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Kurzfassung

Der wichtige, multifunktionale Faktor CTCF, der als zentrales Element bei der Ausbil-
dung drei-dimensionaler DNA Kontakte und Chromatin-Organisation identifiziert wurde,
und sein Testis-spezifischer paraloger Faktor CTCFL zeichnen sich durch eine fast iden-
tische ZF-Doméne, die die DNA Bindung vermittelt, aus. Die stark unterschiedlichen
Carboxy- und Amino-terminalen Doménen lassen jedoch auf funktionelle Unterschiede
der beiden Proteine schlieBen. Genom-weite Analysen konnten neben einer grof3en Zahl
gemeinsamer, genomischer Bindestellen auch jeweils individuelle Bindestellen identifi-
zieren. Da inzwischen die gemeinsame Prisenz beider Faktoren in Testis-Zellen aber
auch in bestimmten Krebsformen bestétigt wurde, kommt der Erforschung der Auswir-

kungen von CTCF und CTCFL an gemeinsamen Bindestellen eine neue Bedeutung zu.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die moglichen Sequenz-spezifischen oder Chromatin-
bedingten Grundlagen der differentiellen Bindemuster von CTCF und CTCFL analysiert
werden. Dazu wurde unter Verwendung der umfangreichen ENCODE Datenbank eine
bioinformatische Korrelationsanalyse durchgefiihrt, die zeigen konnte, dass aktive His-
ton-Modifikationen und Transkriptionsfaktoren an CTCFL Bindestellen, im Vergleich zu
CTCF Bindestellen, angereichert vorliegen. Komponenten des Cohesin-Komplexes
konnten gleichzeitig als einzige CTCF-spezifische Cofaktoren identifiziert werden. In
ChIPseq Experimenten gefolgt von konventionellen ChIPs konnte kein Einfluss von
CTCFL Bindung auf CTCF, Histon-Modifikationen oder Cohesin-Komponenten festge-
stellt werden. Zur weiteren Untersuchung in Zellkultur wurden P19 Zellen mit induzier-
barer CTCFL-Expression hergestellt. Vergleichenden Analysen mit einem bereits be-
schriebenen, weiteren Klon konnten mittels FAIRE Experimenten differentielle DNA-
Zugianglichkeit als Basis von Zelltyp-spezifischen CTCFL-Bindemustern identifizieren.
Weitere Versuche, anhand von Chromatin-Verdnderung in Folge von Differenzierung,
die CTCFL-Bindung innerhalb des P19 Klons zu modulieren waren nur an zwei unter-

suchten Bindestellen (Ptprg & Mzf1) erfolgreich.

Um mogliche weitere Einfliisse auf die CTCF- und CTCFL-Bindung zu untersuchen wur-
den Analysen der genauen DNA-Bindemotive durchgefiihrt. Im Zuge dieser Experimente
konnten sehr dhnliche DNA-Sequenzen identifiziert werden, die in vivo stark abwei-
chende Bindung der beiden Faktoren zeigen. Somit wurde neben dem Chromatin-Einfluss
auf die CTCFL Bindung auch eine potenzielle Rolle der gebundenen DNA-Sequenz iden-

tifiziert, die es lohnt in weiteren Experimenten zu iiberpriifen.
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Abstract

The important multifunctional factor CTCF, known to be the central element of three-
dimensional DNA contacts and involved in chromatin organisation, and its testis-specific
paralogue CTCFL are sharing a nearly identical zinc finger DNA-binding domain. Strong
differences in N- and C-termini are probably associated with differential function of the
two proteins. Genome-wide analysis revealed a strong overlap of binding sites for both
factors but also individual sites. With newer knowledge that both factors actually are ex-
pressed in the same cells in testis and also some cancer types, research into the functional

consequences of CTCF and CTCFL at shared binding sites becomes more important.

Within this work the possible sequence- and chromatin-driven discrimination in CTCF
and CTCFL binding events was examined. Utilizing the extensive ENCODE database
bioinformatic correlation analyses were performed and active histone-modifications and
transcription factors were enriched at CTCFL binding sites compared to CTCF sites. Only
Cohesin-complex components could be identified to be overrepresented at CTCF binding
sites. No Influence of CTCFL binding could be identified on CTCF, histone modifications
or Cohesin components when performing ChIPseq for CTCF & CTCFL followed by con-
ventional ChIP experiments. For further experiments in cell culture, an inducible CTCFL
expression system was also established in P19 cells. Comparative analysis between dif-
ferent cell clones could then show that differential openness of chromatin, as measured
by FAIRE, explains cell-type-specific CTCFL binding patterns to a degree. Experiments
with differentiating P19 cells could show that CTCFL binding at two selected regions
(Ptprg & Mzf1) could be modulated by inducing chromatin changes.

To assess a possible influence of the DNA motif on CTCF & CTCFL binding, detailed
analysis of the precise involved DNA sequences were performed. Two highly similar
sequences could be identified showing drastically different CTCF and CTCFL binding
occupancies in vivo. These results in addition to the role of open chromatin provide a hint
at a possible role of the DNA sequence on CTCFL binding and it would be worthwhile

to test this experimentally in the future.
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1 Einleitung

Im Zuge der fast zeitgleichen Sequenzierung des menschlichen Genoms durch ein 6ffent-
lich gefordertes Konsortium (Lander et al. 2001) und eine private Firma unter Fithrung
von Craig Venter (Venter et al. 2001) konnte Anfang des Jahrtausends auch die Gesamt-
grofle des humanen Genoms identifiziert werden. Das haploide Genom eines Menschen
besteht aus ca. 3x10° Basenpaaren, in somatischen diploiden Zellen liegen somit 6x10°
Basenpaare mit einer Gesamtldnge von ca. 2m vor. Die Verpackung und korrekte Verar-
beitung dieser Mengen an Erbinformation im winzigen Raum des Zellkerns, von durch-
schnittlich 6 pm in Sdugern (Alberts et al. 2002), stellt daher eine der groBBten Herausfor-

derungen an die Zelle dar.

=
1

At the simplest level, chromatin
is a double-stranded helical
structure af DMA.

DMA double helix
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Chromatosome
.f”'s'“"lI

The nuclessomes
fald up to praduce
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)
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Tight ceiling of the 250-nm
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Abb. 1: Allgemeines schematisches Modell der Ebenen der DNA Verpackung bis hin zum Chromo-
som. (Annunziato 2008) Dargestellt ist die DNA ausgehend von ihrer grundsitzlichen Version als Doppel-
helix (oben rechts), tiber die Schritte der Nukleosomen, 30 nm Faser und 300 nm Faser hin bis zur kom-
paktesten moglichen Variante in Form der Metaphase Chromosomen (unten rechts).
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Diese Verpackung der DNA erfolgt in eukaryotischen Zellen auf mehreren Ebenen, die
es ermdglichen, dass die DNA trotz starker Komprimierung sinnvoll und schnell abgele-
sen und genutzt werden kann. Die grundlegendste Form des Chromatins stellt die DNA
in Form der Doppelhelix dar, bei der jeweils zwei DNA Stringe iiber ihre Basen, unter
Ausbildung von Wasserstoffbriicken, verbunden sind. Die zweite Ebene der Verpackung
stellen die sog. Nukleosomen dar, hierzu ist die DNA um einen Proteinkomplex aus His-
tonen, das Histon-Oktamer, gewickelt (Abb. 1). Bei den Histonen handelt es sich um
wichtige strukturelle Proteine die in Assoziation mit der DNA auch Aufgaben der Ex-
pressionsregulation iibernehmen konnen. Jeweils zwei Proteine der Kern-Histone H2A,
H2B, H3 und H4 bilden dieses Oktamer. Die um das Histon-Oktamer gewickelte DNA
wird durch zusdtzliche Bindung von Histon H1 fixiert und bildet so eine stabile Struktur
aus, die in mikroskopischen Analysen schon friihzeitig als sogenannte Perlenkette iden-
tifiziert wurde (Olins und Olins 1974). Durch die doppelte Windung der DNA um jeweils
ein Nukleosom wird eine 5-10 fache Komprimierung erreicht (Kornberg 1974). Je Nuk-
leosom sind 147 Basenpaare fest gebunden und die einzelnen Nukleosomen dann durch
freie Linker DNA, die keine Bindung an Histone zeigt, verbunden. In einer weiteren
Ebene ist das Chromatin in der 30 nm Faser angeordnet. Zur genauen Struktur der 30 nm
Faser gibt es auch nach 30 Jahren Forschung keine ganz klaren Ergebnisse (Grigoryev
und Woodcock 2012), generell wird jedoch von einer Anordnung der Nukleosomen als
Solenoid, d.h als einstrangige eingedrehte Helix, ausgegangen (Kruithof et al. 2009). Es
erfolgen weitere Komprimierungsschritte wie das Ausbilden von Chromatin-Schleifen
und weiteren Faserstrukturen (300 nm). Die kompakteste Variante des Chromatins stellen
die mitotischen Chromosomen wéhrend der Metaphase dar. In dieser Form sind jeweils
zwei Schwester-Chromatiden liber ein Zentromer verbunden. Die kompakte Form der
Metaphase Chromosomen erlaubt nur wenig Transkription der verpackten DNA (Chris-
tova und Oelgeschldger 2002) und spielt somit nur eine Rolle wihrend der Mitose. In
anderen Phasen des Zellzyklus liegt die kompakte Form nicht vor und regulire Transkrip-

tionsprogramme konnen geregelt ablaufen.

Die Zuginglichkeit des Chromatins kann sich in Abhéngigkeit des Verpackungsgrades
unterscheiden, es wird hier zwischen zugénglichem Euchromatin und geschlossenem He-
terochromatin unterschieden. Bereiche aktiver Transkription befinden sich meist in euch-
romatischen Bereichen der DNA, da Transkriptionsfaktoren und Polymerasen entspre-

chend binden konnen. Bei Heterochromatin unterscheidet man weiterhin zwei Formen,
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zum ecinen fakultativem Heterochromatin, das die inaktiven Gene und das inaktive weib-
liche X-Chromosom beinhaltet, und bei Bedarf wieder zugénglich werden kann, und zum
anderen konstitutivem Heterochromatin, das generell nie exprimiert wird und zu dem die
Telomere, das Zentromer und repetitive Sequenzen gezéhlt werden (Eymery et al. 2009;
Schueler und Sullivan 2006). Durch die Ausbildung von Eu- und Heterochromatin ergibt
sich die Moglichkeit zur Genregulation unabhingig von der reinen DNA Sequenz, man
spricht in diesem Zusammenhang vom Forschungsfeld der Epigenetik. Unter Epigenetik
versteht man genauer alle meiotisch und mitotisch vererbbaren Genexpressionsmuster die
nicht auf der Sequenz beruhen (Egger et al. 2004). Bei der epigenetischen Regulation von
Genen kann man zwei Hauptgruppen unterscheiden, so kann zum einen die DNA selbst
durch Methylierung modifiziert sein, zum anderen gibt es eine Vielzahl von Regulations-
moglichkeiten durch Modifikation der amino-terminalen Doménen der DNA-assoziierten

Histone.

Die Rolle von DNA Methylierung an der C5 Position des Cytosin ist seit vielen Jahren
als wichtiger Mechanismus beim epigenetischen Abschalten von Genen bekannt (Holli-
day und Pugh 1975). Diese Methylierung erfolgt in Sdugern durch die Protein-Familie
der DNA Methyltransferasen (DNMTs) und 40 % aller Gene weisen methylierbare CpG-
Inseln, also groBBere DNA Bereiche mit erhdhtem G und C Gehalt, auf (Takai und Jones
2002). Abberante Methylierung und damit verbundene Abschaltung wichtiger Gene spielt
bei der friihen Entstehung von Krebs eine zentrale Rolle (Jones und Baylin 2002).

Der Grofteil der epigenetischen Regulation in Eukaryoten erfolgt jedoch auf Ebene der
Histone. So spielen posttranslationale Modifikationen der Histone, wie Acetylierung und
Methylierung der Lysine eine wichtige Rolle in der korrekten Regulation von zelltypspe-
zifischen Genexpressionsmustern. Wahrend der GroBteil der jeweiligen Histon-Proteine
des Histon-Oktamers unzugénglich im Inneren des Nukleosom gebunden liegen, ragen
die amino-terminalen Enden der Histone aus dem Nukleosom heraus und konnen von

weiteren Proteinen gebunden und modifiziert werden (Abb. 2).
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Abb. 2: Schematische Darstellung von zwei Nukleosomen mit den zugiinglichen Histon-Enden. (Fiill-
grabe et al. 2011) Dargestellt sind schematisch die Histone und DNA die zwei Nukleosomen ausbilden. In
griin sind als Beispiel zwei mdglich posttranslationale Modifikationen der freien Histon-Enden angedeutet.
Die Erforschung der existierenden moglichen Histon-Modifikationen und ihrer funktio-
nellen Wirkungen in den Zellen, wurde in den letzten Jahren zu einem der wichtigsten
zellbiologischen Forschungsfelder. Neben den Haupt-Modifikationen Methylierung und
Acetylierung (Allfrey et al. 1964) konnten weiterhin Ubiquitinierung (Wilkinson 2000),
Biotinylierung (Ballard et al. 2002), Sumoylierung (Iniguez-Lluhi 2006), ADP-Ribosy-
lierung (Koch-Nolte et al. 2008), Phosphorylierung (Bannister und Kouzarides 2011),
Crotonylierung (Tan et al. 2011) und Citrullinierung (Christophorou et al. 2014) der His-
tone identifiziert werden. Der Wissensstand zu den jeweiligen Modifikationen variiert
hier jedoch immens. Die wichtigsten gut erforschten Histon-Modifikationen lassen sich
grob in zwei Gruppen einteilen, ndmlich Histon-Modifikationen die aktivierend auf zel-
luldre Expression wirken und Modifikationen die im Zusammenhang mit Repression ste-
hen. Inaktives Chromatin zeichnet sich meist durch generelle Hypoacetylierung, Methy-
lierung von Argininen und Tri-Methylierung der Lysine bestimmter Histon-Enden (H3K9
und H3K27) aus, wihrend aktives Chromatin oft durch Acetylierung (H3K9 und H4K8)
und Di-/Tri-Methylierung (H3K4 und H3K36) von Lysinen charakterisiert wird (Schnei-
der und Grosschedl 2007). Auch im Bereich von Enhancern konnten charakteristische
Histon Modifikations-Muster identifiziert werden und als charakteristische Modifikation
aktiver Enhancer wurde Mono-Methylierung von H3K4 festgestellt (Calo und Wysocka
2013). Histon-Modifikationen kdnnen ihrerseits wieder von bestimmten Proteinen er-
kannt werden und weitere funktionelle Auswirkungen haben, so konnte beispielsweise
ein funktioneller Zusammenhang zwischen Histon Methylierung und DNA Methylierung
identifiziert werden der vermutlich auf der Interaktion der jeweiligen SET-Dominen der

Histon-Methyltransferasen und DNA-Methyltransferasen basiert (Cedar und Bergman
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2009). Zusammengefasst spielen Histon-Modifikationen und spezifische Kombinationen
von ihnen die zentrale Rolle bei der Regulation von Chromatin in eukaryotischen Zellen,
man spricht in diesem Zusammenhang heute auch vom Histon-Code (Jenuwein und Allis
2001). Anhand von genom-weiten Datensédtzen flir viele Histon-Modifikationen lassen
sich inzwischen Vorhersagen iiber die funktionelle Rolle von DNA-Bereichen treffen und
direkt bestimmten Chromatin-Klassen zuordnen (Filion et al. 2010). Bei der Abgrenzung
von Chromatin Bereichen konnte der hoch konservierte, multifunktionale Faktor CTCF
als wichtiger Regulator identifiziert werden (Weth et al. 2014), auf den im Folgenden

nédher eingegenagen werden soll.

1.1 Der multifunktionale Faktor CTCF

Bei dem Faktor CTCF handelt es sich, wie inzwischen bekannt ist, um einen der wich-
tigsten strukturellen Faktoren bei der Regulation und Ausbildung von Chromatin-Struk-
turen. CTCF wurde 1990, im Zuge von Untersuchungen am c-myc Gen des Huhns, ent-
deckt und erhielt seinen Namen nach der identifizierten CCCTC DNA Sequenz an die er
bindet (Lobanenkov et al. 1990; Baniahmad et al. 1990). Das Protein CTCF besteht aus
728 Aminosduren bei einem Molekulargewicht von ca. 82 kDa (Li et al. 2004), zeigt
jedoch in SDS-PAGE ein abnormales Laufverhalten und ist bei 130 kDa zu detektieren
(Klenova et al. 1997). Neben einer zentralen ZF-Doméne aus 11 Zinkfingern, die die
DNA Bindung vermittelt, besitzt das Protein noch flankierende C-terminale und N-ter-
minale Doménen. Diese Doménen spielen eine Rolle bei Protein-Protein Kontakten von
CTCF und bieten die Moglichkeit zur Modifikation (z.B. Phosphorylierung, Sumoylie-
rung) des Proteins. Unter Verwendung unterschiedlicher Zinkfinger kann CTCF an vari-

ierende DNA-Sequenzen binden (Ohlsson et al. 2001).
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Abb. 3: Strukturelle Darstellung der Doméinen des Proteins CTCF (Klenova et al. 2002). Durch Nut-
zung unterschiedlicher Zinkfinger Kombinationen (site 1-3) wird Bindung an unterschiedliche DNA Se-
quenzen vermittelt. Funktionell wichtige Phosphorylierungsstellen (rot) und ein vorhergesagtes SH3-Bin-

demotiv sind ebenfalls dargestellt.

Bei Zinkfingern handelt es sich um Protein-Strukturen die DNA-Bindung vermitteln kon-
nen. Sie bestehen aus etwa 30 Aminosduren und zeichnen sich durch Schleifenbildung
um ein zentrales Zink-Ion (Zn>") aus. In CTCF finden sich zwei Typen von Zinkfingern:
Die ersten zehn sind vom Typ C2Hz, d.h. das Zink-Ion ist durch zwei Cysteine und zwei
Histidine gebunden, wihrend der elfte vom Typ C2HC ist. Bei diesem Typ ist das Zinkion
von drei Cysteinen und nur einem Histidin eingebunden (sieche Abb. 3). Durch Bindung
der Cysteine und der Histidine bildet sich eine fingerformige a-Helix Aminosaure-

schleife, die dann an DNA binden kann, aus.

Der Faktor CTCF zeigt eine sehr hohe Konservierung in Vertebraten. So betrigt die Uber-
einstimmung der Aminosduresequenz von CTCF in Sdugern ca. 90%. Die Zinkfinger-
Domine ist in den Gruppen Fische, Frosche (Burke et al. 2002), Vogel (Klenova et al.
1993), Nager und Mensch sogar zu ca. 100% identisch. Uberraschenderweise konnte auch
in Drosophila ein homologer Faktor identifiziert und gezeigt werden, dass CTCF aus
Huhn an alle Drosophila-CTCF DNA-Bindestellen bindet (Moon et al. 2005). In Hefe,
C. elegans und Pflanzen kommt jedoch keine Form von CTCF vor (Heger et al. 2012).
Die hohe artiibergreifende Homologie spricht fiir eine wichtige grundlegende Funktion
des Proteins in zelluldren Vorgédngen. Einen weiteren Hinweis auf die essentiellen Funk-
tionen von CTCF liefern Maus-CTCF-Knockout Experimente die embryonale Letalitit

in Folge des CTCF Verlustes zeigen (Wan et al. 2008; Moore et al. 2012).
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CTCEF spielt bei vielen wichtigen Prozessen in der Zelle eine Rolle, so agiert CTCF etwa
als genomweites Isolatorprotein das Grenzen zwischen Chromatinbereichen definiert,
was sich auf die Expression von Genen auswirkt. Bei Untersuchungen am gut erforschten
B-Globin Locus im Huhn konnte gezeigt werden, dass durch Bindung von CTCF an den
F2-Isolator ein in der Ndhe liegender Enhancer geblockt werden kann, was zur Hemmung
der Transkription fiihrt (Bell et al. 1999). Weiterhin spielt CTCF eine wichtige Rolle bei
der X-Chromosom Inaktivierung (Chao et al. 2002) und sogar beim alternativen Spleifien

(Shukla et al. 2011).

Das Aufkommen von Next-Generation Sequencing (NGS) ermoglichte in Kombination
mit Chromatin-Immunoprizipitation das Bestimmen genomweiter Bindeprofile fiir
CTCF. So finden sich in Sdugern ca. 55.000-65.000 Bindestellen (Chen et al. 2012), wo-
bei zwischen zelltyp-libergreifenden High-Affinity Bindestellen und zelltyp-spezifischen
Bindestellen, die etwa 30-60 % ausmachen, zu unterscheiden ist (Kim et al. 2007). CTCF
Bindestellen lassen sich sowohl in intergenischen Bereichen als auch in Genregionen und
Promotorbereichen nachweisen. Ein Phdnomen mit dem sich teilweise die Ausbildung
zelltyp-spezifischer Bindemuster erkliren lésst, ist die Anwesenheit von CpGs in der
CTCF Konsensus-Sequenz und eine reduzierte Bindung von CTCF an Bindestellen, wenn
diese CpGs sich durch Methylierung auszeichnen (Wang et al. 2012). Der Verlust von
CTCF Bindung im Zuge von Methylierung kann gravierende Auswirkungen auf zelluldre
Vorginge haben. So ist beispielsweise der Promotor von PTGS2 in normalen Zellen von
CTCF gebunden und das Gen wird transkribiert, in einigen Krebsformen ist diese CTCF
Bindung durch DNA Methylierung der Bindestelle verloren und das Gen inaktiv (Kang
et al. 2015). Es lassen sich jedoch nicht alle Unterschiede der CTCF-Bindemuster zwi-
schen Zelltypen anhand von differentieller Methylierung erklédren, daher miissen weitere

Mechanismen vorliegen die zur Ausbildung zelltyp-spezifischer CTCF Bindung fiihren.

