B). Wihrend
der langfristigen Kultivierung der FXS Fibroblastenzellen konnte die expandierte 5'-(CGG)n-3'
Repetition vielleicht als fremde oder invasive DNA erkannt worden sein, und zu Verdnderungen im
DNA-Methylierungsmuster der upstream Region zwischen den CpG-Folgen 85 bis 104 gefiihrt
haben.

F.9. Die Genome von ménnlichen Vollmutations-Tragern ohne FXS

Die beiden untersuchten minnlichen Vollmutations-Trager (high-functioning males, HFM), ohne
FXS aber mit expandierter 5'-(CGG)n-3' Repetition iiber den kritischen Grenzwert, wiesen ebenfalls
eine stabile Methylierungsgrenze in der 5'-upstream Region und einen nicht-methylierten aktiven
FMRI1 Promotor auf (Abbildung 27). Zudem konnte in den HFM Genomen aus den EBV-
transformierten  peripheren weillen Blutzellen 5106 und Telomerase-transformierten
Fibroblastenzellen 94CE422 keine hypomethylierte wupstream Region nachgewiesen werden
(Abbildung 27). Eine stabile Methylierungsgrenze in den high-functioning males scheint von
wesentlicher Bedeutung fiir die Funktionsfahigkeit des FMRI Promotors zu sein.
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F.10. Vergleich mit Expansionen anderer Trinukleotid-Repetitionen

Die Aufrechterhaltung der Methylierungsgrenze in der FMRI 5'-upstream Region konnte somit ein
wichtiger Faktor fiir den Schutz gegen das FXS sein. Eine spezifische Chromatinstruktur im Bereich
der Methylierungsgrenze konnte moglicherweise fiir die Stabilitdt verantwortlich sein und eine
Ausbreitung der DNA-Methylierung iiber die Promotorregion des FMRI, Fmrl und HTT Gens
verhindern. Die in der 3'-NTR des Myotonin-Proteinkinase (DMPK; [MIM 605377]) Gens auf
Chromosom 19q13 lokalisierte 5'-(CTG)n-3' Repetition scheint upstream ebenfalls methyliert zu
sein (Shaw u. a., 1993; Steinbach wu. a., 1998). Die allerdings in diesen Systemen nur mit
Methylierungs-sensitiven Restriktionsenzymen durchgefiihrten Untersuchungen konnten auf eine
Methylierungsgrenze hindeuten. In den Genomen myotoner Dystrophie Typ 1 (DMI; [MIM
160900]) Patienten konnte es dann aufgrund des Verlustes der Methylierungsgrenze dann ebenfalls
zur Ausbreitung der DNA-Methylierung kommen. Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass in
Geweben von DM Patienten die expandierte ebenfalls CpG-freie 5'-(CTG)n-3"' Repetition als
weitere Barriere fungiert um die Ausbreitung der abnormalen CpG-Methylierung in Richtung
downstream zu verhindern (Lopez Castel u. a., 2011). Im Gegensatz dazu beinhaltet die DNA-
Methylierung in FXS Genomen auch die CpG-Folgen der expandierten 5'-(CGG)n-3' Repetition
(Geng u. a., 2000) und moglicherweise auch der downstream Regionen.