1.2 CTCF und Chromosomenarchitektur

Im Zuge der Entwicklung von experimentellen Techniken zur Untersuchung von DNA
Interaktionen iiber gro3e Distanzen, wie etwa 3C (Chromosome conformation capture)
(Dekker et al. 2002), konnte die Rolle von CTCF bei der Ausbildung solcher Kontakte
untersucht werden. Anhand von 3C kann die Interaktion zweier bekannter DNA Ab-
schnitte des Genoms mittels PCR analysiert werden. Weiterentwicklungen der Technik,
5C (Dostie et al. 2006) und Hi-C (Belton et al. 2012), ermoglichten dann einen ungerich-

teten Blick auf alle DNA Interaktionen im Genom. CTCF konnte als ein zentraler Faktor
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identifiziert werden, der an interagierenden DNA Bereichen angereichert vorliegt. Erste
Untersuchungen am H19-1GF2 Locus zeigten die Fahigkeit von CTCF durch Dimerisie-
rung DNA Schleifen zu bilden (Pant et al. 2004). Zusammen mit dem Cohesin Protein-
Komplex vermittelt CTCF diese DNA Kontakte auch iiber gro3e Entfernungen hinweg
und an vielen genomischen Bindestellen (Hadjur et al. 2009). Cohesin war bis dahin
hauptséchlich fiir seine wichtige Rolle bei der Ausrichtung der Schwester-Chromatiden
wéhrend der Mitose bekannt. Im Zuge der genomweiten Analyse der Interaktionen konn-
ten die Rolle von CTCF bei der Ausbildung von DNA Interaktionen bestitigt werden
(Phillips-Cremins et al. 2013). Weiterhin konnten auch groBere, strukturelle Einheiten im
Genom, sogenannte TADs (Topologically associated domains) identifiziert werden
(Dixon et al. 2012). Unter TADs versteht man Abschnitte des Genoms die bevorzugt in-
nerhalb, miteinander interagieren und wenig Interaktion mit weiteren umliegenden DNA
Abschnitten zeigen. Gene die zusammen innerhalb einer solchen Domine vorliegen zei-
gen haufig Ko-Regulation (Abb. 4). CTCF ist in den Bereichen der TAD Grenzen ange-
reichert (Dixon et al. 2012).
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Abb. 4: Schematische Darstellung von TADs, beispielhafter CTCF Bindung und Anwesenheit aktiver
& repressiver Histon-Modifikationen (Ali et al. 2016). Dargestellt sind drei hypothetische Model-Doma-
nen inklusive der Interaktionen, CTCF-Bindung, Anwesenheit von H3K36me3 & H3K27me3 und asso-
zierter Gene.
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Unter Verwendung der modernen CRISPR Methode (Jinek et al. 2012), zur gezielten An-
derung von genomischen Sequenzen in vivo, konnte gezeigt werden, dass auch die Ori-
entierung der CTCF Bindestellen von grundlegender Wichtigkeit fiir die Ausbildung von
TADs ist (Guo et al. 2015). So zeigen sich jeweils die duBersten CTCF Bindestellen einer
TAD nach innen orientiert und Anderung der Orientierung fiihrt zur Zerriittung der Do-
ménenstruktur. Zusammengefasst gilt CTCF somit inzwischen als der zentrale verbin-

dende Faktor von zelluldrer Genomstruktur und funktionellen Expressionsmustern (Ong

und Corces 2014).

1.3 CTCFL: ein paraloger Faktor von CTCF

Bis zum Jahre 2002 wurde CTCEF als alleinstehender Faktor ohne bekannte vergleichbare
Proteine verstanden. Dann wurde ein CTCF nahestehender Faktor in Mensch und Maus
identifiziert, der sich {liber eine grole Homologie der ZF-Doméne (Abb. 6) auszeichnet
aber komplett verschiedene C- und N-Termini besitzt (Loukinov et al. 2002). Er wurde
CTCF-like (CTCFL) oder auch Brother of the regulator of imprinted sites (BORIS)
getauft. Uber Analysen der kompletten Chromosomen-Loci in denen die Gene fiir beide
Faktoren liegen, konnte die Abstammung CTCFLs von CTCF dargestellt werden. So ent-
stand der gesamte, das CTCFL-Gen enthaltende, Locus 20q13 wahrscheinlich durch eine
Duplikation des CTCF enthaltenden Bereichs 16q22 (Klenova et al. 2002).
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Abb. 5: Verwandschaftsbeziehungen der Mitglieder der CTCF/BORIS Genfamilie (Hore et al. 2008).
Die Léange der Striche stellt die Zahl der Unterschiede zwischen den einzelnen Proteinen dar. Fett geschrie-
bene Faktoren waren bereits vor dieser Studie bekannt und annotiert. Weiterhin werden die neu identifi-
zierten Faktoren ebenfalls dargestellt: blau steht fiir experimentellen Nachweis wihrend die schwarzen
Faktoren nur durch in-silico Analysen identifiziert wurden.

CTCFL kommt wie auch CTCF in mehreren Spezies vor. Urspriinglich war CTCFL Ex-
pression nur fiir Mensch und Maus bekannt, inzwischen konnte CTCFL jedoch in vielen
Vertebraten durch in-silico Analysen sowie experimentell identifiziert werden (Abb. 5).
Man geht davon aus, dass CTCFL friih in der Evolution, vor dem Abspalten der Sauger
von den Reptilien, durch eine vollstindige Genduplikation von CTCF entstand (Hore et

al. 2008). Der Grad der zwischenartlichen Konservierung ist fiir den Faktor CTCF heute
jedoch groBer als bei CTCFL was evolutiv fiir eine zentralere Rolle von CTCF spricht.
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Abb. 6: Vergleich der Exon/Intron-Struktur der Gene fiir CTCF und CTCFL (BORIS) (Klenova et
al., 2002). Der Bereich der Homologie zwischen beiden Genen ist durch eine graue Box dargestellt.

Die fast identischen ZF-Dominen von CTCF und CTCFL (Abb. 6) sprechen fiir die Fa-
higkeit beider Proteine an die gleichen DNA-Sequenzen zu binden wéhrend die unter-
schiedlichen C- und N-Termini auf unterschiedliche Funktionen und mogliche unter-
schiedliche Interaktionspartner hindeuten. CTCFL kann im Gegensatz zu CTCF auf Me-
thylierungs-unabhéngige Weise an DNA binden (Nguyen et al. 2008b). Die Expression
von CTCFL ist im Mensch und auch in der Maus jeweils auf die Hoden beschrénkt. Ent-
gegen den ersten Berichten zur Expression von CTCFL, die eine sich gegensétzliche aus-
schlieBende Expression zu CTCF beschrieben (Loukinov et al. 2002), ist heute die gleich-
zeitige Expression beider Proteine in Zellen der Keimbahn bestétigt (Sleutels et al. 2012).
Betrachtet man die bekannten Interaktionspartner der beiden Proteine im menschlichen
System so zeigen sich die erwarteten groBen Unterschiede und es kann nur ein gemein-
samer Faktor CHDS identifiziert werden (Abb. 7). Diese Interaktionen erfolgt jedoch bei
beiden Proteinen iiber unterschiedliche Doménen, so interagiert bei CTCFL der N-Ter-

minus mit CHD8 (Nguyen et al. 2008a), bei CTCF die ZF-Doméne (Ishihara et al. 2006).
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Abb. 7: Bekannte Interaktionspartner von CTCFL (gelb) und CTCF (blau) im Menschen (Necochea-
Campion et al. 2011). Dargestellt sind beschriebene Interaktionspartner der beiden Proteine. Nur fiir CHDS
ist eine Interaktion mit beiden Faktoren bekannt.

Ein weiterer Faktor der sowohl mit CTCF als auch CTCFL interagiert ist UBC (van de
Nobelen et al. 2010). UBC interagiert mit beiden Proteinen iiber deren ZF-Doméne und
kann somit wohl keine funktionellen Unterschiede in der Funktion beider Proteine erklé-

ren.

CTCFL Knockout-Experimente konnten zeigen, dass CTCFL eine wichtige Funktion bei
der Testis Entwicklung spielt (Suzuki et al. 2010; Sleutels et al. 2012). Méuse ohne
CTCFL zeichnen sich durch kleinere Hoden und reduzierte Fertilitdt aus. Auch wichtige
Testis-spezifische Gene wie Gal3stl und Tsp50 zeigen Herabregulation in Folge des
CTCFL Knockout. Fiir Tsp50 konnte auch die direkte positive Regulation durch CTCFL
Bindung im Promoter Bereich des Gens identifiziert werden (Kosaka-Suzuki et al. 2011).
Somit kann CTCFL als wichtiger Faktor bei der korrekten Testis Entwicklung in der

Maus angesehen werden.

Bei der Expression von CTCFL handelt es sich um einen komplizierten, nicht gut ver-
standenen Vorgang, so gibt es unterschiedliche Angaben iiber eine mogliche Zahl von
Isoformen und unterschiedliche Promotoren. Es wurden drei unterschiedliche Promoto-
ren A, B und C beschrieben die jeweils auf unterschiedliche Transkriptions-Startpunkte
wirken und 23 mRNAs mit variierenden 5°-UTRs kodieren (Pugacheva et al. 2010). Alle

drei Promotoren spielen eine Rolle bei Aktivierung von CTCFL-Transkription in der



1 Einleitung 26

Spermatogenese, wihrend bei der Krebsentstehung vor allem Promotor A und C genutzt
werden (Renaud et al., 2007). Diese Existenz von alternativen Promotoren und Transkrip-
ten erschwert die Untersuchungen der grundlegenden Mechanismen von CTCFL, da al-
ternative Transkripte unterschiedliche Auswirkungen auf die epigenetische Reprogram-

mierung in normalem Testisgewebe und die mogliche Tumorentstehung haben konnten.

1.4 CTCFL-Expression in Krebs — Unterschiedliche
Meinungen

CTCFL wurde urspriinglich zur Klasse der Cancer-Testis-Antigene (CTA) gezéhlt, in der
alle Gene zusammengefasst sind, die normale Expression nur in Testisgewebe und abbe-
rante Expression in vielen Krebsarten zeigen. CTAs stellen aufgrund dieser charakteris-
tischen begrenzten Expressionsmuster ein interessantes Ziel fiir die Entwicklung von

krebsspezifischen Immuntherapien dar.

In mehreren Studien wurde ein Zusammenhang zwischen CTCFL-Expression und Krebs
angedeutet. Das CTCFL Gen liegt in einem mit bestimmten Krebs-Formen assoziierten
,hot-spot“ 20q13, d.h. einem Bereich genomischer DNA der in Krebs hdufig amplifiziert
wird, und es wurde postuliert, dass in dieser Region ein starker immortalisierender oder
transformierender Faktor liegen muss (Tanner et al., 1994). Bei CTCFL konnte es sich
um eben diesen Faktor handeln. Bei der Analyse von CTCFL Expression in Krebszellli-
nien und primiren Tumoren gibt es abhéngig von der jeweiligen Arbeitsgruppe stark va-
riierende, ja sogar gegensétzliche Ergebnisse. So ldsst sich CTCFL einmal in allen unter-
suchten aus Krebsgeweben hergestellten Zelllinien (Renaud et al. 2007) und sogar nor-
malen Zellen (Jones et al. 2011) nachweisen und in anderen Féllen wird CTCFL so gut
wie gar nicht detektiert (Yoon et al. 2011). Greift man verdffentlichten Untersuchungen
zu Brustkrebs heraus werden die Unterschiede noch einmal deutlicher. In einer Untersu-
chung konnte CTCFL in allen untersuchten Brustkrebszelllinien und 70,7% aller unter-
suchten Gewebe aus Primartumoren nachgewiesen werden (D'Arcy et al., 2008) wihrend
in einer spateren Studie, unter genauer Analyse durch mehrere sensible Methoden, nur
eine von zwolf untersuchten Brustkrebszelllinien, und von acht untersuchten Primértu-
moren kein einziger, CTCFL Expression aufwies (Hines et al. 2010). Unabhéngig von
diesen ungeklirten gegensitzlichen Resultaten gibt es mehrere Versuche CTCFL als Mar-
ker und therapeutisches Ziel in einigen Krebsformen einzusetzen. So zeigte die Analyse
einer spezifischen CTCFL Isoform in Kehlkopf-Krebs Patienten die Moglichkeit zur Vor-
hersage einer Wiederkehr der Krankheit (Novak Kujundzi¢ et al. 2014), CTCFL konnte
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ebenso im Speisenrohren-Krebs als prognostischer Marker identifiziert werden (Okaba-
yashi et al. 2012) und ein CTCFL-basierter Impfstoff war wirksam in der Bekdmpfung
einer aggressiven Form von Brustkrebs im Maus Modell (Mkrtichyan et al. 2011). Somit
gibt es Hinweise auf eine mogliche Rolle von CTCFL in Krebs, aber abschlieBende klare

Ergebnisse stehen weiterhin aus.

1.5 Genomweite Bindemuster von CTCFL

Unter Verwendung spezifischer CTCFL Antikorper gelang es in den letzten Jahren ge-
nom-weite Bindemuster fiir CTCFL zu generieren. In der ersten Studie zur genom-weiten
Bindung von CTCFL unserer Arbeitsgruppe wurden mittels CTCFL iiberexprimierender
Maus ES-Zellen und anschlieBender ChIP-Sequenzierung ca. 5.700 CTCFL Bindestellen
identifiziert, von denen zwei Drittel mit CTCF Bindestellen iiberlappten (Sleutels et al.
2012).
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Abb. 8: Ergebnisse der Analyse genom-weiter Bindung von CTCFL in mES-Zellen. (Sleutels et al.
2012) Dargestellt ist sowohl ein Venn Diagramm, dass die Zahl der identifizierten CTCF- und CTCFL-
Bindestellen und den Anteil iiberlappender Bindestellen zeigt, und jeweils das identifizierte Bindemotiv
der einzelnen Gruppen von Bindestellen.

Auch die durchschnittlichen Bindemotive der beiden Proteine wurden errechnet und zeig-
ten keine grofBen Unterschiede (Abb. 8). Bei genaueren Untersuchung der Verteilung der
CTCFL Bindestellen im Genom zeigte sich eine erhohte Assoziation mit zugénglichen
Chromatin-Bereichen wie etwa Transkriptionsstartstellen und Exons, und auch Korrela-
tions-Analysen mit der aktiven Histon-Modifikation H3K4me3 und elongierender Poly-

merase II (Serin 5 phosphoryliert) zeigten fiir CTCFL Bindestellen erh6hte Anreicherung

in Vergleich zu CTCF. Weitere genom-weite Datensdtze in humanen Zellen konnten
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diese beobachtete Priferenz von CTCFL, in zugénglichen Chromatin Bereichen zu bin-
den, bestétigen (Pugacheva et al. 2015). So zeigt CTCFL in K562 Zellen die gleiche As-
soziation mit H3K4me3 und Polymerase II. Weiterhin wurden H3K27ac und Rad21, eine
Komponente des Cohesin Komplexes, untersucht. H3K27ac zeigt die bekannte positive
Korrelation mit alleinigen CTCFL Bindestellen wéhrend Rad21 bei diesen, im Vergleich
zu den CTCF gebundenen Bereichen, stark unterreprisentiert ist (Abb. 9).

RNAPII H3K4me3 H3K27ac RAD21
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Abb. 9: Korrelationsanalysen zu CTCFL Bindestellen in K562 Zellen. (Pugacheva et al. 2015) Darge-
stellt ist fiir vier untersuchte Faktoren/Modifikationen (RNAPII, H3K4me3, H3K27ac und RAD21) die
Anreicherung iiber drei Untergruppen von CTCF und CTCFL Bindestellen. Dabei ist in Rot die Bindung
tiber nur CTCF gebundene Stellen, in Blau iiber nur CTCFL gebundene und in Lila iiber von beiden Fak-
toren gebundenen Bindestellen gezeigt.

Weitergehende bioinformatische Analysen der genom-weiten CTCFL Bindedaten iden-
tifizierten eine gleichzeitige Bindung von CTCF und CTCFL an genomische Bereiche
die sich durch zwei nah beieinander liegende CTCF-Motive auszeichnen (Pugacheva et
al. 2015). Durch diese Doppel-Motive besteht die Mdglichkeit, dass iiberexprimiertes
CTCFL keine dramatischen funktionellen Folgen auf die wichtige strukturelle Bindung
von CTCEF hat, zu einer echten Kompetition um Bindestellen kommt es nicht, da weitere

Bindemdglichkeiten bestehen. Somit bindet CTCFL an CTCF Bindestellen bevorzugt da-

bei jedoch in offenen Chromatin Bereichen liegende Bindestellen.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Da zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit das heutige Wissen iiber die genomweite
Verteilung von CTCFL im Genom noch nicht vorlag sollte im Rahmen dieser Arbeit un-
tersucht werden in welcher Form sich CTCF und CTCFL Bindestellen unterscheiden oder
iibereinstimmen. Da beide Faktoren sich durch die identische 11-Zinkfinger DNA-Bin-
dedoméne auszeichnen aber die N- und C-terminalen Doménen grundverschieden sind
sollte die Hypothese liberpriift werden, dass beide Faktoren an identische Bindestellen
binden dort aber unterschiedliche Funktionen ausiiben und Ko-Faktoren rekrutieren.

Hierzu sollten CTCFL Uberexpressionssysteme in Mensch und Maus etabliert und dann
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die Bindung anhand von ChIP-Experimenten untersucht werden. Mogliche Befunde soll-
ten durch genomweite Korrelation unter Generierung von spezifischen ChIPseq Datens-

atzen tiberpriift werden.

Weitere Analysen im murinen Differenzierungssystem sollten der Frage nachgehen, ob
CTCFL Bindung méglicherweise anhand von Anderungen des Chromatin-Status modu-
lierbar sein kénnte, also z.B. durch induzierte Anderung von Euchromatin zu Heterochro-
matin ein Verlust von CTCFL Bindung erzielt werden kann. Neben dem moglichen Ein-
fluss von DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren und Histon-Modifikationen auf
CTCF/CTCFL-Bindung sollten in einem weiteren Ansatz mdgliche Unterschiede der
DNA-Sequenz der spezifischen CTCF und CTCFL Bindestellen identifiziert werden.

Insgesamt sollte somit ein groBeres Verstdndnis zum Bindeverhalten von CTCFL und
dessen bestimmenden Faktoren erlangt werden, um damit eventuell Riickschliisse auf die

zelluldre Funktion von CTCFL, die nach wie vor weitgehend unklar ist, zu zichen.
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2 Material

2.1 Gerate

Begasungsbrutschrank
Computer

Eismaschine
Elektrophoreseapparatur
Entwicklermaschine
Gefrierschrank (-80°C)
Kiihlschrank
Magnetriihrer

Mikroskope

Mikrowelle

PCR-Cycler

Pipetten (2ul, 20pl1, 200ul, 1000ul)

Pipettierhilfe

Quarzglaskiivette

Real-Time-PCR-Cycler
Rotator

Schiittler
Spannungsgerét

Spektralphotometer

Tubesealer
Ultraschall
VersaDoc™ Imaging System

Vortexer

Heracell 240, Heraeus

Acer

Scotsman

Peqlab

Kodak M35 X-Omat Processor
Revco

Bosch

MAGYV lkamag

Telaval 31, Zeiss

Axiophot, Zeiss

Privileg

Mastercycler Gradient, Eppendorf
GeneAmp 9600, Perkin Elmer
Gilson

Pipetboy, Integra Biosciences
bichrom (50 pl)

Hellma (400 pl)

RG-3000, Corbett Research
neoLab

Heidolph Instruments

IBI

Ultrospec 3100 pro, Amerham

Biosciences
Beckman
Sonifier 250, Branson

Bio-Rad

Vortex-Genie 2, Scientific Industries
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Waage

Wasserbad
Western-Blot Apparatur
Zahlkammer

Zentrifugen

2.2 Verbrauchsmaterialien
6-well Schalen
Einfriergefd3e (2 ml)
Einmalkiivetten
Einwegkantilen (0 0,90 x 40 mm)
Einwegspritzen (5 ml)
Filme
Filtertips

Gewebekulturschalen (@ 94 mm & 145

mm)

Handschuhe

Immobilon™-P Transfermembran
Pasteurpipetten

PCR Reaktionsgefdfle (0,2 ml)
Petrischalen (@ 145 mm)
Pipettenspitzen

Reaktionsgefa3e (0,5ml)
ReaktionsgefiaBe (1,5 ml & 2 ml)

PM3000, Mettler

PRS 320-3, Kern
Kotterman

Mini Protean II™, Bio-Rad
Fuchs-Rosenthal

Biofuge Pico, Heraeus
Multifuge 3, Heraeus
J2-MC, Beckman

5417R, Eppendorf
Sorvall® MC 12V, Du Pont

Greiner Bio-One
Nunc

Roth

Braun

Henke Sass Wolf
BioMax XAR, Kodak
Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

Roth

Millipore

Roth

Biozym Scientific
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Peqlab

Eppendorf
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Real-Time-PCR Reaktionsgefaf3e (0,1
ml)

Skalpelle

Whatman-Papier

Zellspachtel

Zentrifugenréhrchen (15 ml & 50 ml)

2.3 Chemikalien
Agarose
APS
CsCl
DMEM!
EDTA
Ethanol
Ethidiumbromid
Formaldehyd
Fotales Kédlberserum
Isopropanol
MEM!
Methanol
Milchpulver (Blotting grade)
NaCl
NaHCO;
PenStrep-Losung
Phenol
Retinsdure
Roti®-Load

Roti®-Quant

1 Zellkulturmedium

Corbett Research

Braun
Whatman
TPP

Falcon

Invitrogen
Serva
Roth
Invitrogen
Roth
Merck
Merck
Calbiochem
Invitrogen
Merck
Invitrogen
Merck
Roth

Roth
Merck
Invitrogen
Roth
Merck
Roth

Roth
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RPMI?
SDS
TEMED
Tris

Tween® 20

24 Enzyme
CIAP
Pfu-Polymerase
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen
RNase A
T4 Ligase
T4 PNK

Trypsin

2.5 Komplettsysteme
GoTaq® Flexi DNA Polymerase
High Purity Plasmid Midiprep System
JetPEI™ Transfection Reagent
QIAquick® Gel Extraction Kit
RNeasy® Mini Kit
RQI1 RNase-Free DNase

Transcriptor First Strand cDNA Synthe-
sis Kit

2 Zellkulturmedium

Invitrogen
Roth
Sigma
Merck

Roth

Amersham
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas

Invitrogen

Promega

Marligen
PolyPlus-Transfection
Qiagen

Qiagen

Promega

Roche
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2.6 GroRenstandards

2.6.1 DNA Langenstandardmarker

GeneRuler™ 100 bp DNA | pUC19 DNA/Mspl (Hpall) | ADNA / Ecol301 (Styl)
Ladder Plus Marker, 23 Marker, 16
Fermentas Fermentas Fermentas
bp bp bp
3000 501 19329
2000 489 7743
1500 404 6223
1000 331 4254
900 242 3472
800 190 2690
700 147 1882
600 111 1489
500 110 925
400 67 421
300
200
100

2.6.2 Molekulargewichtsmarker fur Proteine

Prestained Molecular Weight Marker

(SDS7B2)

Sigma

kDa
180
116
90
58
48,5
36,5
26,6

2.7 Antibiotika

Ampicillin
Doxyzyklin
Kanamycin

Puromycin

Invitrogen
Applichem
Gibco
PAA

MagicMark™ XP Western Protein
Standard

Invitrogen

kDa
220
120
100
80
60
50
40
30
20

im Medium: 100 pg/ml
im Medium: 1 pg/ml
im Medium: 50 pg/ml

im Medium: 1 pg/ml
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2.8 Antikorper
aCTCF (N2.2)
aCTCFL (ab18337)
aCTCFL (H120)
aCTCFL 6
aFLAG (M2)
aGAPDH (FL-335)
aH3 (ab1791)
aH3K27me3 (ab6002)
aH3K4me3 (ab8580)
aH3K9ac (ab4441)
aH3K9me3 (ab8898)
aRAD21 (ab992)
aSA1 (ab4457)
aSA2 (ab4463)

aRabbit IgG (ab27472)

aGoat IgG

2.9 Eukaryotische Zelllinien
HeLa (ATCC-Nr. CCL-2)

K-562 (ATCC-Nr. CCL-243)

NIH/3T3 (ATCC-Nr. CRL-1658)

P19 (ATCC-Nr. CRL-1825)

2.10 Plasmide

pBI-EGFP

pBI-EGFP-FLAG-hCTCFL

pBSK

pcDNA3-FLAG-hCTCFL

pTA-N

F. Sleutels
Abcam
Santa Cruz
F. Sleutels
Sigma
Santa Cruz
Abcam
Abcam
Abcam
Abcam
Abcam
Abcam
Abcam
Abcam
Abcam

Clontech

P. Bergmaier, Diplomarbeit
Stratagene

J. Leers

J. Leers
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pBI-EGFPP-FLAG-mCTCFL S. Dienstbach

2.11 Oligonukleotide

2.11.1 Primer fiir RT- und qRT-PCR (Mensch)

ACTB as (Vandesompele et al. 2002)

ACTB s (Vandesompele et al. 2002)
AKRIC3 as
AKRIC3 s

B2M as (Vandesompele et al. 2002)

B2M s (Vandesompele et al. 2002)

CTCFL as

CTCFL s
GAPD as (Vandesompele et al. 2002)

GAPD s (Vandesompele et al. 2002)
GPR56 as

GPR56 s

GSTM3 as

GSTM3 s

RPL134 as (Vandesompele et al. 2002)

RPL13A4 s (Vandesompele et al. 2002)

UBC as (Vandesompele et al. 2002)
UBC s (Vandesompele et al. 2002)

5-AAG GGA CTT CCT GTA ACA ATG
CA-3°

5‘-CTG GAA CGG TGA AGG TGA CA-3¢
5‘-CCG GTT GAA ATA CGG ATG AC-3¢
5¢-GGA GGC CAT GGA GAA GTG TA-3°
5¢TCT CTG CTC CCC ACC TCT AAG T-
3 3

5¢-TGC TGT CTC CAT GTT TGA TGT
ATC T-3¢

5-GCT TGT ATG TGT CCC TGC TGG
CA-3¢

5“TTA CAC GTG TCC ACG GCG TTC-3*
5-GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG-
3¢

5TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC-3*
5TAG ATG ACG CCC TCT GGA GT-3¢
5-GCC ATC TTC CTG CAC TTC TC-3¢
5:-CCT TCA GGT TTG GGA ACT CA-3¢
5-TAA TGG ATT TCC GCA CAC AA-3*

5¢TTG AGG ACC TCT GTG TAT TTG
TCA A-3°

5¢-CCT GGA GGA GAA GAG GAA AGA
GA-3¢

5¢-TGC CTT GAC ATT CTC GAT GGT-3*
5-ATT TGG GTC GCG GTT CTT G-3¢
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2.11.2 Primer fur RT- und qRT-PCR (Maus)

Actb as
Actb s
Csn3 as
Csn3s
Ctcfl as
Ctcfl s
Foxal as
Foxal s
Gpr56 as
Gpr56 s
Grbl0 as
Grbl0s
Hoxa) as

Hoxal s

5¢-CCT CGT AGA TGG GCA CAG T-3¢
5¢-CTG TAT TCC CTT CCA TCG TG-3¢
5-TTG TAG GCA TGG CAA GAA AGG-3°
5‘-CAA ACC CTA CTG CCA AGC AAG-3°
5¢TTC GCG GCT TCC TTC CAT CCC-3¢
5¢-GGC AAA GGC TTT TCC CGC TGG-3¢
5-TTG GCG TAG GAC ATG TTG AA-3¢
5‘-CAT GAG AGC AAC GAC TGG AA-3°
5’-TTG GTG TTC TGC ACG ACA AT-3’
5’-AGG CAT ACT CGC TGT TGC TT-3’
5’-CGG TTG CTC CTA GCT CCT TA-3’
5’-CTG CCA TCT CCA GAT CTT CC-3°
5-AGG TAG CGG TTG AAG TGG AA-3°
5¢-GCG CAA GCT GCA CAT TAG T-3°

Oct4 /Pou5f1 as (Palumbo et al. 2002)  5°-GGC GAT GTG GCT GAT CTG CT-3¢

Oct4 /Pou5f1 s (Palumbo et al. 2002) 5‘-ACA CCT GGC TTC GGA TTT CG-3°

Tdh as
Tdh s

Tspan6 as

Tspan6 s

5’-GGC CGC TCC TCT TCT TTA GT-3’

5’-CAG ATC ACC TAC TGC GTG GA-3’
5’-CAG AAA TGG GAG TCG TTG CT-3’
5’-GGA GAT ATG AGC CCG TGT GT-3’

2.11.3 Primer fur ChIP/FAIRE-PCR und ChIP/FAIRE-gPCR (Maus)

Abca5s
Abca5 as
Accs as
Accs s
Adcys5 as
AdcyS5 s
Adnp? as

5’-GCA ATT CCA GTT CCA GAG GA-3’
5’-GTT AGT GCT TCG CCT TCC TG-3’
5’-TGA AAA CCC AAG GTC CAA AG-3°
5’- GGC CTC AGA GAC TTC CAG AC-3’
5’-CCA CAG AAC TGC CTC CAT CC-3°
5’-GAG GAG CGT CGA GGA AAA GG-3°
5’-AGA TCC CCT GGA ACT GGA CT-3’
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Adnp2 s
Alpl as
Alpl s

Amylase as (Sleutels et al. 2012)

Amylase s (Sleutels et al. 2012)

Atp8b3 as
Atp8b3 s
Cdh22 as
Cdh22 s
Coll2al as
Coll2al s
Ctgf as
Ctgf's
Ephbl as
Ephbl s
Hoxa5 as
Hoxa5 s
Irak3 as
Irak3 s
Jag2 as
Jag2 s
Kremen? as
Kremen2 s
Lrrc41 as
Lrrc4l s
Meisl1 as
Meisl s
Mzfl as
Mzfl s

5’-GAG AAG CCT CGG GGA TAG AG-3’
5’-CAA CCA TCG AGG GAC AAA GT-¥
5’-CGC CTT GCC TCT CTC TTT C-3°
5‘-AGC AAT GAT GTG CAC AGC TGA A-3°
5¢-AAT TCT CCT TGT ACG GCT TCG TG-3¢
5’-ATG CTC ACG AGT TGT GCA TC-3°
5’-TAA GCT CCA CCT CGG TGT CT-3’
5’-CTC CTG TGG GTC ATC CAT CT-3’
5’-CGA GTC CCT GGG AAC ACT TA-3’
5’-ATT CTT GGC TGG CTG AGA TG-3°
5’-GTC TAG TGC GCC ACC TAT CG-3°
5’-GCT CCG TAC ACA GTT CTC CC-3°
5’-GCG ATC ACA GAC TGA CCT CC-3°
5’-AGC AGC AGC AGC TGT CAT AA-3°
5’-CAT GTT TCA GAC CCC AGG AT-3’
5’-AAA ACT CCC TGG GCA ACT CC-3°
5’-CGC ATC CAG GGG TAG ATC TG-3’
5’-CAC GTC TCA GGT TGC TTT TG-3’
5’-ACA CCC CAA AAA GGG TCT CT-3’
5’-CTG TTA ACC CGG GCG AGA AT-3’
5’-GCT TTA AAG GAG GCG AGG GT-3’
5’-ACT TGG GCC TCT CAG AAT GC-3°
5’-GAC TTG ACC CAG CTC TGA CC-3°
5’-GTC CAG CCC AGT GTC AGT TC-3°
5’-GAG TGA AGC CTG AGA CCG AG-3°
5’-GCA TTG TGT AAG ACG CGA CC-3’
5’-CCG TGC GTG TGT AAA GTG TG-3’
5’-AGA TGC CAC CAC TCC AGA AT-3’
5’-CCC TTA GGG CAT CAC ACA CT-3°
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Nkx3-2 as
Nkx3-2's
Oct4 as
Oct4 s
Prss50 as
Prss50 s
Ptprg as
Ptprg s
Ptpru as
Ptpru s
Pvalb as
Pvalb s
Rab711 as
Rab711 s
Sall4 as
Sall4 s
Sars2 as
Sars2 s
Slc48al as
Slc48al s
Snapin as
Snapin s
Tdh as
Tdhs
Thocl as
Thocl down as
Thocl down s
Thocl s

Trim65 as

5’-GTG GAC TCT GGC CTC AAC TC-3’
5’-CTA CTC CCA TGC CGA GAG AG-3’
5’-TCC CCT CAC ACA AGA CTT CC-3°
5’-TCC TCC TAA TCC CGT CTC CT-3’
5’-GCT AGG TTC CTC CAC AAT GG-3°
5’-ATT AGC TGA GGC GAG GCA TA-3’
5’-AAC ATC CAT TGT GTG GCA GA-3’
5’-CTT TCT CAC AGC CCT CTT GG-3’
5’-CAT TGA AGG CAG AAG GGA AG-3°
5’-CTC ACA GCT CCC AGA TGA CA-3’
5’-GAC TGA GCT GCT GAG CTG TG-3’
5’-CGT CTG TCA TCG ACA TCC TG-3’
5’-CTT TCT CGG ACC GCA CAC-3’
5’-AAG AGG CAC ACT GGG AAA TG-3°
5’-CCA GGT GGA CTC TCC AGG TA-3’
5’-GAG TTA GCA CCC AGG CAG AC-¥
5’-CAC AAC TGG AAT GCA TCT GG-3’
5’-GCT TCC CTA CTT GGA CAT GG-3’
5’-GCG CTG TCT CCA GTC TCT CT-3’
5’-GTA GCC GGC TTC TCC ATC TT-3”
5’-AAG TCT AGA TCC GCC CCC TA-3°
5’-AGT GGG ATA GCT GGG AAA TG-3°
5’-AGG GGA GGA GGG CAA GTATT-3°
5’-AGC CTT GGT TTG ACT CCC AC-3’
5’-GTC AGG TTG GGA GCA AAG AGA-3’
5’-GCT GGG ATT TGA ACT CCT GAC-3’
5’-AGG CCA AAC CGA AGA GTG TTA-3’
5’-GAG CTG ACA ACA CGA AAC ACC-3
5’-GTG ACT TGG ATC CCT GCC AA-3°
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Trim65 s 5’-AGC AGA TGG AGC AAG TCA CC-3°

2.11.4 Oligonukleotide zur Verwendung in RNAi (Mensch)
CTCFL siRNA 1 5°-AGU AUG UUU AUA GCG CGU GTT-3¢
5‘-CAG GCG CUA UAA ACA UAC UTT-3¢
CTCFL siRNA 2 5°-UUG AGG AGC AUU UCA CAC CTT-3¢
5°-GGU GUG AAA UGC UCC UCA ATT-3¢
Unspezifische Kontroll-siRNA  5°-CUA CGA UGA AGC ACU AUU ATT-3¢
(Weth et al. 2014) 5‘“UAA UAG UGC UUC AUC GUA GTT-3¢

2.12 Software

Excel 2013 Microsoft

GATC Viewer GATC Biotech
Oligotech Oligos Etc. Inc.
QuantityOne Bio-Rad
Rotor-Gene 6 Corbett-Research
VectorNTI 9 InforMax

Word 2013 Microsoft
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3 Methoden

3.1 Arbeiten mit eukaryotischen Zelllinien

Alle Arbeiten mit Zelllinien wurden unter sterilen Bedingungen an gesonderten Arbeits-
platzen durchgefiihrt, um die Gefahr der Kontamination der Zellen zu minimieren. Alle
verwendeten Materialien wie Zellkulturmedien, Puffer, Glaspipetten und Pipettenspitzen
wurden vor ihrer Verwendung autoklaviert. Alle Mengenangaben in diesem Abschnitt

beziehen sich auf Maxischalen (@145mm).

3.1.1 Ablosen von adhiarenten Zellen

Adhérent wachsende Zellen wurden mit Hilfe von Trypsin/EDTA-L&sung abgeldst. Nach
Absaugen des Mediums und Waschen mit 10 ml 1x PBS wurden 2 ml bei 37°C ange-
warmtes Trypsin/EDTA zugegeben und fiir 5 min inkubiert. Dann wurden die abgelosten
Zellen mit 10 ml frischem Medium resuspendiert und die gewiinschte Menge auf neue
Schalen verteilt. Durch Zugabe von frischem Medium wurde ein finales Volumen von 20
ml erreicht. Die Teilungsverhéltnisse betrugen je nach Wachstum der einzelnen Zelllinien

zwischen 1:2 und 1:20.

3.1.2 Auftauen und Einfrieren von eukaryotischen Zelllinien

Die Lagerung von gefrorenen Zellen erfolgte in fliissigem Stickstoff. Die gefrorenen Zel-
len wurden in ithrem Cryo-Gefdll bei Raumtemperatur aufgetaut und dann mit 8ml des
entsprechenden frischen Mediums in ein 15 ml-Zentrifugenr6hrchen iiberfiihrt. Nach
zehnminiitiger Zentrifugation bei 800 rpm wurde der Uberstand verworfen und das Zell-
pellet in 10 ml frischem Medium gelost. Dieser Schritt ist ndtig um das zytotoxische
DMSO zu entfernen. Die 10 ml wurden dann mit weiteren 10 ml frischem Medium auf

eine Maxischale tiberfiihrt.

Einfriermedium
Medium (z.B. DMEM) 45%
FCS 40%

DMSO 15%




3 Methoden 42

Zum Einfrieren wurden die Zellen nach dem Abldsen (siehe 3.1.1) in 8 ml frischem Me-
dium resuspendiert, in ein 15ml-Zentrifugenréhrchen iiberfithrt und dann fiir 10 min bei
800 rpm pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1 ml frischem Medium
gelost und in ein 2 ml Cryo-Gefél3, in dem 1ml des Einfriermediums vorgelegt war, liber-
fiihrt. Das Gefdl wurde dann in einem Einfrierbehélter bei -80°C abgekiihlt und anschlie-
Bend in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

3.1.3 Kultivierung von eukaryotischen Zelllinien

Die Inkubation der Zellen erfolgte im Begasungsbrutschrank bei 37°C und 5% CO3 in
mit Wasserdampf gesittigter Atmosphire. Allen verwendeten Medien wurde vor Ver-
wendung 10% FCS und 1% PenStrep-Losung zugesetzt. Suspensionszellen wuchsen in
unbeschichteten Petrischalen wihrend die adhdrent wachsenden Zelllinien in beschichte-
ten Gewebekulturschalen wuchsen. Die Zellen wurden jeweils vor Erreichen der Kon-
fluenz aufgeteilt und in neue Schalen tiberfiihr. Bei den Suspensionszellen wurde hierzu
ein bestimmter Teil der Zellen in eine neue Schale iiberfiihrt und mit frischem Medium
auf das alte Gesamtvolumen aufgefiillt. Die adhirenten Zellen wurden wie in 3.1.1 be-

schrieben, abgeldst und gesplittet.

3.1.4 Differenzierung von murinen P19 Zellen

Murine P19 Zellen stellen eine leicht kultivierbare pluripotente Alternative zu embryo-
nalen Stammzellen dar. Sie wurden aus einem Embryonalkarzinom gewonnen und wer-
den heute in einer Vielzahl von Projekten analysiert und verwendet. P19 Zellen besitzen
das Potenzial in mehrere Entwicklungslinien zu differenzieren. Die Zellen lassen sich
durch Zugabe von All-frans-Retinsdure in Neuronalzellen differenzieren (Staines et al.
1996) wihrend Zugabe von DMSO zur Differenzierung in Herz-Muskelzellen fiihrt
(Edwards et al. 1983).

3.1.4.1  Neuronale Differenzierung von P19 Zellen

Die zu behandelnden Zellen wurden normal auf adhidrenten Maxi-Schalen kultiviert. Zur
Einleitung der Differenzierung wurden dann die Menge an RA zugegeben die einer End-

konzentration von 10 uM im Medium entsprach.

3.1.4.2 Myokardiale Differenzierung von P19 Zellen

Die zu behandelnden P19 Zellen wurden in Suspensions-petrischalen kultiviert. Dies

filhrte zu Aggregation der Zellen in Embryo-dhnlichen Koérperchen. Zur kompletten
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Einleitung der Differenzierung wurde dann die Menge an DMSO zugegeben die einer

1%igen Konzentration im Medium entsprach.

3.1.5 Zellzahlbestimmung

Um die Zellzahl zu messen wurde eine Fuchs-Rosenthal Zahlkammer (Tiefe 0,2 mm;
Fliche 0,0625 mm?; Umrechnungsfaktor 8-10%) verwendet. Adhirente Zellen wurden mit
Trypsin abgelost und in Medium resuspendiert. 20 pl dieser Zellsuspension wurden in die
Zahlkammer gegeben und unter dem Mikroskop wurden 16 Kleinstquadrate ausgezahlt.
Durch Multiplikation des Mittelwerts, der 16 Kleinstquadrate, mit dem Umrechnungsfak-

tor lieB3 sich dann die Zahl der Zellen pro Milliliter bestimmen.