F.11. Uberlegungen zum Mechanismus der Methylierungsgrenze

Welcher Mechanismus fiir die Stabilitdt oder Instabilitit der Methylierungsgrenze und der 5'-
(CGG)n-3' Repetition verantwortlich ist, konnte allerdings noch nicht aufgekliart werden. Der
Nachweis von spezifischen DNA-Protein-Komplexen zwischen der Methylierungsgrenze in der
FMRI1 5'-upstream Region und Kernproteinen aus menschlichen Zellen konnte zu der
Schlussfolgerung fiihren, dass moglicherweise Proteinbindungen fiir die Aufrechterhaltung der
Methylierungsgrenze zustdndig sind. Bei den folgenden Ausfiihrungen handelt es sich um mdogliche
Interpretationen der Daten verschiedener Laboratorien, die deshalb als zum Teil hypothetische
Folgerungen betrachtet werden miissen. Die Ausbreitung der DNA-Methylierung wird durch
spezifische Zinkfinger Proteine verhindert, da in den Grenzregionen von DNA-Methylierung die
Bindestellen fiir Zinkfinger Proteine vermehrt vorkommen (Fan u. a., 2007). Ebenso wie die
Ausbreitung von Heterochromatin durch die als Barrieren fungierenden Insulator-Elemente
verhindert wird (Wallace & Felsenfeld, 2007), konnen Insulator-Elemente auch die Ausbreitung der
DNA-Methylierung iiber die Methylierungsgrenze hinweg verhindern. Das bei Wirbeltieren
vorkommende Zinkfinger Protein CTCF ist nicht nur an der Stabilisierung von Trinukleotid-
Repetitionen beteiligt (Libby u. a., 2008), sondern sorgt zusitzlich auch fiir eine stabile
Methylierungsgrenze in der FMRI 5'-upstream Region. Die Lage der CTCF-Bindestellen im FMR1
Gen (Abbildung 11 C) (Ladd u. a., 2007) kann ein Hinweis darauf sein, da nicht nur die 5'-(CGG)n-
3' Repetition, sondern auch die Methylierungsgrenze flankiert wird von CTCF-Bindestellen. Eine
dieser CTCF-Bindestellen liegt auch tatséichlich in der Ubergangsregion der Methylierungsgrenze,
die in dieser Arbeit auf eine spezifische Bindung von Proteinen untersucht worden ist (Abbildungen
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19 C, 20). Auch andere Trinukleotid-Repetitionen sind ebenfalls mit CTCF-Bindestellen assoziiert
(Filippova u. a., 2001; Cho u. a., 2005), und weisen auch, wie die 5'-(CGG)n-3' Repetition, die
bidirektionale Transkription einer Sense und Antisense mRNA iiber die Trinukleotid-Repetition auf
(Cho u. a., 2005; Moseley u. a., 2006; Ladd u. a., 2007). Eine ganze Reihe von Untersuchungen
deuten auf eine Beteiligung von Methylierungsgrenzen, CTCF-Bindung und Antisense mRNA bei
der Expression von Genen mit Trinukleotid-Repetition hin. Ein moglicher Mechanismus, der dabei
eine Rolle spielen kann, soll folgend erkldrt werden. Im normalen FMRI Wildtyp-Allel kommt es
durch Bindung von CTCF zur Ausbildung von Chromatin-Schleifen, die zum einen die 5'-(CGG)n-
3' Repetition stabilisieren und zum anderen zur Entstehung der Methylierungsgrenze fiithren. Bei
Expansion der Repetition vergrofert sich auch die Schleife. Die VergroBerung der Schleifen
ermOglicht den Transkriptionsfaktoren einen besseren Zugang zum Promotor und fiihrt zu einer
verstirkten Genexpression der Prdmutations-Allele und nicht-methylierten Vollmutations-Allele
(Tassone u. a., 2000a, 2000b, 2000c, 2001; Kenneson u. a., 2001). Die expandierte Repetition der
FMRI und ASFMRI mRNA bildet eine stabile Haarnadel-Struktur aus dsRNA (Sobczak u. a.,
2003), die dann vom Dicer zu miRNA prozessiert wird. In den high-functioning male Genomen
liegt das Chromatin moglicherweise in Form von Schleifen vor, dadurch bleibt die
Methylierungsgrenze stabil und die miRNAs konnen nicht binden und zur Gen-Stilllegung fiihren.
In FXS Patienten kann in einen unbekannten Vorgang die Bindung von CTCF und die damit
verbundene Ausbildung der Schleifen verhindert worden sein. Die Aufhebung der
Methylierungsgrenze und Rekrutierung von de novo DNA-Methyltransferasen, durch Bindung der
miRNAs an die DNA, konnen mdgliche Konsequenzen des Fehlens der Chromatin-Schleifen sein,
und zur DNA-Methylierung des Promotors und Abschaltung des FMRI Gens im FXS fiihren.
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G. Zusammenfassung