3.1.6 Transfektion

Fiir Transfektionen wurde das Transfektionsreagens jetPEI™ der Firma Polyplus-Trans-
fection verwendet. jetPEI™ dient zur effektiven und reproduzierbaren in-vitro Transfek-
tion bei gleichzeitiger niedriger toxischer Wirkung. DNA wird durch jetPEI™ in positiv
geladene Partikel gepackt und diese ermoglichen iiber Interaktion mit der Zelloberfldche
und anschlieBender Endocytose die Aufnahme in die Zellen. Die Durchfiihrung und die
Ansitze der Transfektionen entsprachen den Angaben und Empfehlungen im Handbuch
des Herstellers. Fiir Transfektionen in 6-well-Schalen wurden 3 ng DNA in 100 pl
150 nM NaCl-Losung, und 6 pl jetPEI™ Reagens in ebenfalls 100 pl 150 nM NaCl-Lo6-
sung gelost. Die jetPEI™-Ldsung wurde dann zur DNA-LSsung, auf keinen Fall anders
herum, gegeben und 15-30 min bei RT inkubiert bevor die jetPEI™/DNA-Mischung

tropfenweise zum Serum gegeben wurde.

3.2 Arbeiten mit DNA

3.2.1 Lagerung von DNA
Die Lagerung von DNA erfolgte bei 4°C in TE-Puffer oder mQH>O. Wurde DNA fiir

einen ldngeren Zeitraum nicht benotigt erfolgte die Lagerung bei -20°C.

TE-Puffer
Tris/HCIpH 7,6 10 mM
EDTA 1 mM
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3.2.2 Quantifizierung von DNA

Zur Bestimmung der Konzentration einer DNA in Losung wurde die Absorption bei
260 nm in einem Spektralphotometer gemessen. Nach dem Lambert-Beer’schen-Gesetz
zeigt bei dieser Wellenlidnge eine DNA mit der Konzentration 50 pg/ul, bei einer Schicht-
dicke der Quarzkiivette von 1 cm, eine Absorption von 1. Die Konzentration einer DNA-

haltigen Losung lésst sich dann mit folgender Formel berechnen.

Az60* 50 - Verdinnung
1000

[Hg
CDNA |[—| =
ul

cpna: Konzentration der DNA

Az0: Absorption bei 260 nm

Weiterhin ldsst sich durch Bestimmung des Verhéltnisses der Absorptionen bei 260 nm
und 280 nm zueinander, eine Aussage iiber den Reinheitsgrad der Losung treffen. Ideal-
erweise liegt dieses Verhiltnis (A260/A280) bei 1,8 oder hoher. Niedrigere Verhéltnisse
deuten auf das Vorhandensein von Proteinen oder Kontamination mit organischen Stoffen

in der Losung hin.

3.2.3 Minipraparation von Plasmid-DNA

Die Minipréparation von Plasmid-DNA wurde nach Prinzip der alkalischen Lyse (Birn-
boim und Doly 1979) durchgefiihrt. Sie ermdglicht eine schnelle Isolation von kleinen
Mengen Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen. Somit lassen sich in kurzer Zeit eine Viel-
zahl an Klonen untersuchen, und das richtige Plasmid identifizieren. Im ersten Schritt
wurden einzelne Klone von Agarplatten mittels autoklavierten Pipettenspitzen gepickt
und in 3 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum iiberfiihrt. Es erfolgte
eine 12 stlindige Inkubation bei 37°C unter stdndigem Schiitteln, zur Vermehrung der
Bakterien. Danach wurden 1,5 ml der Bakterien entnommen und bei 6.000 rpm fiir 1 min
pelletiert. Nun wurde der Uberstand verworfen und dem Zellpellet wurden 100 pl Soll
zugegeben und anschlieBend griindlich gevortext. Dann wurde, zur alkalischen Lyse der
Zellen, 200 pul Sol2 zugegeben, erneut gevortext und das Gemisch flir Smin auf Eis inku-
biert. Zur Neutralisierung der Losung und zum Féllen der Proteine und chromosomaler
DNA wurde anschlieBend 150 pl Sol3 zugegeben, gevortext und erneut 5 min auf Eis

inkubiert. Die ausgefallenen Bestandteile und Zelltriimmer wurden dann bei 13.000 rpm
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fiir 15 min pelletiert. Der Uberstand, der die Plasmide enthilt, wurde in ein neues Reak-
tionsgefal} tiberfiihrt, und die Plasmid DNA durch Zugabe von 0,8 VT Isopropanol und
10 min Inkubation auf Eis gefillt. Es erfolgte eine weitere Zentrifugation fiir 10 min bei
13.000 rpm, der Uberstand wurde anschlieBend verworfen und das Pellet mit 500 ul 70%
EtOH gewaschen. Nun wurde ein letztes mal zentrifugiert, 5 min bei 13.000 rpm, und der
Uberstand wieder verworfen. Das erhaltene Pellet wurde nun getrocknet und dann in

50 ul TE + RNase A (10 pg/ul) gelost.

Soll Sol2 Sol3 (pH 4,8)

Glucose 50 mM NaOH 02N KaAc 245 ¢
Tris/HCl pH 8,0 25 mM SDS 1% Eisessig 35 ml
EDTA 10 mM immer frisch angesetzt | | mQH20 ad. 100 ml

3.2.4 Midipraparation von Plasmid-DNA

Die Midipréparation eignet sich zur schnellen Gewinnung mittlerer Plasmidmengen. Es
wurde das ,,High Purity Plasmid Midiprep System* der Firma Marligen Bioscience, Inc.

verwendet und die Durchfiihrung entsprach den Angaben des Herstellers im Handbuch.

3.2.5 Phenol-Chloroform-Extraktion

Mit Hilfe der Phenol-Chloroform-Extraktion wurde DNA aus Protein- und RNA-haltigen
Losungen aufgereinigt. Hierzu wurde die Losung nach Zugabe von 1 VT Phenol und 1
VT Chloroform gevortext und bei RT zentrifugiert (3 min, 13.000 rpm). Durch die Zent-
rifugation bildete sich eine Schichtung der Phasen aus. Die phenolhaltige untere Phase
wurde vorsichtig entfernt und es wurden 2 VT Chloroform zugegeben, gevortext und
zentrifugiert (3 min, 13.000 rpm). Nun wurde die DNA-haltige obere Phase in ein neues

Reaktionsgefal iiberfiihrt und konnte fiir die Ethanolfdllung weiter verwendet werden.

3.2.6 Ethanolfallung

Zur Reinigung der isolierten DNA wurde eine Féllung mit Ethanol durchgefiihrt. Der
DNA-L6sung wurden 0,1 VT NaAc und 2,5 VT 100% Ethanol zugegeben, und fiir 20 min
auf Eis gefillt. In einigen Fillen wurde Glykogen als Triger fiir die Fillung zugegeben.
Nach 10miniitiger Zentrifugation bei 14.000 rpm bei 4°C wurde der Uberstand verworfen
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und das Pellet mit 300 pl 70% Ethanol fiir 3 min bei 14.000 rpm gewaschen. Der Uber-
stand wurde erneut abgesaugt und das Pellet dann bei 37°C angetrocknet. Das Pellet
wurde dann in TE-Puffer gelost. Die zugegebene Menge an TE-Puffer hing von der
Menge an eingesetzter DNA ab.

3.2.7 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzbestimmung von DNA-Fragmenten wurde von der Firma StarSEQ durchge-
fiihrt. Der Ansatz der Proben entsprach den Vorgaben (U-Mix) der Firma. So wurden
400-700 ng Plasmid-DNA mit 10 pmol des entsprechenden Primers in 7 pl Gesamtvolu-
men gemischt und an StarSEQ verschickt. Die zuriickerhaltenen Elektropherogramme
wurden mit dem Programm GATC Viewer der Firma GATC Biotech betrachtet, und falls

notig manuell korrigiert.

3.2.8 Gelelektophorese von DNA-Fragmenten

Bei der Gelelektrophorese handelt es sich um eine molekularbiologische Methode zur
Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GroBe. Aufgrund der negativen Ladung
des Zucker-Phosphat-Riickgrats wandert DNA im elektrischen Feld zur Anode. Mit Hilfe
von Agarosegelen unterschiedlicher Konzentration (0,6 — 2 % (w/v)), die mit DNA bela-
den wurden, konnten DNA-Fragmente von unterschiedlicher Grof3e aufgrund des grof3en-
abhéngigen Widerstands der Gelmatrix, und der daraus resultierenden unterschiedlichen
Laufgeschwindigkeit, aufgetrennt werden. Es wurden bekannte Grofenstandards einge-
setzt um die Fragmentgrofe und bei Bedarf auch die Konzentration zu bestimmen. Zur
Detektion der DNA-Fragmente im Agarosegel wurde bei dessen Herstellung Ethidium-
bromid zugegeben. Ethidiumbromid ist ein giftiger, roter Phenanthridin-Farbstoff der
sich in die DNA einlagert und nach Anregung mit UV-Licht sichtbares Licht emittiert.
Fiir die Herstellung der Agarosegele wurde die gewiinschte Menge Agarose zu 1x TAE-
Puffer gegeben, in der Mikrowelle bis zur vollstdndigen Losung aufgekocht, dann mit

10% Ethidiumbromid versetzt und in die vorbereiteten Elektrophoreseschlitten gegossen.

50x TAE-Puffer

Tris 242 g
Eisessig pH 7,7 57,1 ml
EDTA 18,6 g

mQH,0 ad. 11
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3.2.9 DNA-Extraktion aus Agarosegel

Manche Arbeitsschritte erforderten es, bestimmte Banden von in Agarosegelen aufge-
trennter DNA weiterzuverwenden. Nach Ausschneiden der gewlinschten Bande mit ei-
nem Skalpell bei niedrigenergetischer UV-Strahlung (365 nm) erfolgte die DNA-Extrak-
tion mit Hilfe des Komplettsystems ,,QIAquick® Gel Extraction Kit* der Firma Qiagen.
Die Durchfiihrung entsprach den Angaben des Herstellers (,,Animal cells spin‘) im Hand-
buch und die extrahierte DNA wurde je nach erwarteter Menge und gewlinschter Kon-

zentration mit 30-50 pl 10 nM Tris eluiert

3.3 Enzymatische Modifikationen von DNA

3.3.1 Schneiden von DNA durch Restriktionsenzyme

Molekularbiologische Experimente verlangen teilweise das Entfernen oder Einfligen von
spezifischen DNA-Fragmenten aus/in Plasmiden. Mit Hilfe spezifischer Restriktionsen-
donukleasen kann doppelstringige DNA geschnitten werden. Zwei unterschiedliche
Klassen dieser Enzyme erzeugen unterschiedliche Enden, iiberhidngende (,,sticky*) oder
stumpfe (,,blunt®). Alle in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden

nach den Vorgaben des Herstellers eingesetzt.

3.3.2 Dephosphorylierung

Ein mit einem Restriktionsenzym linearisierter Vektor, erschwert durch seine natiirliche
Affinitdt zur Religation das Einbringen von DNA-Fragmenten. Durch Dephosphorylie-
rung, d.h. der hydrolytischen Abspaltung der Phosphatgruppe, am 5°-terminalen Ende des
Vektors kann die Religation unterbunden und somit das Einbringen von DNA in den
Vektor erleichtert werden. Als Enzym fiir diese Reaktion diente alkalische Kédlberdarm-
Phosphatase (CIAP). Die Reaktion erfolgte mit einer Enzymeinheit bei 37°C fiir 1h im
entsprechenden Reaktionspuffer. Zur Aufreinigung nach erfolgter Dephosphorylierung

wurde eine Gelelektrophorese mit anschlieBender Gelextraktion durchgefiihrt.

3.3.3 Phosphorylierung

Um die Effektivitit des Einbringens von DNA in einen Vektor weiter zu erhdhen wurde
das verwendete Insert-Fragment mit Hilfe des Enzyms T4 Polynukleotid-Kinase phos-

phoryliert. Der Ansatz entsprach den Angaben des Herstellers.
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3.3.4 Ligation

Fiir die Ligation von linearisiertem Vektor und Insert wurde das Enzym T4-DNA-Ligase
verwendet. Es katalysiert die Verbindung von 5°-Phosphatgruppen und 3‘-Hydroxylgrup-
pen zu Phosphodiesterbindungen unter Anwesenheit von ATP. Vektor und Insert wurden
im Verhéltnis 1:4 bei stumpfen Enden und 1:2 bei kohdsiven Enden eingesetzt. Die Inku-
bation erfolgte in T4-DNA-Ligase-Puffer mit einer Einheit T4-Ligase pro pg Gesamt-
DNA. Im Falle stumpfer Enden wurde bei 4°C iiber Nacht, im Falle kohdsiver Enden bei
RT fiir 2 h inkubiert.

3.3.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion stellt ein molekularbiologisches Verfahren dar mit dem
sehr spezifisch gewiinschte DNA-Fragmente in einer exponentiell verlaufenden Polyme-
risierungsreaktion amplifiziert werden konnen. Fiir die PCR werden drei grundlegende
Komponenten benoétigt: eine hitzestabile DNA-abhdngige DNA-Polymerase, ein Plasmid
oder DNA-Fragment das als Matrize fiir die Polymerase dient und zwei Oligonukleotid-
Primer, die komplementéir zu den flankierenden Regionen der zu amplifizierenden Se-
quenz sind. Die Primer hybridisieren antiparallel und ihre freie 3‘-OH-Gruppe dient der

Polymerase als Ansatzpunkt fiir die Addition von freien dNTPs.

Die Reaktionen der PCR verlaufen, nach einem 10 miniitigen Anfangsdenaturierungs-
schritt (94°C), zyklisch und die einzelnen Reaktionen sind temperaturabhédngig und ver-
laufen in drei Schritten. Auf die Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 94°C folgt
jeweils die Anlagerung der Primer an ihre komplementédre Sequenz bei spezifischer Tem-
peratur und dann die Elongation bei 72°C, dem Temperaturoptimum der verwendeten
Polymerase. Nach einer, durch Test bestimmten, Zahl Zyklen (25 — 40) erfolgte ein ab-
schlieender Elongationsschritt (5 min, 72°C) und das PCR Produkt wurde bis zur Ver-
wendung in der Gelelektrophorese bei 4°C gelagert.

Es wurden je nach Experiment unterschiedliche Polymerasen verwendet. Tag-Poly-
merase fiir gewohnliche Amplifizierungen und Pfu-Polymerase fiir Klonierungen, da sie
durch ihre Moglichkeit zur Fehlerkorrektur eine geringere Fehlerrate aufweist. Die Pri-
mer wurden nach bestimmten Kriterien ausgewéhlt. Es wurde darauf geachtet, dass sie
eine Liange zwischen 17-25 Nukleotiden aufwiesen, der GC-Gehalt lag zwischen 50-60%

und die Schmelztemperatur idealerweise um die 60°C. Die ausgewéhlten Primer wurden
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auch auf Ausbildung von Loop-Strukturen oder von Homo- und Hetero-Dimeren, unter

Verwendung der Software Oligotech der Firma Oligos Etc. Inc., untersucht.

3.3.6 Quantitative-Real-Time-PCR

Die Quantitative-Real-Time-PCR erlaubt auf Basis der normalen PCR-Methode eine
Quantifizierung des amplifizierten Produktes. Nach jedem Amplifikationsschritt wird mit
Hilfe eines Fluoreszensfarbstoffes, der sich in die kleine Furche der DNA-Helix einlagert
und im gebundenen Zustand Licht emittiert, die DNA Menge quantifiziert. Mit der Zu-
nahme an DNA nimmt somit auch die Fluoreszenz des Farbstoffes zu, und ermoglicht die
relative Quantifizierung zu einer internen Kontrolle. In dieser Arbeit wurde mit dem Pla-
tinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG-Kit der Firma Invitrogen anhand der Angaben
im Handbuch gearbeitet. Als Fluoreszensfarbstoff diente SYBR Green 1.

3.4 Arbeiten mit RNA

3.4.1 Umgang mit RNA

Bei Arbeit mit RNA ist besondere Vorsicht geboten, da RNA leicht von den fast {iberall
vorhandenen RNasen zersetzt wird. Daher wurden alle Arbeitsschritte mit RNA nur mit
Filtertips und besonderer Vorsicht durchgefiihrt. Vor dem Umgang mit RNA wurde wei-
terhin der komplette Arbeitsbereich und teilweise auch die Utensilien mit 70% EtOH ge-
reinigt. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -20°C in RNase-freiem Wasser.

3.4.2 lIsolierung von RNA

RNA wurde durch Nutzung des RNeasy® Mini Kits der Firma Qiagen gewonnen. Die
Durchfiihrung entsprach den Herstellerangaben im Handbuch (Programm: ,,animal cells
spin®). Vor Nutzung des Kits mussten die Zellen, aus denen die RNA isoliert werden
sollte, bei 2000 rpm fiir 5 min pelletiert werden. Handelte es sich um adhédrent wachsende
Zellen wurden diese mit Trypsin von threr Wachstumsoberfldche gelost und dann pelle-

tiert.

3.4.3 Quantifizierung von RNA

Die Quantifizierung von RNA basiert wie die Quantifizierung von DNA auf dem Lam-

bert-Beer’schen Gesetz. (siehe 3.2.2). Es wurde jedoch ein Absorptionsverhiltnis



3 Methoden 50

A260/A280 von 2,0 angestrebt. Niedrigere Werte waren ein Anzeichen fiir Kontamina-
tion mit DNA oder Proteinen und hohere Werte deuteten auf Degradierung der RNA hin.
Zur Qualititspriifung der RNA wurde weiterhin ein Testgel mit 1 pl RNA durchgefiihrt.

3.4.4 DNase Verdau von RNA

Wenn mit RNA aus transfizierten Zellen gearbeitet wurde oder wenn die Quantifizierung
der RNA niedrige Werte beim A260/A280-Verhiltnis (< 1,9) zeigte, wurde ein optionaler
DNase Verdau durchgefiihrt. Hierzu wurde das Komplettsystem ,,RQ1 RNase-Free
DNase* der Firma Promega verwendet. Die Vorgehensweise entsprach dem Handbuch
und je Ansatz wurde die 1pg RNA entsprechende Menge RNA-Losung eingesetzt. Fiir
einige Vorversuche wurde eine weitere DNase verwendet, ... Auch hier entsprach das

Vorgehen den Angaben des Herstellers.

3.4.5 RT-PCR

Die RT-PCR stellt eine gute Moglichkeit dar um den RNA-Gehalt in Zellen zu untersu-
chen. Vor der PCR muss die mRNA mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in
stabile, doppelstrangige cDNA umgeschrieben werden. Zur Herstellung der cDNA aus
mRNA wurden die Komplettsysteme ,, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit* der
Firma Roche verwendet. Die Vorgehensweise entsprach dem Handbuch und je Ansatz
wurde die 1pg RNA entsprechende Menge RNA-Losung eingesetzt. In die anschlieBende
PCR wurde jeweils 1pl der cDNA-LSsung als Template eingesetzt. Alle Primerpaare fiir
die Analyse von RNA-Gehalt wurden so gewihlt, dass das Amplikon mindestens ein Int-

ron iiberspannt um Kontaminationen mit genomischer DNA ausschlieBen zu konnen.

3.5 Arbeiten mit Bakterien

3.5.1 Vermehrung und Lagerung

Die Vermehrung der Bakterien erfolgte bei 37°C in LB-Medium als Schiittelkultur oder
auf LB-Agarplatten. Maxi-Kulturen wurden in TB-Medium kultiviert. Zur Selektion
wurde dem Medium jeweils das Antibiotikum zugegeben gegen das die transformierten
Plasmide eine Resistenz vermittelten. Nach Anzucht der Bakterien auf Agarplatten konn-
ten diese fiir maximal 4 Wochen bei 4°C im Kiihlschrank gelagert werden. Fiir eine 14n-

gere Lagerung wurden sog. Glycerolstocks angelegt. Zu 200 ul Bakterien in LB-Medium
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wurden 200 pl frisches LB-Medium und 400 pl 87% Glycerin gegeben und in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die anschlieBende Lagerung erfolgte bei -80°C.

LB-Agar LB-Medium TB-Medium
Bacto-Trypton 10 g/l Bacto-Trypton 10 g/l Casein (verdaut) 12 g/l
Hefe-Extrakt 5 g/l Hefe-Extrakt 5 g/l Hefe-Extrakt 24 ¢/l

NaCl 10 g/l NacCl 10 g/l K2HPO4 9,4 g/l
Agar 15 g/l pH 7.5; autoklaviert KH>POg4 2,2 g/1
autoklaviert autoklaviert

3.5.2 Transformation

Unter Transformation versteht man das Einbringen von Plasmid-DNA in entsprechend
vorbereitete, sog. kompetente, Bakterien. Durch Behandlung mit Kalziumchlorid (= che-
mische Kompetenz) wurde die Zellmembran der Zellen so verindert, dass die Aufnahme
von negativ geladener DNA in die Bakterienzellen erleichtert war. Es wurden 100-500 ng
Plasmid-DNA zu 200 pl kompetenten E. coli Bakterien gegeben und fiir 30min auf Eis
inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock fiir 45 sec bei 42°C, der die DNA-Aufnahme
in die Bakterien vermittelte. Nun wurden der Bakteriensuspension 100 pl LB-Medium
zugegeben, kurz geschiittelt und anschlieend auf eine Agarplatte mit zur Selektion ge-
eignetem Antibiotikum ausplattiert. Nach 10-16 h Inkubation bei 37°C konnten Einzel-

kolonien isoliert und damit weitergearbeitet werden.

3.6 Arbeiten mit Proteinen

Alle Arbeitsschritte mit Proteinen wurden bei 4°C oder auf Eis durchgefiihrt und die La-

gerung erfolgte bei -20°C.

3.6.1 Proteinextraktion mit RIPA-Puffer

Zur Gesamtprotein-Extraktion wurde die Methode der Proteinextraktion mit RIPA-Puffer
genutzt. RIPA stellt einen der verldsslichsten Puffer zur Lyse von Sdugerzellen dar und
er ermdglicht die schnelle Extraktion von cytoplasmatischen, membrangebundenen und

Zellkern lokalisierten Proteinen.
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RIPA-Puffer (2x) Immer frisch angesetzt (4°C)
NaCl 280 mM RIPA (2x) 1 VT
Tris/HCI pH8 20 mM Complete Mix Mini (7x) 0,1 VT
EDTA pHS8 2 mM mQH20 0,9 VT

10% Triton-X-100 2%
10% SDS 0,2%
10% DOC 0,2%

Zur Extraktion von Proteinen aus adhirent wachsenden Zellen wurden diese nach Wa-
schen mit 1x PBS mit einem Zellspachtel in 10 ml frischem Medium abgeschabt, in der
Zentrifuge bei 900 rpm pelletiert und anschlieBend auf Eis gestellt. Nun erfolgte die Zu-
gabe von frisch angesetztem und vorgekiihltem Lyse-Mix (s.0). Je nach Konfluenz und
Schalengrofe wurde die Menge variiert, so wurden bei einer dichten Maxi-Schale 100 ul
zugegeben. Nach 10 miniitiger Inkubation auf Eis wurden die Ansétze bei 4°C fiir 10 min
bei 14.000 rpm pelletiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde abgenommen und in ein
neues Reaktionsgefil} {iberfiihrt. 5 pl wurden fiir die Proteinbestimmung nach Bradford

abgenommen und der Rest 1:1 mit dem Auftragspuffer Roti®-Load versetzt.

3.6.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Basierend auf photometrischer Messung stellt der Bradford-Test eine sehr genaue Me-
thode zur quantitativen Bestimmung von Proteinen dar. Der Test beruht auf der Bindung
von Proteinen an den Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 in saurer Losung. In
freier Form liegt Coomassie Brilliant Blue G-250 in roter Form vor, die Farbe dndert sich
nach Komplexbildung mit Proteinen zu blau und das Absorptionsmaximum verschiebt
sich von 470 nm hin zu 595 nm (Bradford 1976).Mit Hilfe von Eichkurven oder Kalibra-
tionslosungen konnen durch die Absorptionsmessung bei 595 nm Aussagen iiber die Pro-
teinkonzentrationen getroffen werden. Da das Ausmal} der Farbreaktion von Protein zu
Protein variiert, sind die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung von Proteingemi-

schen nur semi-quantitativ.

In der vorliegenden Arbeit wurde folgendes Protokoll verwendet: 5 pul des Proteingemi-

sches und 5 pul des zur Extraktion genutzten RIPA-Puffers (als Nullwert) wurden 1:10 mit
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H>O0 verdiinnt. 5 pl dieser Verdiinnungen wurden zusammen mit 200 pl Roti®-Quant und
800 pl Tris (250 mM, pH 6,8) fiir 10 min bei RT inkubiert und dann die Absorption bei
595 nm im Photometer bestimmt. Mit folgender Formel konnte dann die Konzentration
der Probe berechnet werden.
E x 19,89

o= () <V
E = Absorption bei 595 nm
x = eingesetzte Probenmenge

V = Verdiinnungsfaktor

3.6.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-PAGE stellt ein Verfahren zur schnellen Auftrennung von komplexen Protein-
gemischen entsprechend ihrer Grof3e, unter Verwendung der denaturierenden Chemikalie
Natriumdodecylsulfat (SDS), dar. SDS zerstort die rdumliche Struktur und iiberdeckt
durch Bindung an die Aminoséduren die Eigenladung der Proteine. Durch Bindung von je
zwei SDS-Molekiilen pro AS entsteht ein gleichmiBiges Ladung-Massen-Verhiltnis.
Ebenfalls denaturierend wirkt das im Ladepuffer enthaltene B-Mercaptoethanol, welches
die Disulfitbriicken, die eine Rolle bei der Stabilisierung der Sekundér- und Tertidrstruk-
tur der Proteine spielen, spaltet. Nach Zugabe des Ladepufters wurde das Proteingemisch

im Wasserbad bei 80-100°C fiir 10 min erhitzt um die Denaturierung zu beschleunigen.

Die Auftrennung des Proteingemisches erfolgte liber eine Gelmatrix aus polymerisiertem
Acrylamid/Bisacrylamid. Nach Auftragen der Proteinproben und des Einbringens in ein
elektrisches Feld wanderten die negativ aufgeladenen Proteine in groBenabhingiger
Weise durch das Gel zur Anode hin. Das Gel bestand aus zwei Abschnitten: einem Sam-
melgel mit niedriger Acrylamid Konzentration in dem sich alle Proteine in einer diinnen
Lauffront sammelten und dem Trenngel mit héherer Konzentration das die Trennung der
Proteine ermoglichte. Zur Quantifizierung der Molekulargewichte der Proteine wurden

immer Molekulargewichtsmarker mit bekannten ProteingroBen parallel verwendet.
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Sammelgel (6%) Trenngel (7,5%)
Acrylamid/Bis 1,3ml Acrylamid/Bis 2,5ml
H>O 6,1ml H>O 4,9ml

Tris/HCI pH6,8 (0,5 M) 2,5ml | | Tris/HCI pH 8,8 (1,5 M) 2,5ml

10% SDS 100pl | | 10% SDS 100p1
40% APS 50ul | | 40% APS 50ul
TEMED 10ul | | TEMED 5ul

Bei der Gelherstellung wurde zuerst das Trenngel und danach das Sammelgel in einem
GieBstand polymerisiert. Der Beginn der Polymerisation wurde jeweils von APS und TE-
MED vermittelt. Nach erfolgter Polymerisation wurde das Gel in eine entsprechende
Laufapparatur eingespannt und diese mit 1x Lammli-Puffer befiillt. Bei einer Spannung

von 100V erfolgte dann die Trennung der Proteine.

Limmli-Puffer (10x)
Tris 250 mM

Glycin 1920 mM

SDS 1%

3.7 Western Blot

Der Western Blot stellt eine Methode zur spezifischen Detektion von Proteinen mit Hilfe
von entsprechenden Antikorpern dar. Nach einer SDS-PAGE (siehe 3.6.3) werden die
Proteine geblottet, d.h. auf eine Transfermembran {ibertragen. Auf dieser Membran kann

dann im zweiten Schritt die Detektion durch Antigen-Antikorper-Reaktion erfolgen.

3.7.1 Blotten der Proteine

Das Ubertragen der Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte mit Hilfe des ,,Wet Blot*-
Verfahrens. Die Membran wurde hierzu in 100% Methanol aktiviert und dann mit aufge-

legtem Gel zwischen zwei Schwammmatten und je zwei Whatman-Papieren in eine Wet-
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Blot-Apparatur eingebaut. Die Apparatur wurde mit vorgekiihltem Blot-Puffer gefiillt
und ein Kiihlpaket zur Abschwichung der Warmeentwicklung wurde zugegeben. Die
PVDF-Membran wurde so ausgerichtet, dal sie in Richtung der Anode orientiert war.
Somit wurden bei einstiindigem Anlegen eines elektrischen Feldes (100 V) die negativ

geladenen Proteine von dem Gel auf die Membran {ibertragen.

Blot-Puffer (1x)
Tris 25 mM

Glycin 192 mM

3.7.2 Immundetektion

Der spezifische und hochsensitive Nachweis von Proteinen auf der Membran erfolgte
durch Detektion mit entsprechenden Antikérpern. Die Methode der Detektion basiert auf
zweil nacheinander durchgefiihrten Antigen-Antikdrper-Reaktionen. Im ersten Schritt
wird das Protein von einem Primérantikdrper gebunden, im zweiten werden Epitope die-
ses Antikorpers von einem enzymgekoppelten Sekundérantikorper erkannt und gebun-
den. Im Falle dieser Arbeit war das gekoppelte Enzym die Meerrettichperoxidase und
iiber sie erfolgte der Nachweis des Proteins tiber Chemilumineszenz. Die hohe Empfind-
lichkeit dieser Methode wird durch die Bindung mehrerer Sekundérantikorper-Molekiile

an ein Primédrantikorpermolekiil erreicht.

Nach der Durchfiihrung des Wet-Blots wurde die PVDF-Membran iiber Nacht bei 4°C in
einer Losung aus 5% Milchpulver in PBS-T geblockt, d.h. unspezifische Bindestellen der
Membran wurden abgeséttigt. Die Membran wurde dann fiir 1 h mit dem Primérantikor-
per in entsprechender Verdiinnung in PBS-T (+ evtl. Milchpulver) bei RT inkubiert. Nach
dreimaligem 10miniitigem Waschen mit PBS-T, zur Entfernung von iiberschiissigem An-
tikorper, erfolgte die Inkubation mit dem Sekundérantikdrper, ebenfalls verdiinnt in PBS-
T (+ evtl. Milchpulver). AnschlieBend wurde erneut dreimal mit PBS-T gewaschen und
dann detektiert. Die Detektion erfolgte durch Zugabe von ECL-Ldsung. Die Losung
wurde aus zwei Bestandteilen im Verhiltnis 1:1 frisch angesetzt, und auf den Blot pipet-
tiert. Nach flinfminiitiger Inkubation bei RT konnte die entstehende Lumineszenz durch

Auflage von Rontgenfilmen und anschlieBender Entwicklung detektiert werden. Zum
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Ende der Arbeit erfolgte die Detektion der Lumineszenz mit dem neuerworbenen Ima-
ging-System VersaDoc der Firma BioRad. Die Lumineszenz entsteht durch katalytische
Umsetzung des in der ECL-Losungs enthaltenen Luminols durch das Enzym Meerrettich-

peroxidase.

PBS-T (pH 7.4)
Na;HPOq4 10 mM
KH>POg4 1,7 mM
NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
Tween® 20 0,1%

3.7.3 Strippen von Western-Blot Membranen

Teilweise war es notig eine Western-Blot Membran nacheinander mit mehreren Antikor-
pern zu behandeln, um zum Beispiel eine Protein-Ladekontrolle durchzufiihren. Zum
Strippen, d.h. Abldsen der vorherigen Primér- und Sekunddrantikorper, wurde die Memb-
ran fiir eine halbe Stunde bei RT in Strippuffer inkubiert, dann dreimal fiir 10 min mit
PBS-T gewaschen und mit 5% Milch/PBS-T fiir 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C
geblockt. Dann konnte eine neue Immundetektion (siehe 3.7.2) durchgefiihrt werden.
Eine Membran konnte bis zu dreimal gestrippt und somit bis zu vier unterschiedliche

Immundetektionen durchgefiihrt werden.

Stripppuffer
Glycin 25 mM
SDS 1%

mit HCI auf pH2,0 eingestellt
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3.8 Chromatin-immunoprazipitation

Die Chromatin-Immunopréizipitation dient zum Nachweis von Protein-DNA-Interaktio-
nen in-vivo. Sie besteht aus zwei aufeinanderfolgenden Arbeitschritten, dem DNA/Pro-
tein-Vernetzung mit anschlieBender Chromatingewinnung und der Prizipitation der ge-
wiinschten DNA/Protein-Komplexe mit Hilfe von Antikorpern. Alle verwendeten Fliis-

sigkeiten wurden vor Verwendung sterilfiltriert und es wurde mit Filtertips gearbeitet.

3.8.1 Isolierung des Chromatins

Die Isolierung des Chromatins erfolgte aus Maxischalen. Zum Vernetzen der DNA mit
den Proteinen wurde 37% Formaldehyd in einer Endkonzentration von 1% tropfenweise
direkt ins Kulturmedium gegeben und die Zellen fiir 10min bei RT inkubiert. Zur Been-
digung der Kreuzvernetzung wurde dann 1/7 VT 1M Glycin zugegeben und fiir 5 min bei
RT inkubiert. Nun wurden die Zellen, nach zweimaligem Waschen mit je 10ml eiskaltem
1x PBS, unter Verwendung eines Zellschabers in 1 ml 1xPBS + 1 mM PMSF geerntet.
Die Zellen wurden dann nach 5min Zentrifugation (2000rpm, 4°C), und Verwerfen des
Uberstandes, in 1ml SDS-Lysepuffer resuspendiert und fiir 10min auf Eis inkubiert. Zur
vollstindigen Lyse der Zellen und der mechanischen Scherung des Chromatins wurde die
Zelllosung anschlieBend in einem 15ml Zentrifugenréhrchen im Bioruptor sonifiziert
(15x 30 sek On/OfY). Es entstanden dadurch Chromatinfragmente mit einer durchschnitt-
lichen Liange von 500 bp, was iiber eine Agarosegel kontrolliert wurde.. Zur Abtrennung
der Zellbruchstiicke erfolgten nun zwei weitere Zentrifugationsschritte bei 4°C, fiir 2min
bei 5.000rpm und nach Uberfiihren des Uberstandes in ein 2ml Reaktionsgefif fiir 10min
bei 14.000rpm. Das im Uberstand enthaltene Chromatin konnte dann direkt fiir die Im-
mun-Prizipitation eingesetzt werden oder nach Zugabe von 5% Glycerin bei -80°C gela-

gert werden.

SDS-Lysepuffer

SDS 1%
EDTA 10 mM
Tris/HCI pH 8,1 50 mM

immer frisch:
PMSF 1 mM
Complete Mix Mini (7x) 100 pl/ml
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3.8.2 Immunprazipitation

Alle Arbeitsschritte der Immunprézipitation fanden, wenn nicht anders vermerkt, bei 4°C
statt. Von jedem Chromatiniiberstand wurden 20 ul zur Weiterverwendung als Inputma-
terial abgenommen und bei -20°C gelagert. Je Immunprizipitation wurden 200 pl Uber-
stand mit 1,8 ml Dilutionspuffer versetzt. Vor der eigentlichen Prizipitation wurde der
Zellextrakt vorgereinigt, um unspezifisch an die Beads bindende Proteine zu entfernen.
Hierfiir wurden je 30 pl Protein-A/G-Agarose Beads (50% slurry) in 1 ml Dilutionspuffer
dquilibriert und fiir 2 min bei 2.000 rpm zentrifugiert. Nach vorsichtigem Abnehmen des
Uberstands wurden der verdiinnte Zellextrakt (2 ml) und 5 pl IgG zugegeben und alles
fiir 2 h rotierend inkubiert. Nach Zentrifugation (5 min, 2.000 rpm) wurde der Uberstand
in ein neues 2 ml Reaktionsgefal} tiberfithrt und nach Zugabe des entsprechenden Anti-
korpers erfolgte die Bildung von Antikdrper/Protein-Komplexen rotierend tiber Nacht.
Als Negativkontrolle wurde eine Probe mit 5 pl IgG inkubiert. Die entstandenen Kom-
plexe wurden dann nach Zugabe von 30 pl Protein-A/G-Beads fiir 2 h rotierend inkubiert
und somit gebunden. Anschlieend erfolgte eine Zentrifugation (2 min, 2.000 rpm) und
der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Nun erfolgten mehrere
Waschschritte mit jeweils 1 ml Niedrigsalzpuffer, Hochsalzpuffer, LiCl-Puffer und Zwei
mit TE-Puffer. Ein Waschschritt bestand aus der Zugabe des entsprechenden Puffers, ei-
ner Sminiitigen rotierenden Inkubation mit darauffolgender Zentrifugation (2 min,
2.000 rpm) und Verwerfen des Uberstandes. Die Ablosung der Protein/DNA-Komplexe
erfolgte dann durch zweimalige Zugabe von je 250 pl Elutionspuffer und 15 miniitiger
rotierender Inkubation bei RT. Die Beads wurden jeweils abzentrifugiert (2 min,
2.000 rpm) und die abgenommenen Uberstéinde in einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefil3
vereinigt. Der Input (20 pl) wurde durch Zugabe von Elutionspuffer ebenfalls auf 500 pl
aufgefiillt und gleich bearbeitet. Durch Zugabe von 20 ul 5 M NaCl und Inkubation bei
65°C im Wasserbad tiber Nacht erfolgte nun die Losung der Formaldehyd-vermittelten
Kreuzvernetzungen zwischen DNA und Proteinen. Dann erfolgte die Zugabe von 10 pl
0,5 M EDTA und 100 pl 0,5 M Tris/HCI (pH 6,8) zur Schaffung der ndtigen Pufferbe-
dingungen fiir den folgenden RNA- und Protein-Verdau. Zur Degradierung der RNA
wurde anschlieend 5 pg RNase A zugegeben und 2 h bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe
von 20 pg Proteinase K wurde noch einmal fiir 2 h bei 45°C inkubiert. Nun konnte die
verbleibende DNA mittels Phenol/Chloroform-Extraktion (siehe 3.2.5) und anschliessen-
der Ethanolféllung (sieche 3.2.6) extrahiert werden. Die Fallung erfolgte unter Verwen-
dung von 20 ul Glykogen als Carrier und der eigentliche Fillungsschritt erfolgte fiir
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30 min bei -20°C. Das getrocknete DNA-Pellet wurde in 43 pl mQH20 und 7 pl TE-

Puffer gelost und fiir die anschlieBenden PCRs wurde je 1 pul als Template verwendet.

Dilutionspuffer Niedrigsalzpuffer

SDS 0,01% SDS 0,1%
Triton X100 1,1% Triton X100 1%
EDTA 1,2 mM EDTA 2 mM

Tris/HCl pH 8,1 16,7 mM Tris/HCI pH 8,1 20 mM

NaCl 167 mM NaCl 150 mM
Hochsalzpuffer LiCl-Puffer
SDS 0,1% LiCl 0,25 M
Triton X100 1% NP40 1%
EDTA 2 mM DOC 1%
Tris/HCI pH 8,1 20 mM EDTA 1 mM
NaCl 500 mM Tris/HCI pH 8,1 10 mM

3.9 FAIRE-Assay

Der FAIRE-Assay (abgekiirzt von Formaldehyd-assisted isolation of regulatory ele-
ments) stellt eine Methode zur Untersuchung der generellen ,,Zugénglichkeit* von Chro-
matin-bereichen dar. Die Methode basiert nicht wie die ChIP auf bestimmten Antikérpern
sondern analysiert unabhéngig von bestimmten Faktoren wie ,,offen* sich das Chromatin
darstellt. Beim FAIRE-Assay werden wie bei der ChIP, durch Formaldehyd Quervernet-
zungen zwischen DNA und ihrer assoziierten Proteinen erzeugt. Allerdings arbeitet man
bei FAIRE mit kiirzeren Zeiten der Formaldehyd Behandlung, um nicht in allen DNA
Bereichen starke Querverbindungen zu erzeugen. Diese festen DNA-Protein Verbindun-
gen werden im weiteren Verlauf der Methode durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion
von den wenig oder komplett ungebundenen DNA Fragmenten abgetrennt. Nach erfolgter
DNA Aufreinigung ldsst sich dann per qPCR oder NGS die relative ,,Offenheit” von

Chromatinbereichen untereinander darstellen.
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Wie bei der ChIP wurden auch bei dem FAIRE-Assay alle verwendeten Losungen steril-

filtriert und ausschlieslich mit Filter-Tips gearbeitet.

3.9.1 Isolierung des Chromatins

Die Isolierung des Chromatins erfolgte aus Maxischalen. Adhdrente Zellen wurden ge-
waschen, abtrypsiniert, in 20 ml frischem Medium resuspendiert und in ein 50 ml Falcon
iiberfiihrt. Zur Vernetzung der Proteine mit der DNA wurden 555 pl 37%iges Formalde-
hyd fiir eine Endkonzentration von 1% zugegeben. Nun erfolgte eine 5-7 miniitige Inku-
bation auf dem Rotator bei RT. Zum Abstoppen der Vernetzungs-Reaktion wurden dann
2 ml 1,25 M Glycin zugegeben und weitere 5 Minuten drehend inkubiert. Die Zellen
wurden dann pelletiert (5 min, 2.000 rpm) der Uberstand verworfen und zweimal mit 10
ml eiskaltem PBS gewaschen. An diesem Punkt konnten die Zellen fiir spdteren Gebrauch
mit fliissigem Stickstoff schockgefroren werden und bei -80° C gelagert werden. Bei di-
rekter Verwendung wurden je 1*107 Zellen in 1,5 ml Lysis Puffer resuspendiert und in
ein sonifizierbares Hartplastik-Falcon tberfiihrt. Um eine DNA-Fragment Grofle von
200-500 bp zu erhalten wurden die Zellen im Bioruptor fiir 15 Zyklen (high energy, 30
Sekunden On/Off) sonifiziert.