Das mit der Folat-sensitiven fragilen Stelle FRAXA assoziierte fragile X mentale Retardierung Gen
1 (FMR]) liegt auf dem menschlichen X-Chromosom (Xq27.3). Die instabile Amplifikation einer
5'-(CGG)n-3' Repetition in der 5'-nicht-translatierten Region des ersten Exons des FMRI Gens kann
zu drei phénotypisch verschiedenen Krankheiten fiihren, zur fragilen X assoziierten vorzeitigen
Ovarialinsuffizienz, zuom fragilen X assoziierten Tremor/Ataxie Syndrom und zum fragilen X
Syndrom (FXS).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte erstmals eine deutliche Methylierungsgrenze in einem
Bereich von 650 bis 800 Nukleotiden stromaufwirts der 5'-(CGG)n-3' Repetition des FMRI Gens
aufgezeigt werden. Diese durch Bisulfit-Sequenzierung identifizierte Methylierungsgrenze ist
konserviert und kommt unabhéngig vom Alter, Geschlecht und Entwicklungsstadium in allen
menschlichen Zelltypen und Zelllinien vor. Die Ubergangsregion der Methylierungsgrenze im 5'-
gelegenen Bereich stromaufwirts des menschlichen FMR1 Gens bindet spezifisch Kernproteine.

Auch in verschiedenen Geweben der Maus konnte eine deutliche Methylierungsgrenze
nachgewiesen werden, obwohl die Nukleotid-Sequenz vor der 5'-(CGG)n-3' Repetition des
homologen Fmrl Gens des X-Chromosoms der Maus (A7.1) mit dem menschlichen FMR Gen nur
zu 46,7% identisch ist.

Der Bereich stromaufwérts des menschlichen Huntingtin Gens (HTT) auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 4 (4p16.3), mit einer 5'-(CAG)n-3"' Repetition im kodierenden Bereich des ersten
Exons, weist ebenfalls eine deutliche Methylierungsgrenze auf.

Die Transformation von menschlichen Zellen ohne FXS durch Epstein-Barr-Virus oder Telomerase
filhrt nicht zur Destabilisierung der Methylierungsgrenze und zur Ausbreitung der DNA-
Methylierung in Richtung des FMRI Promotors. Die eingebrachte fremde DNA fiihrte jedoch in
einem unbekannten Mechanismus zu einem Verlust der DNA-Methylierung in dem urspriinglich
stark methylierten Bereich, der weiter stromaufwirts zur Methylierungsgrenze liegt. Eine dhnliche
Abnahme der Methylierung wurde auch in Zellkultur wachsenden, nicht-transformierten FXS
Fibroblastenzellen beobachtet.

Die DNA von FXS Individuen zeichnet sich durch den Verlust der Methylierungsgrenze und
Ausbreitung der DNA-Methylierung stromabwirts bis in den FMRI Promotor aus. Die Analyse der
FXS Genome ergab keine Mutationen oder Verdnderungen, verglichen mit der normalen DNA-
Sequenz des Menschen. Der FXS-assoziierte Verlust der Methylierungsgrenze kann folglich nicht
einfach durch eine mutierte Nukleotid-Sequenz erklirt werden.