FAIRE Lysis Puffer

SDS 1%
Triton X100 2%
EDTA I mM
Tris/HCl pH 8,0 10 mM
NaCl 100 mM

3.9.2 Gewinnung des Input-Materials (=genomische DNA) als Kontrolle

Um spiter eine Referenz-Probe fiir die FAIRE DNA zu haben wurden 100 pl des Chro-
matins, was einem 20%-igen Input entspricht, aufgearbeitet. Hierzu wurden die 100 pl
mit 1 ul RNase A versetzt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte eine ein-
stiindige Behandlung mit 1 pl Proteinase K bei 55°C, gefolgt von Inkubation bei 65°C
tiber Nacht. Am nichsten Tag erfolgte dann eine Phenol-Chloroform-Extraktion. Hierfiir

wurde die Probe mit 200 ul 10 mM TRIS versetzt, dann jeweils 0,5 VT Phenol und 0,5
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VT Chloroform/Isoamylalkohol zugegeben und 10 Sek. gevortext. Nach 5 Minuten Zent-
rifugation bei 13.000 rpm wurde der Uberstand abgenommen und in ein neues Reakti-
onsgefal} tiberfithrt. Zum verbliebenen Rest wurden 150 pul 10 mM TRIS zugegeben und
10 Sek. gevortext. Nach erneuter 5 miniitiger Zentrifugation wurde wieder der Uberstand
abgenommen und mit dem vorherigen vereinigt. Nun erfolgte eine identische zweite
Runde der Extraktion um méglichst wenig/keine Proteinriickstéinde im Uberstand zu be-
halten. Nach dieser zweiten Runde wurden die Uberstiinde in einem 2 ml Reaktionsgefil3
gesammelt und durch Zugabe von 1/10 VT Natriumacetat, 2 VT 95% Ethanol und 1 pl
Glykogen (20 mg/ml) bei -80°C fiir mehr als zwei Stunden, meist iiber Nacht, gefillt. Die
gefillte DNA wurde dann bei 13.000 rpm und 4°C fiir 15 Minuten zentrifugiert. Das DNA
Pellet wurde anschlieend mit 500 pl eiskaltem 70%igen Ethanol gewaschen und erneut
fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das
Pellet kurz in der SpeedVac getrocknet und abschlielend in 40 pul 10 mM TRIS/HCI pH
7,4 gelost. Die geloste Input DNA konnte nun als Referenz zur FAIRE DNA z. B. in
qPCR eingesetzt werden.

3.9.3 Gewinnung der spezifischen ungebundenen FAIRE-DNA

Zur Aufreinigung der spezifischen FAIRE-Probe wurden 500 pl des Chromatins mit je
0,5 VT Phenol und 0,5 VT Chloroform/Isoamylalkohol versetzt und 10 Sek. gevortext.
Nach 5 Minuten Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde der Uberstand in ein neues Reak-
tionsgefal} tiberfiihrt und der Rest erneut mit 150 pl 10 mM TRIS/HCI versetzt. Der Rest
wurde dann erneut gevortext, zentrifugiert und die Uberstinde vereinigt. Dann erfolgte
eine komplette weitere Runde der Phenol-Chloroform-Extraktion. Nachdem die beiden
Uberstinde vereinigt wurden wurde noch einmal 200 pl Chloroform/Isoamylalkohol dazu
gegeben, gevortext, zentrifugiert und der wiissrige Uberstand in ein 2 ml Rektionsgefi
uberfiihrt. Dieser Schritt sollte sicherstellen, dass keine Phenolriickstinde mehr in der
Probe enthalten sind. Dann erfolgte die Féllung der DNA durch Zugabe von 1/10 VT
Natriumacetat, 2 VT 95% Ethanol und 1 pl Glykogen (20 mg/ml) bei -80°C fiir mehr als
zweil Stunden. Die gefillte DNA wurde dann bei 13.000 rpm und 4°C fiir 15 Minuten
zentrifugiert. Das DNA Pellet wurde anschlieBend mit 500 pl eiskaltem 70%igen Ethanol
gewaschen und erneut fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand vorsichtig
abgenommen und das Pellet kurz in der SpeedVac getrocknet und abschlieend in 50 pul
10 mM TRIS/HCI pH 7,4 gel6st. Dann wurde 1 pl DNase-freie RNase A zugegeben und
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bei 37°C fiir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein weiterer Verdau durch Zu-
gabe von 1 pl Proteinase K und Inkubation erst fiir eine Stunde bei 55°C und dann {iber
Nacht bei 65°C. Am néchsten Tag erfolgte eine DNA-Aufreinigung unter Verwendung
des illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit nach Anleitung des Her-
stellers an dessen Ende die DNA, wie die Input DNA auch, in 40 ul 10 mM TRIS/HCI
pH 7,4 gelost wurde.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung und Charakterisierung einer stabilen CTCFL-
Uberexpression in humanen HeLa-Zellen

Zur Analyse des Bindeverhaltens von CTCFL und der eventuellen Effekte auf die Ex-
pression von weiteren Genen sollte ein stabiles Uberexpressions-System dienen. Als Zell-
linie, zur Etablierung dieses Systems, bot sich die humane HeLa-Linie an, die sich durch
gute Transfizierbarkeit und einfache Kultur-Anspriiche auszeichnet. HeLa stellt weiterhin
eine der am weitest verbreiteten und dadurch auch am besten charakterisierten Zelllinien
dar, und somit ist fiir weitergehende Analysen eine Vielzahl an 6ffentlichen genomweiten
Daten verfiigbar. Fiir die Uberexpression wurde ein induzierbares System gewihlt, um
den Zeitpunkt und gegebenenfalls die Menge der CTCFL-Expression regulieren zu kon-
nen. Hierzu wurden die Zellen mit dem Zwei-Vektor-System pBI-EGFP-FLAG-hCTCFL
und pTA-N transfiziert. Dabei trigt der eine Vektor neben eGFP (enhanced green flu-
orescent protein), das zur schnellen positiven Selektion der Klone mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie dient, auch eine Expressionskassette flir das mit einem FLAG-Tag verse-
hene humane CTCFL, die beide unter dem Einfluss eines bidirektionalen Promotors ste-
hen. Der Vektor pTA-N fungiert als Regulator-Plasmid, auf diesem ist neben einer Puro-
myzin-Resistenz ein Fusionsprotein aus dem Tetrazyklin-Repressor und der stark akti-
vierenden VP16-Domine codiert. Dieses Transaktivatorprotein kann nur bei Abwesen-
heit von Tetrazyklin beziehungsweise Doxyzyklin auf dem anderen Vektor binden und

den bi-direktionalen Promotor aktivieren. Dieses System wird als Tet-Off bezeichnet.

4.1.1 Zwei HeLa-Klone zeigen stabile induzierbare Expression von CTCFL
auf RNA-Ebene

Nach erfolgter Transfektion mit den beiden Vektoren pBI-EGFP-FLAG-hCTCFL und
pTA-N unter Verwendung von jetPEI wurden die Zellen unter Puromycin Selektions-
druck gesetzt. Erfolgreich transfizierte Zellen sollten somit durch die pTA-N vermittelte
Puromycin Resistenz vereinzelt werden. Nach zwei Wochen Wachstum konnten einzelne
Kolonien auf den Maxi-Schalen identifiziert und in separate neue Schalen {ibertragen
werden. Nach entsprechender weiterer Kultivierung dieser Klone wurde jeweils mit oder
ohne Induktion RNA isoliert. Diese RNA wurde in cDNA umgeschrieben und dann per
RT-PCR und RT-qPCR auf CTCFL-Induktion {iberpriift.
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Klon 13 unind. Klon 13 induziert

B Klon 26 unind. Klon 26 induziert

Abb. 10: hCTCFL ist als induzierbare RNA in zwei Klonen nachweisbar. HeLa Zellen wurden mit
pBI-EGFP-FLAG-hCTCFL und pTA-N transfiziert und mit Puromycin selektiert. Zell-Klone wurden fiir
48 h uninduziert (mit Doxyzyklin) oder induziert (ohne Doxyzyklin) kultiviert, anschlieBend wurde jeweils
die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. RT-PCR mit Oligonukleotidprimern fiir B-Aktin (ACTB)
und CTCFL gegen RNA und ¢cDNA von Klon 13 (A) und Klon 26 (B) in biologischen Replikaten (1&2).
Als Negativkontrollen dienten Wasser (H20) und cDNA-Synthese Ansatz ohne zugegebene RNA (-RNA).

Die RT-PCR zeigt unter Verwendung von B-Aktin-spezifischen Oligonukleotidprimern,
dass bei Klon 13 und Klon 26 jeweils gleiche Mengen an RNA in die cDNA-Synthese
eingesetzt wurden (Abb. 10 A und B). Die Verwendung von hCTCFL-spezifischen Oli-
gonukleotidprimern weist eine deutliche Expression von hCTCFL nach Induktion in bei-
den Klonen auf. Demgegeniiber steht ein sehr schwaches PCR-Produkt im uninduzierten
Zusand. Sdmtliche Negativkontrollen (H20 und —RNA) sind frei von Verunreinigungen

und weisen kein Signal in der PCR auf.
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Klon 13 Klon 13 Klon 26 Klon 26
uninduziert induziert uninduziert induziert

Abb. 11: Beide Klone zeigen quantifizierbare Induktion von hCTCFL in der gleichen Grofienord-
nung. HeLa Zellen wurden mit pBI-EGFP-FLAG-hCTCFL und pTA-N transfiziert und mit Puromycin
selektiert. Zell-Klone wurden fiir 48 h uninduziert (mit Doxyzyklin) oder induziert (ohne Doxyzyklin) kul-
tiviert, anschlieBend wurde jeweils die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. qRT-PCR mit Oligo-
nukleotidprimern fiir CTCFL gegen cDNA von Klon 13 und Klon 26. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert
von zwei biologischen Replikaten inklusive Standardabweichung. Die Expression wurde gegen das Hous-
ekeeping-Gen B2-Mikroglobulin normalisiert und dann der Expressionswert von uninduziertem Klon 13 als
1 gesetzt.
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Bei genauer Quantifizierung dieser Induktion mittels RT-qPCR erhédlt man fiir beide
Klone Werte im Bereich von 25-30-facher Zunahme wobei Klon 26 die hochste Expres-
sion von hCTCFL besitzt (Abb. 11). Somit konnte eine induzierbare Expression von

CTCFL-RNA sowohl in Klon 13 als auch in Klon 26 nachgewiesen werden.

4.1.2 CTCFL lasst sich in zwei HeLa Klonen nicht in voller Lange
nachweisen

Nachdem der Nachweis auf RNA Ebene erfolgreich war, sollte der Nachweis auf Pro-
teinebene erfolgen um die Herstellung des korrekten, funktionalen CTCFL Proteins ab-
zusichern. Hierzu wurde jeweils Ganzzellextrakt mittels RIPA-Puffer fiir induzierte und
uninduzierte Zellen der beiden Klone 13 und 26 gewonnen. Das erhaltene Protein wurde
dann in einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und im Western Blot verwendet. Der Nach-
weis von FLAG-hCTCFL erfolgte mit mehreren Antikérpern. Neben zwei CTCFL spe-
zifischen Antikorpern, die gegen unterschiedliche Abschnitte des CTCFL-Proteins ge-
richtet sind, kam auch ein gegen das FLAG-Tag gerichteter Antikdrper zum Einsatz.
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Abb. 12: Klon 13 und Klon 26 zeigen Expression einer verkiirzten Variante von hCTCFL. Zell-Klone
wurden jeweils fiir 2 Tage durch Kultivierung ohne Doxyzyklin induziert und anschlieBend wurde mittels
RIPA-Puffer Protein extrahiert. Als Positivkontrolle dienten transient mit pcDNA3-FLAG-hCTCFL trans-
fizierte 293T Zellen, als Negativkontrolle HeLa Wildtyp Zellen, die keine CTCFL Expression aufweisen.
Es wurden jeweils 20 pg Protein der einzelnen Proben elektrophoretisch in einem 10% SDS-PAGE-Trenn-
gel aufgetrennt und mittels Wet-Blot auf eine PVDF-Membran iibertragen. Die Immundetektion erfolgte
mit Antikdrpern gegen GAPDH, als Ladekontrolle, gegen das FLAG-Tag und zwei spezifischen Antikor-
pern gegen unterschiedliche Bereiche von hCTCFL. Detektion der Antikdrper-Reaktion erfolgte unter Ver-
wendung von chemilumineszenten HRP Substrates.
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Unter Verwendung der gegen CTCFL gerichteten Antikorper zeigt die Positivkontrolle,
bei der es sich um transient mit FLAG-hCTCFL transfizierte HEK293T Zellen handelt,
starke Expression von CTCFL (Abb. 12, Spur 1). Dieses Protein, welches durch eine Mo-
lekiilmasse von 95 kDa charakerisiert ist, kann in keiner der HeLa-Klon Proben detektiert
werden (Spur 4 & 6). Unter Verwendung des gegen die CTCFL Aminoséduren 91 bis 210
gerichteten Antikorpers (H120) ist ein spezifisches, induzierbares Protein in Klon 13 und
26 detektierbar das jedoch eine niedrigere Laufhohe von unter 72 kDa aufweist. Dieses
Protein konnte mit dem gegen den N-Terminus gerichteten Antikorper der Firma Abcam
nicht nachgewiesen werden (Abb. 12). Die FLAG Detektion, gegen das N-terminal stin-
dige FLAG-Tag von FLAG-hCTCFL, ist nur fiir die Positivkontrolle feststellbar. Die De-
tektion mit GAPDH Antikorper zeigt, dass in allen untersuchten Proben Protein vorliegt,
wobei die jeweilige geladene Proteinmenge leichte Unterschiede aufweist. Die hochste
Proteinmenge liegt bei der Negativkontrolle (HeLa Wildtyp) vor, die niedrigste bei der
Positivkontrolle (293T +CTCFL). Somit ist in den Klonen von der Expression einer ver-
kiirzten Version von FLAG-hCTCFL auszugehen, bei der Bereiche des N-Terminus in-
klusive des FLAG-Tags im Zuge der stabilen Transfektion verloren gingen. Fiir weitere
Experimente zur Untersuchung der zelluliren CTCFL Funktion sind diese Klone somit
nicht nutzbar, da das Protein nicht in voller Lange vorlag und somit vollstindige korrekte

Funktionalitét nicht gegeben ist.

4.2 CTCFL-Analysen in humanen K562-Zellen

K562 stellt die menschliche Zelllinie mit der hdchsten bekannten und am besten nachge-
wiesenen CTCFL Expression dar. Somit bietet sie sich fiir Experimente im Zusammen-
hang mit CTCFL an. Wie auch bei HeLa handelt es sich bei K562 um eine sehr gut cha-
rakterisierte humane Zelllinie. Eine Vielzahl von 6ffentlichen Datensétzen ist frei verfiig-
bar und somit fiir Korrelations-Analysen verwendbar. Weiterhin lassen sich die in Sus-
pension wachsenden Zellen, die urspriinglich von einer an chronisch myeloider Leukédmie

erkrankten Patientin gewonnen wurden, schnell und leicht kultivieren.

4.2.1 Aufeinanderfolgende Transfektion eines spezifischen siRNA-Mixes
fuhrt zu Reduktion der CTCFL Expression

Da in K562 CTCFL bereits in ausreichenden Mengen exprimiert ist boten sich Uberex-

pressionsexperimente hier nicht an. Stattdessen sollte die Herabregulierung von CTCFL,

unter Verwendung von siRNA, Aufschluss iiber funktionale Einfliisse von CTCFL geben.
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Zur Charakterisierung der Auswirkung der Depletion von CTCFL auf die Expression an-
derer Gene wurde eine Kombination von zweli, spezifisch gegen CTCFL gerichteten, siR-
NAs verwendet. Nach erfolgter Transfektion der K562 Zellen mit entweder unspezifi-
scher siRNA, oder der Kombination von CTCFL siRNA 1+2 in einfacher Transfektion
oder an zwei aufeinander folgenden Tage, wurde RNA isoliert in cDNA umgeschrieben

und mittels RT-PCR analysiert.

CTCFL siRNA CTCFL siRNA Unspezifische
1+2 1+2 (x2) siRNA
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Abb. 13: Die Kombination von siRNA 1 und 2 in wiederholter Transfektion fiihrt zu stirksten Ab-
nahme des hCTCFL Signals. K562 Zellen wurden entweder mit unspezifischer siRNA oder einem Mix
aus zwei spezifischen siRNAs gegen CTCFL mittels RNAiIMAX transfiziert. Der spezifische siRNA Mix
wurde sowohl in einfacher Transfektion als auch in zweifacher Transfektion (x2) an aufeinanderfolgenden
Tagen eingesetzt. Nach der finalen Transfektion erfolgte nach 12 h ein Mediumswechsel und nach 48 h
wurde die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben RT-PCR mit Oligonukleotidprimern fiir -Aktin
(ACTB) und CTCFL in biologischen Replikaten (1&2). Als Negativkontrollen dienten Wasser (H20),
cDNA-Synthese Ansatz ohne zugegebene RNA (-RNA) und die jeweiligen in die cDNA-Synthese einge-
setzte RNA.

Die RT-PCR mit -Aktin-spezifischen Oligonukleotidprimern weist in allen Ansétzen auf
das Vorliegen von vergleichbaren Mengen an cDNA hin (Abb. 13). Die Verwendung von
CTCFL-spezifischen Oligonukleotidprimern zeigt klar reduzierte Mengen an cDNA bei
K562 Zellen die zweimal mit CTCFL siRNA transfiziert wurden. Die untersuchten Ne-
gativkontrollen H20, -RNA und die jeweiligen zur cDNA-Synthese eingesetzten RNAs
sind frei von Verunreinigungen und fiihren zu keinem Signal in der PCR. Zur genauen
Bestimmung der Abnahme der CTCFL Expression wurde anschlieBend eine RT-qPCR
durchgefiihrt.
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Abb. 14: Die Kombination von siRNA 1 und 2 in wiederholter Transfektion reduziert die CTCFL
Expression in K562 Zellen um die Hilfte. K562 Zellen wurden entweder mit unspezifischer siRNA oder
einem Mix aus zwei spezifischen siRNAs gegen CTCFL mittels RNAIMAX transfiziert. Der spezifische
siRNA Mix wurde sowohl in einfacher Transfektion als auch in zweifacher Transfektion an aufeinander-
folgenden Tagen eingesetzt. Nach der finalen Transfektion erfolgte nach 12 h ein Mediumswechsel und
nach 48 h wurde die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die qRT-PCR wurde mit Oligonukleotid-
primern fiir CTCFL durchgefiihrt. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von zwei biologischen Replikaten
inklusive Standardabweichung. Die Expression wurde unter Verwendung der GeNorm Software gegen vier
Housekeeping Gene (ACTB, RPL13, GAPDH & UBC) normalisiert und dann der Expressionswert von mit
unspezifischer RNA transfizierten K562 Zellen als 1 gesetzt.

Die Quantifizierung des Knockdowns zeigt bei beiden mit spezifischer CTCFL siRNA
transfizierten Ansétzen eine reduzierte Expression von CTCFL (Abb. 14). Wihrend eine
einmalige Transfektion die Expression auf ca. 60% reduziert fiihrt die zweifache Trans-
fektion zum grofiten Effekt und halbiert die Expression auf ca. 50%. Um die Abnahme
der CTCFL Expression final abzusichern sollte der Knockdown auch auf Proteinebene
gezeigt werden. Hierzu wurde Protein von doppelt transfizierten CTCFL siRNA K562

Zellen sowie entsprechenden Kontrollzellen mittels RIPA Extraktion gewonnen und mit

dem entsprechenden CTCFL Antikérper (Abcam) im Western Blot untersucht.
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Abb. 15: Der CTCFL Knockdown kann auf Proteinebene in biologischen Duplikaten bestitigt wer-
den. K562 Zellen wurden an aufeinanderfolgenden Tagen zweimal mit unspezifischer siRNA oder einem
Mix aus zwei spezifischen siRNAs gegen CTCFL mittels RNAIMAX transfiziert. Nach der zweiten Trans-
fektion erfolgte nach 12 h ein Mediumswechsel und nach 48 h wurde Protein mit RIPA-Puffer isoliert. Als
weitere Kontrolle wurde Protein aus untransfizierten K562 Wildtyp-Zellen isoliert. Es wurden jeweils 20
ng Protein der einzelnen Proben elektrophoretisch in einem 10% SDS-PAGE-Trenngel aufgetrennt und
mittels Wet-Blot auf eine PVDF-Membran iibertragen. Die Immundetektion erfolgte mit Antikdrpern ge-
gen GAPDH, als Ladekontrolle, und unter Verwendung des Abcam Antikorpers gegen CTCFL. Detektion
der Antikorper-Reaktion erfolgte unter Verwendung von chemilumineszenten HRP Substrates.

Der Western Blot zeigt bei Detektion mit CTCF-spezifischem Antikorper in biologischen
Replikaten, dass in den, mit spezifischer CTFCL siRNA transfizierten, Zellen, das Protein
auf Hohe von 95 kDa nicht detektierbar ist (Abb. 15, roter Kreis). Sowohl in den K562
Wildtyp Zellen als auch in den mit unspezifischer siRNA transfizierten K562 Zellen ist
ein Signal fiir CTCFL auf Hohe von 95 kDa nachzuweisen. Bei allen weiteren detektier-
baren Signalen handelt es sich um unspezifischen Hintergrund, der keine Unterschiede
zwischen den Proben zeigt. Unter Verwendung eines GAPDH-spezifischen Antikorpers

sind gleiche Mengen an Protein in allen untersuchten Proben festzustellen. Somit konnte

die Herabregulation von CTCFL auch auf Proteinebene bestétigt werden.

4.2.2 Die Reduktion der CTCFL Expression hat einen Einfluss auf
ausgewahlte Kandidaten-Gene

Um den Einfluss der CTCFL Abnahme auf die Expression weiterer Gene zu untersuchen,

wurden einige Kandidaten-Gene untersucht. Es wurde angenommen, dass humane homo-

loge Gene zu Genen aus der Maus, fiir die ein Einfluss von CTCFL bekannt war, am

ehesten auch im menschlichen System eine Anderung zeigen konnten. Bei den untersuch-

ten Genen handelt es sich um GPR56 (Maus: Gpr56), GSTM3 (Maus: Gstm5) und
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AKR1C3 (Maus: Akrlc18). Fiir diese Gene konnte ein Einfluss von Ctcfl Uberexpression
im Maussystem gezeigt werden (Dissertation, S. Dienstbach), Gstm5 und Gpr56 wurden
dabei positiv reguliert, wahrend Akrlc18 reprimiert wurde. Zur Analyse der Expression
der humanen Homologe, wurde die vorher verwendete cDNA (4.2.1) in RT-qPCR-Expe-
rimenten, unter Verwendung von jeweils spezifischen Oligonukleotidprimern, ausgewer-

tet.
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Abb. 16: GPR56 und GSTM3 zeigen eine geringere Expression nach CTCFL Knockdown. K562 Zel-
len wurden entweder mit unspezifischer siRNA oder einem Mix aus zwei spezifischen siRNAs gegen
CTCFL zweimal an aufeinanderfolgenden Tagen mittels RNAIMAX transfiziert. Nach der zweiten Trans-
fektion erfolgte nach 12 h ein Mediumswechsel und nach 48 h wurde die RNA isoliert und in cDNA um-
geschrieben. Die qRT-PCR wurde mit spezifischen exoniibergreifenden Oligonukleotidprimern fiir die drei
Gene GPR56, GSTM3 und AKR1C3 durchgefiihrt. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von zwei biologi-
schen Replikaten inklusive Standardabweichung Die Expression wurde unter Verwendung der GeNorm
Software gegen vier Housekeeping Gene (ACTB, RPL13, GAPDH & UBC) normalisiert und dann jeweils
der Expressionswert der Kontroll-siRNA-Behandlung als 1 gesetzt.

Die RT-qPCR zeigt fiir zwei (GPR56 und GSTM3) der drei untersuchten Gene eine ver-
minderte Expression, wihrend der CTCFL Knockdown keinen nachweisbaren Einfluss
auf die Expression von AKR1C3 hat (Abb. 16). Dieser Effekt fillt am stirksten bei
GPR56 mit einer Abnahme um ca. 40% aus. Somit zeigen sowohl GPR56 und GSTM3
den gegensitzlichen Effekt zu den Experimenten mit CTCFL Uberexpression. Um einen
Hinweis auf einen funktionalen Zusammenhang zwischen CTCFL und GPR56 Expres-
sion zu erhalten wurde der genomische DNA-Bereich beziiglich CTCF und CTCFL Bin-
dung betrachtet. Hierzu wurden die 6ffentlichen genomweiten K562-ENCODE-Bindeda-
ten genutzt. Diese ChIPseq Daten wurden im UCSC Genome Browser geladen und aus-

gewertet.
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Abb. 17: GPR56 zeigt eine Bindung von CTCF und CTCFL im Intron vor dem translatieren Bereich.
Dargestellt ist ein Ausschnitt des Genbereiches von GPR56 (seit 2015 offiziell als ADGRG1 bezeichnet)
mit mehreren bekannten Isoformen des Gens. Exons sind als blaue Blocke angegeben, der translatierte
Bereich jeweils als dickerer Block. Darunter sind jeweils die Bindeprofile von CTCFL und CTCF in K562
Zellen angegeben. Bei diesen Profilen handelt es sich um die 6ffentlichen Daten des ENCODE Konsortiu-
ums.

Sowohl CTCF als auch CTCFL zeigen Bindung im intronischen Bereichs des GPR56-
Gens (Abb. 17). Diese Bindung befindet sich fiir alle annotierten Isoformen von GPR56
vor dem Translationsstart des Proteins, was fiir eine Rolle dieser Bindung bei der Bildung
von funktionalem Protein sprechen konnte. Somit konnte ein mdglicher Zusammenhang

fiir die Co-Regulation von GPR56 und CTCFL identifiziert werden.

4.2.3 Bioinformatische Untersuchung des Zusammenhangs von CTCFL
Bindung mit genomweiten humanen Chromatin-Eigenschaften
(ENCODE)

4.2.3.1 Vorstellung ENCODE Project
Im Rahmen des ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements) Projektes schlossen sich

2003 unter Fithrung des amerikanischen National Human Genome Research Institute
(NHGRI) mehrere Institutionen zusammen um, in einem groflen genom-weiten Ansatz,
alle funktionalen DNA Bereiche des menschlichen Genomes zu identifizieren (The EN-
CODE Project Consortium 2004). Im Zuge der damals neu verfligbaren gesamten
menschlichen Genomsequenz sollten nun also alle Protein-codierenden Gene, Nicht-ko-
dierende Gene, transkriptionell regulative Elemente und Bereiche die fiir den Aufbau und
die Dynamik der Chromosomen-Struktur von Bedeutung sind, analysiert werden. Das
Projekt war in zwei zeitliche Phasen gegliedert. Eine Pilot-Phase in der 1% des Genomes,

ca. 30 Megabasen, untersucht und optimale experimentelle Strategien entwickelt werden
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sollten, parallel zu dieser lief eine Technologie-Entwicklungs-Phase, in der nach neuen
technischen Moglichkeiten zur Analyse regulativer Elemente im Genom gesucht wurde.
Nach Abschluss dieser Phasen sollte in der Hauptphase die restlichen 99% des Genomes

analysiert werden.

Im Rahmen der Pilot-Phase wurden insgesamt 44 Bereiche des Genomes untersucht. Die
Abschnitte wurden teilweise gezielt, teilweise randomisiert ausgewéhlt um moglichst ab-
wechslungsreiche Bereiche des Genomes abzudecken. Die Grof3e der analysierten Berei-
che schwankte zwischen 0,5 und 2 Megabasen. Die Pilot-Phase konnte im Jahr 2007 er-
folgreich abgeschlossen werden (The ENCODE Project Consortium 2007).

Im Rahmen dieser Hauptphase wurden riesige Mengen an genomweiten Daten produziert
und ausgewertet (The ENCODE Project Consortium 2012). Alle Daten wurden 6ffentlich
zuginglich online hinterlegt und fiir weitere Analysen bereitgestellt. Die Daten sind {iber

das Web-Portal www.encodeproject.org abrufbar.

4.2.3.2 Korrelation der CTCFL Bindedaten in K562 Zellen

Eine der drei, am besten untersuchten, Zelllinien des ENCODE Projektes stellt die Leu-
kdmie-Linie K562 dar. Im Rahmen der Identifikation von Trankriptionsfaktor—Bindestel-
len wurden unter anderem auch die genomweiten Bindestellen von CTCFL in diesen Zel-
len identifiziert. Anhand dieser 6ffentlichen Daten sollte dann bestimmt werden welche
Chromatin-Merkmale und andere DNA-Bindefaktoren die beste Ubereinstimmung mit
CTCFL und/oder CTCF zeigen. Anhand dieser bioinformatischen Analyse sollten auch
Faktoren und Merkmale identifiziert werden die jeweils nur fiir CTCF- oder CTCFL-
gebundene Bereiche charakteristisch sind. Mit Hilfe von M. Bartkuhn wurden die bioin-
formatischen Analysen durchgefiihrt. Dazu wurden alle bendtigten Datensédtze von der

zentralen ENCODE Webseite (www.encodeproject.org) heruntergeladen und lokal wei-

ter verarbeitet. Als erstes wurden Klassen von CTCF und CTCFL Bindestellen festgelegt.
Durch Verrechnung der Binde-Datensitze von CTCF und CTCFL wurden die Bindestel-
len in Untergruppen eingeteilt (Tab. 1). Dargestellt sind mit VennDis erstellte Venn-Di-
agramme die den Uberlapp der CTCF und CTCFL Datensitze zeigen, und in Rot jeweils
der Bereich der Daten der in jeder Gruppe représentiert ist. Insgesamt zeigen ca. 70,7%

aller CTCFL Bindestellen in K562 auch Bindung von CTCF.
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Tab. 1: Einteilung der Unterklassen von CTCF/CTCFL Bindestellen in K562 Zellen

Name Venn-Diagramm Zahl der Instanzen
CTCF ‘ 38.365 Bindestellen
CTCFL
CTCFL el 13.292 Bindestellen
CTCFL
CTCF + CTCFL ‘ 9.397 Bindestellen
\ CTCFL
CTCEF alleine ‘ 28.968 Bindestellen
CTCFL
CTCFL alleine . 3.895 Bindestellen
CTCFL

Die Betrachtung der Daten zeigt, dass ein groBer Teil (70,7%) der CTCFL Bindestellen

mit CTCF korreliert, aber auch ein Teil von nur CTCFL gebundenen Bereichen vorhan-

den ist. Somit sollte nun vor allem untersucht werden, was den Unterschied zwischen

CTCF alleine gebundenen und CTCFL alleine gebundenen DNA Bereichen ausmacht.

Als erste Kontrolle wurden die festgelegten Gruppen, nach Normalisierung iiber einen

Kontroll-Datensatz, mit den zugrundeliegenden CTCF und CTCFL Datensétzen korre-
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liert. Bioinformatisch wurden jeweils die Bereiche +/- 500 bp um die identifizierten Bin-
destellen betrachtet, jeweils alle Reads in diesem Bereich addiert und dann mittels

Boxplots als log2 transformierte IP Bindung iiber Kontrolle dargestellt.
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Abb. 18: Die gewiihlten CTCF/CTCFL-Bindeklassen zeigen die jeweilige erwarte Bindungsvertei-
lung von CTCF und CTCFL. Dargestellt sind jeweils Boxplots der log2 transformierten Bindung iiber
die gewidhlten Untergruppen von CTCF/CTCFL Bindestellen. Control zeigt hier die Untergruppen norma-
lisiert gegen einen [P-Datensatz der mit unspezifischem Antikorper generiert wurde. In den Boxen sind
jeweils die Datenbereiche von 25% bis 75% inklusive dem Median angezeigt, die Whisker geben dann
Auskunft iiber die gesamte Spanne der Datenpunkte.

Sowohl CTCF als auch CTCFL zeigen eine Anreicherung in ihren spezifischen Binde-
klassen. CTCF die schwichste Anreicherung in der Klasse CTCFL alleine, CTCFL um-
gekehrt in der Klasse CTCF alleine. Wahrend beit CTCFL kein Unterschied zwischen den
Klassen CTCFL und CTCF + CTCFL erkennbar ist, zeigt CTCF + CTCFL ein hohere
Anreicherung von CTCF als die Gesamtgruppe CTCF. Somit waren die Gruppen ausrei-
chend kontrolliert und es konnte die eigentliche Korrelationsanalyse durchgefiihrt wer-
den. Dafiir wurden die entsprechenden Datensitze fiir Histon-Modifikationen und Tran-
skriptionsfaktoren aus der ENCODE Datenbank heruntergeladen und jeweils die gleiche
Analyse wie fiir die Kontrollen durchgefiihrt. Als erstes sind die Ergebnisse fiir die His-
ton-Modifikationen dargestellt, die eine positive Korrelation mit CTCFL Bindung auf-

weisen.
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einstanzen. Dargestellt sind jeweils Boxplots fiir aktive Histonmodifikationen der log2 transformierten

Bindungen tiber die gewéhlten Untergruppen von CTCF/CTCFL Bindestellen. In den Boxen sind jeweils
die Datenbereiche von 25% bis 75% inklusive dem Median angezeigt, die Whisker geben dann Auskunft

Abb. 19: Mehrere aktive Histonmodifikationen zeigen eine positive Korrelation mit CTCFL Bind-
iiber die gesamte Spanne der Datenpunkte.

Insgesamt zeigen 5 der untersuchten Histon-Modifikationen und die Histon Variante
H2A.Z eine klare Spezifitit fiir CTCFL gebundene Regionen denn alle Modifikationen

sind jeweils in der Klasse CTCFL alleine am stirksten angereichert. Bei diesen Modifi-

kationen handelt es sich um die klassischen mit offenem, aktivem Chromatin assoziierten
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Modifikationen H3K4me2, H3K4me3, H3K9Ac, H3K27ac sowie H3K79me2. Weitere

untersuchte Modifikationen zeigten diese Korrelation mit CTCFL Bindung nicht.
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Abb. 20: Untersuchte repressive Histon-Modifikationen zeigen keine positive Korrelation mit
CTCFL Bindung. Dargestellt sind jeweils Boxplots fiir repressive, nicht speziell mit aktiver Transkription
assoziierten, Histonmodifikationen der log2 transformierten Bindung iiber die gewéhlten Untergruppen von
CTCF/CTCFL Bindestellen. In den Boxen sind jeweils die Datenbereiche von 25% bis 75% inklusive dem
Median angezeigt, die Whisker geben dann Auskunft iiber die gesamte Spanne der Datenpunkte.

Fiinf untersuchte Histon-Modifikationen, fiir die keine Verbindung zu aktiver Transkrip-
tion bekannt ist, zeigen keine Spezifitit fiir einen der beiden Faktoren CTCF oder CTCFL
(Abb. 20). Bei diesen Modifikationen handelte es sich um H3K27me3, H3K4mel,
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H4K20mel, H3K9mel und H3K9me3, die meist mit repressivem Chromatin in Verbin-

dung gebracht werden. Die flinf Untergruppen der CTCF/CTCFL-Bindestellen zeigen fiir

diese fiinf Modifikationen einen vergleichbaren Wert fiir die IP-Bindung. Diese IP-Bin-

dungswerte bewegen sich auch in einem sehr niedrigen Bereich, was fiir kein Vorhanden-

sein der Histon-Modifikationen an CTCF und CTCFL Bindestellen spricht. Da bei den

untersuchten Histon-Modifikationen diese klare Praferenz fiir aktive Merkmale zu erken-

nen ist, wurden auch die 6ffentlichen Daten fiir die Bindung von bekannten Transkripti-

onsfaktoren genutzt, um zu iiberpriifen ob ein dhnliches differentielles Bindeverhalten in

Bezug auf CTCF und CTCFL vorliegen konnte.
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Abb. 21: Untersuchte Transkriptions-Faktoren zeigen eine positive Korrelation mit CTCFL Bin-

dung. Dargestellt sind jeweils Boxplots fiir in den ENCODE Datenbanken erhobene Transkriptionsfakto-
ren, der log2 transformierten Bindung iiber die gewahlten Untergruppen von CTCF/CTCFL Bindestellen.

In den Boxen sind jeweils die Datenbereiche von 25% bis 75% inklusive dem Median angezeigt, die Whis-

ker geben dann Auskunft {iber die gesamte Spanne der Datenpunkte.
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Die untersuchten Transkriptionsfaktoren (CREBI1, ETS1, FOS, HDAC2, TAF7, YY1,
POLII & ZBTB7) zeigen jeweils eine hohere Bindung an die CTCFL beinhaltenden Un-
tergruppen (Abb. 21). Die hochste Bindung ist fiir alle Faktoren jeweils fiir die CTCFL
alleine Gruppe zu erkennen. Vor allem bei Betrachtung der Auswertung fiir RNA Poly-
merase Il (POL2) zeigen die CTCF-Untergruppen eine Bindung um 0 wihrend die
CTCFL-Untergruppen eine sehr starke Bindung aufweisen. Abschlieend sollte noch die
Assoziation von Bestandteilen des Cohesin-Komplexes mit CTCF und CTCFL unter-
sucht werden. Cohesin interagiert mit CTCF im Rahmen von grundlegenden Zellfunkti-
onen und rdumlicher Organisation im Zellkern. Fiir CTCFL ist aktuell keine funktionelle

Interaktion mit Cohesin beschrieben.
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Abb. 22: Komponenten des Cohesin-Komplexes zeigen negative Korrelation mit CTCFL Bindung.
Dargestellt sind jeweils Boxplots fiir Komponenten des Cohesin-Komplexes, der log2 transformierten Bin-
dung iiber die gewéhlten Untergruppen von CTCF/CTCFL Bindestellen. Neben In den Boxen sind jeweils
die Datenbereiche von 25% bis 75% inklusive dem Median angezeigt, die Whisker geben dann Auskunft
iiber die gesamte Spanne der Datenpunkte.

Die bioinformatische Analyse zeigt fiir die beiden untersuchten Cohesin-Komponenten,
RAD21 und SMC3, jeweils die niedrigste Bindung fiir die CTCFL alleine Untergruppe
(Abb. 22). Somit sind RAD21 und SMC3 die einzigen Faktoren der durchgefiihrten Ana-
lyse, die eine CTCF-spezifische Bindung aufweisen. Alle anderen untersuchten Faktoren

und Modifikationen zeigen entweder spezifische Anreicherung an CTCFL Bindestellen

oder keine Préferenz/keine Bindung tiber CTCF/CTCFL-Bindestellen.
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4.3 Untersuchungen des Bindeverhaltens von CTCFL in stabil
transfizierten NIH3T3 Zellen

Bei dem NIH3T3 Klon 34 handelt es sich um einen von S. Dienstbach im Rahmen seiner
Promotion etablierten stabilen Zell-Klon mit induzierbarer muriner CTCFL Expression.
Hierzu wurden NIH3T3 Zellen mit dem Zwei-Vektor-System pBI-EGFP-FLAG-mCtcf!
und pTA-N, die zusammen als Tet-off-System wirken, transfiziert, selektioniert und cha-
rakterisiert. Klon 34 zeichnete sich durch niedrige Expression von CTCFL im unindu-
zierten Zustand aus und zeigte eine vielfache Induktion von CTCFL nach Kultivierung
der Zellen ohne Doxyzyklin. Dieser Klon wurde dann beziiglich genomweiter Gen-Ex-
pressionseinfliisse von CTCFL analysiert. Im Rahmen dieser Analyse trat Gpr56 als,
durch CTCFL positiv reguliertes Gen, auf. Auch die genomweiten Bindungsmuster von
CTCF und CTCFL wurden mittels ChIPseq erhoben und ausgewertet (Dissertation S.
Dienstbach). Im Rahmen weitergehender Analysen sollten nun in diesem System weitere
Fragestellungen beziiglich CTCF und CTCFL bearbeitet werden. Diese Fragestellungen
betrafen den moglichen Einfluss von CTCFL auf die Bindung von CTCF an geteilten
Bindestellen, CTCFL vermittelte Anderungen am Histon-Modifikations-Besatz der Bin-
destellen und die Untersuchung des Zusammenhanges von CTCFL- und Cohesin-Bin-

dung.

4.3.1 CTCFL hat keinen klaren Einfluss auf CTCF-Bindung an geteilten
Bindestellen

Im Klon 34 sollte untersucht werden, ob durch die induzierbare Expression und die
dadurch vermittelte DNA-Bindung von CTCFL eine Anderung der CTCF Bindung an
bestimmte Stellen des Genoms einhergeht. Ein erster Ansatz sollte eine Uberpriifung von
Kandidaten-Bereichen darstellen. Hierbei wurden, entsprechend ihrer Anderung der
CTCF Bindung, in Antwort auf CTCFL Uberexpression, ausgewihlte genomische Berei-
che mittels individueller ChIP Experimente ausgewertet. Die Datengrundlage war hierbei
die Analyse der CTCF und CTCFL ChIPseq Daten aus den NIH3T3-Zellen. Nach einge-
hender Filterung der Daten nach folgenden Kriterien: False Discovery Rate kleiner 5%,
Entfernung der Bindestellen zu Promotoren von weniger als 2000 bp und Anderung der
CTCF Bindung groBer der Faktor 1,4, blieben 176 CTCF Bindestellen iibrig, die Ande-
rung ihrer Bindung nach Uberexpression von CTCFL zeigen. Von diesen 176 Stellen
nimmt jedoch nur an 91 die Bindung von CTCF ab, an den anderen 85 nimmt die CTCF
Bindung zu. Ein genereller reprimierender Einfluss von CTCFL auf die CTCF Bindung
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ist somit nicht erkennbar. Aus der Liste der Bereiche mit abnehmender CTCF Bindung
wurden 3 Bereiche ausgewédhlt und der genomische Bereich genauer betrachtet. Es han-
delt sich dabei um die CTCFL Bindestellen in den Promotoren der deregulierten Gene
Accs, Rab711 und Coll12al. Beispielhaft ist im folgenden ein genomischer Ausschnitt im
Bereich des Accs Gens inklusive der CTCF und CTCFL ChIPseq Bindedaten dargestellt
(Abb. 23).
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Abb. 23: Genomischer Bereich des Gens Accs der die abnehmende Bindung von CTCF in Folge von
CTCFL Expression zeigt. Gezeigt ist ein Teil des Genbereiches von Accs, Exons sind in blau angegeben,
der translatierte Bereich in dunklerem Blau, untranslatierte Bereiche in hellerem. Darunter sind jeweils die
CTCF- und CTCFL-Bindeprofile in induziertem Klon 34 und untransfizierten NIH3T3-Zellen dargestellt.