In dem fast vollstindig de novo methylierten FMRI Promotorbereich in FXS Individuen wurden
isoliert nicht-methylierte CpG-Folgen gefunden. Diese isoliert nicht-methylierten CpG-Folgen sind
nur bei einer de novo Methylierung in lebenden Séugerzellen und Organismen nachweisbar, aber
nicht wahrend der in vitro Methylierung der gleichen FMRI Sequenz durch die bakterielle Sss/-
Methylase.
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In weiblichen Vollmutations-Trégerinnen war die urspriingliche Methylierungsgrenze nur noch in
wenigen DNA-Molekiilen intakt. Bei ménnlichen wie weiblichen Primutations-Ubertrigern konnte
eine stabile Methylierungsgrenze nachgewiesen werden, ebenso in den ménnlichen Vollmutations-
Tragern ohne FXS aber mit expandierter 5'-(CGG)n-3' Repetition, den sogenannten high-
functioning males (HFM).

Eine stabile Methylierungsgrenze in den HFM scheint von wesentlicher Bedeutung fiir die
Funktionsfahigkeit des FMRI Promotors zu sein. Die Wichtigkeit der Methylierungsgrenze wird
zudem unterstiitzt durch den Verlust der Methylierungsgrenze im regulatorischen Bereich des
Entwicklungs-relevanten menschlichen FMRI Gens im fragilen X Syndrom. Eine spezifische
Chromatinstruktur im Bereich der Methylierungsgrenze konnte fiir die Stabilitdt verantwortlich sein
und eine Ausbreitung der DNA-Methylierung iiber die Promotorregion des FMRI, Fmrl und HTT
Gens verhindern. Die Aufrechterhaltung der Methylierungsgrenze des FMRI Gens kdnnte somit ein
wichtiger Faktor flir den Schutz gegen das fragile X Syndrom sein.
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H. Abstract

The folate-sensitve fragile site FRAXA associated with the fragile X mental retardation gene I
(FMR]1) is located on human X chromosome (Xq27.3). The unstable expansion of a 5'-(CGG)n-3'
repeat in the 5'-untranslated region of the first exon of the FMRI gene can lead to three
phenotypically different diseases, the fragile X associated premature ovarian insufficiency, the
fragile X associated tremor/ataxia syndrome and the fragile X syndrome (FXS).

This thesis work revealed for the first time a distinct methylation boundary at a genome location
650 to 800 nucleotides upstream of the 5'-(CGG)n-3' repeat in the FMRI gene. This boundary,
identified by bisulfite sequencing, is conserved and present in all human cell types and cell lines,
irrespective of age, gender, and developmental stage. The transition sequence of the methylation
boundary in the 5'-upstream region of the human FMRI gene binds specifically nuclear proteins.

The same distinct methylation boundary is also found in different mouse tissues, although the
nucleotide sequence upstream of the 5'-(CGG)n-3' repeat between the mouse Fmrl gene on
chromosome X (A7.1) and the human FMR1 gene shows only 46.7% homology.

The upstream region of the human huntingtin gene (HTT) located on the short arm of chromosome
4 (4p16.3) with a 5'-(CGG)n-3' repeat in the coding region of the first exon, also carries a distinct
methylation boundary.

Transformation of human cells without FXS by Epstein-Barr-Virus or the telomerase gene does not
compromise the stability of the methylation boundary. Hence methylation does not spread into the
FMRI promoter. By an unknown mechanism, the introduction of foreign DNA leads to the loss of
methylation in the usually hypermethylated region far upstream of the methylation boundary. A
similar decrease of the methylation was also observed in non-transformed FXS fibroblasts, growing
in culture.

In genomes of FXS individuals the methylation boundary is lost, the methylation spreads
downstream and extends across the FMRI promoter. The analysis of FXS genomes did not reveal
mutations or deviations when compared to the standard human DNA sequence. Thus, the FXS-
associated loss of the methylation boundary cannot be simply explained by a mutated nucleotide
sequence.

In the almost completely de novo methylated FMRI promoter region in FXS individuals, isolated
unmethylated CpG dinucleotides have been observed. These isolated unmethylated CpG
dinucleotides arise only during de novo methylation in living cells and organisms but not during in
vitro methylation of the same FMR1 sequence by the bacterial Sss/ methylase.

In female full mutation individuals the methylation boundary was still intact in only a few genomes.
In male and female premutation carriers a stable methylation boundary was also preserved, as well
as in high-functioning males (HFM) with an expansion of the 5'-(CGG)n-3' repeat to full mutation
lengths but without the FXS phenotype.

A stable methylation boundary in HFM seems to be necessary for the functionality of the FMRI
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promoter. The significance of the methylation boundary is also supported by its deletion in the
regulatory region of the developmentally important human FMRI gene in the fragile X syndrome.
The stability of the methylation boundary could be preserved by a specific chromatin structure in
the boundary region that prevents methylation spreading into the promoter region of the FMRI,
Fmrl and HTT gene. The mainenance of the methylation boundary in the FMRI 5'-upstream region
1s most likely an important factor in the protection against the fragile X syndrome.
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J.1. Plasmidkarten

Rsal (45)

R-Laktamase (bla) Promotor Rsal (215)

Dral (5083) Rsal (470)

Rsal (4986) Rsal (495)

R-Laktamase (bla) Gen = Ampicillin-Resistenz Cytomegalovirus Promotor
Rsal (550)
Rsal (583)

Dral (4391)
Dral (437:)“\
T7 Promotor/Bindungsstelle

PcDNA3.1(+)

Dral (903)

pUC Ursprung der DNA-Replikation 4a8be Rsal (920)
MCS = multiple Klonierungsstelle
ral (1007)
BGH ruckwarts = Primer zum Sequenzieren
BGH Polyadenylierungssignal
f1 Ursprung der DNA-Replikation
SV40 frithes Polyadenylierungssignal \ SVA40 frither Promotor und Ursprung der DNA-Replikation
Neomycin-Resistenzgen
Rsal (2571)
Abbildung 32: Plasmidkarte pcDNA3.1(+).
Al (45)
Alul (64)
Nhel (147)
Alul (147)
Alul (165)
Alul (222)
R-Laktamase (bla) Gen = Ampicillin-Resistenz pJET1 vorwarts = Primer zum Sequenzieren
Alul (2494) Eco32l = EcoRV
Alul (2431) Xbal (504)
ARl (2331) p) Elili/:?)llfmt MCS = multiple Klonierungsstelle
312,

pJET1 rilckwarts = Primer zum Sequenzieren

Iul(531)

ecod7IR = letale Restriktionsendonuklease
< : ;:\/ Iul (684)
/ AT (753)
Alul (1810) / P lacUV5 = Promotor

rep (PMB1) = Replikon AT (986)
Alul (1073)
Alul (1191)
Replikationsstart
Al (1417)
Alul (1507)

Al (1553

Abbildung 33: Plasmidkarte pJET1/blunt.
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rechtes PIasmid-Ende\

pUC19-FMR1

6120 bp

5'4(CGG)n-3' Repetition mitn=11_—

FMR1

Abbildung 34: Plasmidkarte pUC19-FMR1.

Hpall (49)

I

Hpall (3306)

R-Laktamase (bla) Gen p
Ay 4

Hpall (3064)  /
Hpall 2050 |7
0

~L
L
| |

Hpall (2887)

pJET1-EMSA

Hpall (2853)
3758 bp

A

Hpall (2449)

Hpall (2259)
Hpall (2233) —

rep (PMB1) = Replikon /
Hpall (2086) /
Replikationsstart

Abbildung 35: Plasmidkarte pJET1-EMSA.

__linkes Plasmid-Ende

Hpall (83)
Hpall (471)

//,/\ Xhol (479)

A
v

|~ Emsa

|

N

L

\\:Hpall (1116)
N

Xbal (1134)

Hpall (1029)

\a\, _ Hpall (1574)

"P lacUV5 = Promotor

Hpall (1659)
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Sequenzierung

J.2.
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