Der genomische Bespielbereich Accs zeigt Bindung von CTCF und CTCFL im Promoter
des Accs Gens. Fiir CTCFL lasst sich nur in induziertem Klon 34 Bindung von CTCFL
erkennen, in NIH3T3 Wildtyp Zellen ist keine Bindung detektierbar. CTCF zeigt eine
Abnahme der Bindung von den Wildtyp-Zellen zum Klon 34. Somit weisen die genom-
weiten Datensitze auf eine mogliche Kompetition der beiden Faktroren an ihren geteilten
Bindestellen hin. Um diesen Befund der genomweiten Analysen zu validieren wurde aus
Klon 34 Zellen in biologischen Triplikaten Chromatin, jeweils im uninduzierten und in-
duzierten Zustand, gewonnen. Damit wurden entsprechende ChIP Experimente mit un-
spezifischen-, H3-, CTCF- und CTCFL-Antikorpern durchgefiihrt. Die resultierende
ChIP-DNA wurde mittels qPCR analysiert und gegen Input DNA normalisiert.
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Abb. 24: CTCFL Bindung fiihrt an untersuchten Kandidaten-Bereichen nicht zur Abnahme von
CTCF Bindung. Zellextrakt von uninduzierten und fiir 48 Stunden induzierten Klon 34-Zellen wurde mit
Antikorpern gegen H3, CTCF, CTCFL oder zur Kontrolle mit unspezifischen IgG inkubiert. Die Auswer-
tung erfolgte mittels gPCR mit Oligonukleotidprimern gegen die entsprechenden Regionen, welche jeweils
nach dem néchstgelegen Gen benannt und relativ zur eingesetzten Input-DNA dargestellt sind. Die Fehler-
balken stellen die Standardabweichung von drei unabhingigen Ansétzen dar.

Fiir alle drei untersuchten Bindestellen, ist die Bindung von CTCFL im induzierten Klon
nachweisbar (Abb. 24). Zwar ist diese Bindung an der Coll12al Stelle nur bei ca. 0,1%
Input, jedoch stellt das eine klare Zunahme der CTCFL Bindung im Vergleich zum unin-
duzierten Klon dar. Bei den anderen beiden Bereichen ist diese Zunahme ebenfalls zu
erkennen und die Bindung von CTCFL ist insgesamt starker. Bei Betrachtung der CTCF
Bindung im induzierten und uninduzierten Fall zeigt sich keine Abnahme der Bindung an
einer der untersuchten Bindestellen. In allen drei Fillen nimmt die Bindung leicht (Accs)
bis starker (Coll2al) zu. Bei Auswertung der Ergebnisse der ChIPs mit Antikdrper gegen
Histon H3, ist auch jeweils eine leichte Zunahme der Bindung im induzierten Klon er-
kennbar. Eine Kompetition der CTCF Bindung durch Expression von CTCFL lésst sich
somit an drei ausgesuchten Kandidaten-Bereichen nicht bestétigen. Um weiterhin zu un-
tersuchen ob es Hinweise auf eine Kompetition der beiden Faktoren in genomweiten
Analysen geben konnte wurden die ChIPseq Bindedaten der beiden Proteine bioinforma-
tisch ausgewertet. Es wurden hierzu die Bindestellen in zwei Gruppen aufgeteilt, einmal
die doppelt von CTCF und CTCFL gebunden Bereiche und einmal die Bindestellen die
nur Bindung von CTCF aufweisen. Die Klassifizierung erfolgte aus dem Datensatz fiir
den induzierten Klon. Dann wurden im Bereich +/- 500 bp um die Bindestellen die Reads

fiir CTCF und CTCFL im uniduzierten als auch induzierten Zustand addiert und als

Boxplots dargestellt.
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Abb. 25: CTCFL Bindung zeigt keinen genomweiten Einfluss auf CTCF Anwesenheit an den geteil-
ten Bindestellen. Dargestellt ist die normalisierte CTCF Read-Anzahl der CTCF-ChIPseq Datensitze aus
NIH3T3-Zellen und induziertem Klon 34 iiber die doppelt gebundenen Bindestellen (CTCF + CTCFL)
als auch tiber den Anteil der nur CTCF gebundenen Bindestellen (CTCF alleine). In den Boxplots sind die
CTCF Reads iiber alle Bindestellen +/- 500 bp der beiden Untergruppen zusammengefasst. In den Boxen
sind jeweils die Datenbereiche von 25% bis 75% inklusive dem Median angezeigt, die Whisker geben
dann Auskunft tiber die gesamte Spanne der Datenpunkte.

Der Teil der CTCF Bindestellen, der sich in induziertem Klon 34 durch zusitzliche
CTCFL Bindung auszeichnete, zeigt bei genom-weiter Zusammenfassung der Daten
keine Abnahme des CTCF Signals (Abb. 25). So ist der Median der CTCF Bindung in
den Wildtyp-Zellen, die keine CTCFL-Expression und —Bindung aufweisen, als auch in
den Klon 34 Zellen, identisch. Auch die weitere Verteilung der Daten ist fiir diese zwei
untersuchten Gruppen sehr dhnlich. Bei Betrachtung der nur CTCF gebundenen Stellen,
fallt die generelle niedrigere Bindung von CTCF an diesen Bereichen auf. Auch hier ist
kein Unterschied zwischen der Bindung in Wildtyp-Zellen und den CTCFL-positiven
Klon 34 Zellen sichtbar. Somit konnte zusammengefasst die in wenigen einzelnen Féllen,
bei Auswertung der genomweiten Daten, detektierte Beeinflussung der CTCF Bindung
durch CTCFL nicht validiert und nicht als genereller Effekt von CTCFL beschrieben wer-

den.
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4.3.2 CTCFL hat keinen klaren Einfluss auf die Anwesenheit bestimmter
Histon-Modifikationen an seinen Bindestellen

Eine weitere zu untersuchende Moglichkeit bestand in dem Einfluss der CTCFL Expres-
sion und Bindung auf Chromatin-bestimmende Histon-Modifikationen. Hierzu wurden
ChIP-Experimente mit entsprechenden Antikoérpern durchgefiihrt und mittels qPCR aus-
gewertet. Insgesamt wurden vier klassische Histon-Modifikationen fiir die Analyse aus-
gewihlt, zwei die im Zusammenhang mit aktivem Chromatin stehen, H3K4me3 und
H3K9ac, und zwei die charakteristisch fiir Hetero-Chromatin sind, H3K27me3 und
H3K9me3. Bei den untersuchten Bindestellen handelte es sich um die bereits in den Kom-
petitions-Analysen verwendeten Accs, Rab711 und Coll2al, die jeweils im Zusammen-

hang mit Aktivierung des entsprechenden Gens bei CTCFL Uberexpression stehen.
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Abb. 26: Aktive Histon-Modifikationen zeigen leichte erhohte Anwesenheit in Folge von CTCFL Ex-
pression an den untersuchten Bindestellen. Zellextrakt von uninduzierten und fiir 48 Stunden induzierten
Klon 34-Zellen wurde mit Antikdrpern gegen H3, H3K4me3, H3K9ac, H3K27me3, H3K9me3 oder zur
Kontrolle mit unspezifischen IgG inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels gPCR mit Oligonukleotidpri-
mern gegen die entsprechenden Regionen, welche jeweils nach dem néchstgelegen Gen benannt und relativ
zur eingesetzten Input-DNA dargestellt sind. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von zwei
unabhéngigen Ansétzen dar.

Fiir die drei untersuchten Bindestellen kann fiir die beiden aktiven Histon-Modifikationen
H3K4me3 und H3K9ac jeweils leichte Zunahmen der Bindung nach Expression von
CTCFL beobachtet werden (Abb. 26). H3K4 Trimethylierung zeigt jeweils die hochste

Anwesenheit, wiahrend die reprimierenden Modifikationen H3K27me3 und H3K9me3 an

den Bindestellen {iberhaupt nicht nachgewiesen werden konnen. Da an allen Bindestellen
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auch eine leichte Zunahme der Gesamtmenge an Histon H3 erkennbar ist wurde durch
eine weitere Normalisierung untersucht, ob die Zunahme der aktiven Modifikationen, nur

eine Folge der hoheren Menge an zu modifizierendem Histon H3 darstellt.
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Abb. 27: Nach Normalisierung iiber die H3 Menge zeigen die aktiven Histon-Modifikationen fast
keine Anreicherung an den untersuchten Bindestellen. Zellextrakt von uninduzierten und fiir 48 Stunden
induzierten Klon 34-Zellen wurde mit Antikérpern gegen H3, H3K4me3, H3K9ac, H3K27me3, H3K9me3
oder zur Kontrolle mit unspezifischen IgG inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels gPCR mit Oligonuk-
leotidprimern gegen die entsprechenden Regionen, welche jeweils nach dem ndchstgelegen Gen benannt
und relativ zur detektierten Histon H3 Menge an den Bindestellen dargestellt sind. Die Fehlerbalken stellen
die Standardabweichung von zwei unabhingigen Ansétzen dar.

In Folge der Normalisierung sind die leichten Zunahmen der aktiven Modifikationen
nicht mehr erkennbar (Abb. 27). Einzig H3K9ac zeigt an der Bindestelle Accs eine hdhere
Bindung im induzierten Klon 34. H3K4me3 dagegen zeigt hier nun eine schwache Ab-
nahme, die sich jedoch im Bereich des Fehlers befindet. Somit konnen keine klaren Ef-
fekte von CTCFL auf die vier untersuchten Histon-Modifikationen nachgewiesen wer-

den.

4.3.3 CTCFL zeigt keinen klaren Einfluss auf Cohesin-Bindung

In abschlieBenden Korrelationsanalysen wurde untersucht, welchen Einfluss die Bindung
von CTCFL auf Komponenten des Cohesin Komplexes hat. Bei dem Cohesin Komplex
handelt es sich um einen sehr wichtigen CTCF Interaktionspartner. CTCF und Cohesin

spielen zusammen die zentrale Rolle bei der Ausbildung von 3-dimesionalen DNA
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Schleifen. Hierzu wurden mdgliche Kandidaten-Bindestellen in ChIP-qPCR Experimen-
ten untersucht. Neben den drei Bindestellen im Promotor der Gene Accs, Gpr56 und
Coll2al, die bereits fiir die Kompetitions- als auch Histon-Modifikation-Experimente
genutzt wurden, sollten weitere doppelt gebundene Bindestellen, unabhédngig von be-
obachteter Kompetition in den ChIPseq Daten, analysiert werden. Somit wurden vier wei-
tere Bindestellen ausgewéhlt die, analog zu vorherigem Vorgehen, nach ihrem nichstge-
legenen Gen benannt wurden: AbcaS, Adnp2, Irak3 und Sars2. Die entsprechenden ChIPs
mit Antikorpern gegen Rad21, SA1, und SA2 wurden in biologischen Triplikaten in
Wildtyp NIH3T3 Zellen und induziertem Klon 34 durchgefiihrt und die erhaltene ChIP-
DNA mittels qPCR analysiert.

HE NIH3T3 Induzierter Klon 34

% Input

Col12al [J

Rad21

Abb. 28: Komponenten des Cohesin-Komplexes zeigen reduzierte Prizipitation in induziertem Klon
34. Zellextrakt von NIH3T3 Wildtyp-Zellen und fiir 48 Stunden inkubierten Klon 34-Zellen wurde mit
Antikdrpern gegen Rad21, SA1 oder SA2 inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels qPCR mit Oligonuk-
leotidprimern gegen die entsprechenden Regionen, welche jeweils nach dem néchstgelegen Gen benannt
und relativ zur eingesetzten Input-DNA dargestellt sind. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung
von drei unabhingigen Ansétzen dar.

Die Prézipitation aller drei untersuchten Faktoren ist im induzierten Klon 34 im Vergleich
zu den untransfizierten NIH3T3 Zellen reduziert (Abb. 28). Die einzelnen Bindestellen
zeigen dabei unterschiedliche Stirken der Bindung, wobei Gpr56 jeweils am stirksten
gebunden ist. Bei Gpr56 und Coll2al ist fiir alle drei Faktoren klar schwéchere Bindung
im induzierten Klon 34 zu erkennen. Die Bindestelle Accs zeigt die schwéchste, fast nicht
detektierbare Bindung des Cohesin Komplexes. Da aber auch bei dieser sehr schwach
gebundenen Stelle, zumindest fiir Rad21, eine niedrigere Prézipitation im Klon 34 er-
sichtlich ist, wurden die Daten zur Absicherung gegen ihre jeweilige unspezifische IgG-
Kontrolle verrechnet. Als unspezifische IgG Kontrollen diente fiir Rad21 Rabbit IgG und
fiir SA1 und SA2 Goat IgG.
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Abb. 29: Nach Normalisierung zeigen viele Bindestellen kein differentielles Bindeverhalten fiir Kom-
ponenten des Cohesin Komplexes. Zellextrakt von NIH3T3 Wildtyp-Zellen und fiir 48 Stunden inkubier-
ten Klon 34-Zellen wurde mit Antikdrpern gegen Rad21, SA1 oder SA2 inkubiert. Die Auswertung erfolgte
mittels qPCR mit Oligonukleotidprimern gegen die entsprechenden Regionen, welche jeweils nach dem
nichstgelegen Gen benannt und relativ zur jeweiligen Prizipitation von Rabbit IgG fiir RAD21, oder Goat
IgG fiir SA1 und SA2 dargestellt sind. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von drei unab-
hingigen Ansétzen dar.

Nach der Normalisierung zeigen die meisten Bindestellen keine unterschiedliche Bin-
dung der drei untersuchten Faktoren zwischen den beiden untersuchten Zelltypen (Abb.
29). Die vorher klar differentiell gebundenen Bindestellen Coll2al und Gpr56 zeigen
diese nun nicht mehr, und wenn sie doch schwach sichtbar ist, wie z.B. fiir SA2 iiber
Coll2al, dann befindet sich diese Abnahme klar im Bereich der Fehlerbalken. An der
Abca5 Stelle dreht sich der vorher betrachtete Trend sogar um und Klon 34 zeigt nun
hohere Bindung von Rad21, SA1 und SA2. Nur fiir die Bindestelle Adnp2 ist weiterhin
fiir alle drei Komponenten eine Abnahme der Bindung nach Expression von CTCFL er-
kennbar, wobei hier sehr grof3e Fehlerbalken, aufgrund der niedrigen Bindung der Fakto-
ren im Vergleich zur Input-DNA (Abb. 28), auftreten. Zur Kontrolle der jeweils vorlie-
genden Proteinmenge von Rad21, SA1 und SA2 in den untersuchten Zellen wurden Wes-
tern Blot- Analysen mit Proteinextrakt der NIH3T3- und Klon 34-Zellen und den entspre-
chenden Antikdrpern, die auch in den ChIP-Experimenten Verwendung fanden, durchge-
fithrt. Mit den SA1 und SA2 Antikérpern schlugen jeweils alle Versuche den Western
Blot zu etablieren fehl, somit konnten nur fiir Rad21 auswertbare Ergebnisse erzielt wer-

den.
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Abb. 30: Rad21 zeigt gleiche Proteinmenge in den analysierten Zellen. Ganzzell-Proteinextrakt aus
NIH3T3 Zellen, uninduzierten- und fiir 48 Stunden induzierten Klon 34 Zellen wurde mittels RIPA-Puffer
extrahiert. Es wurden jeweils 20 pg Protein der einzelnen Proben elektrophoretisch in einem 10% SDS-
PAGE-Trenngel aufgetrennt und mittels Wet-Blot auf eine PVDF-Membran tibertragen. Die Immundetek-
tion erfolgte mit Antikorpern gegen GAPDH, als Ladekontrolle, und unter Verwendung des Abcam Anti-
korpers gegen Rad21. Detektion der Antikdrper-Reaktion erfolgte unter Verwendung von chemilumines-
zenten HRP Substrates. Zur Quantifizierung der Rad21 wurde das Programm Quantity-One des VersaDocs
vwerwendet und jeweils die Rad21 Banden iiber das GAPDH Signal normalisiert

Unter Verwendung von GAPDH-spezifischem Antikorper zeigen alle untersuchten Pro-
ben vergleichbare Mengen an geladenem Protein (Abb. 30). Die Detektion mit Rad21
spezifischem Antikorper zeigt in allen Proben Expression von Rad21-Protein. Das spezi-
fische Signal ist bei einer Molekiilmasse von 130 kDa zu detektieren. Dies kann durch
quantitative Auswertung des Rad21 Western Blots unter Verwendung der QuantityOne
Software bestdtigt werden. Fiir den uninduzierten Klon 34 ist die Rad21 Menge mit 0,96
fach fast identisch zu den untransfizierten NIH3T3 Zellen. Der induzierte Klon 34 zeigt
sich leicht erhoht mit 1,32 facher Expression von Rad21 Protein. Starke generelle Ein-
fliisse der Proteinmenge von Rad21 auf die DNA-Bindung des Cohesin-Komplexes kon-

nen somit also ausgeschlossen werden.

4.4 Untersuchungen des Bindeverhaltens von CTCFL im
murinen Differenzierungssystem

Im Rahmen der Experimente im NIH3T3-System konnten keine klaren Korrelationen o-
der funktionale Aussagen iiber das Bindeverhalten von CTCFL getroffen werden. Um der
Frage nach Grund und Folge der Bindung nachzugehen sollte daher eine stabile, indu-
zierbare CTCFL-Expression im differenzierbaren Zellsytem etabliert und untersucht wer-
den. Als Zelllinie fiir diese Untersuchungen bot sich hier die murine Linie P19 an. Bei

dieser handelt es sich um eine Teratokarzinom-Linie mit Eigenschaften embryonaler
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Stammzellen (McBurney 1993). Analysiert werden sollte, ob die Differenzierung der Zel-
len und die damit einhergehende Anderung des Chromatin-Kontextes einen Einfluss auf
die Bindung von CTCFL haben wiirde. Eine andere Moglichkeit die untersucht werden
sollte ist der eventuelle Einfluss von CTCFL auf differenzierungsbedingte Anderungen
am Chromatin und dem genomweiten Gen-Expressionsmuster der Zellen. Da im Rahmen
dieser Fragestellung genomweite Bindemuster von CTCF und CTCFL erhoben wurden
boten sich auch vergleichende Analysen zum NIH3T3-Klon 34 an, um Aufschluss iiber

die Konservierung von CTCFL Bindevorgéngen zu erhalten.

4.41 Etablierung einer stabilen Expression von CTCFL in P19 Zellen

Die P19 Zellen wurden zur Herstellung stabiler Klone mit den Vektoren pBI-EGFP-
FLAG-mCtcfl & pTA-N unter Verwendung von jetPEI transfiziert. Nach 24 h erfolgte
ein Mediumswechsel und nach 72 h wurde dem Medium Puromyzin zur Selektion der
transfizierten Zellen zugegeben. Nach einer weiteren Kultivierung von 2 Wochen mit
Mediumswechsel alle zwei Tage, wurden Klone gepickt und gesondert weiter kultiviert.
Nach entsprechendem Wachstum wurden die Klone sowohl eingefroren als auch zur
Uberpriifung induziert. Induktion erfolgte fiir 48 h durch ausbleibende Zugabe von
Doxyzyklin zum Néhrmedium. Aus den Klonen wurde dann jeweils RNA isoliert, in

cDNA umgeschrieben und mittels RT-qPCR auf CTCFL Expression iiberpriift.

Citcfl
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Abb. 31: P19 Klon 16 zeigt starke induzierbare Expression von CTCFL. P19 Zellen wurden mit pBI-
EGFP-FLAG-mCTCFL und pTA-N transfiziert und mit Puromyzin selektiert. Es wurde sowohl von P19
Wildtyp-Zellen, als auch uninduziertem und fiir 48 h induziertem Klon 16 RNA isoliert und in cDNA um-
geschrieben. Als Positivkontrolle diente cDNA von induziertem NIH3T3 Klon 34. Die Auswertung er-
folgte mittels qRT-PCR unter Verwendung spezifischer exoniibergreifender Oligonukleotidprimer gegen
Ctcfl. Die Expression wurde gegen das Housekeeping-Gen B-Aktin normalisiert und dann der Expressi-
onswert von uninduziertem Klon 19 als 1 gesetzt.
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Die Auswertung der RT-qPCR zeigt induzierbare Expression von CTCFL im Klon 16
(Abb. 31). Die Expression wird durch die Induktion ca. 25-fach verstérkt. Bei Vergleich
mit induziertem Klon 34 zeigt induzierter Klon 16 einen um ca. 11-fach héheren Expres-
sionswert. Der uninduzierte Klon 16 zeigt ebenfalls eine klar detektierbare Expression
von CTCFL, die etwa bei der Hilfte vom induzierten Klon 34 liegt. Die induzierbare
CTCFL Expression sollte dann ebenso auf Proteinebene iiberpriift werden um sicherzu-
stellen, dass funktionales Protein von richtiger Lénge gebildet wird. Hierzu wurde ein
Western-Blot mit entsprechenden Antikérpern und NIH3T3 Klon 34 als Positivkontrolle
durchgefiihrt.
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Abb. 32: Klon 16 zeigt induzierbare Expression von CTCFL auf Proteinebene. Ganzzell-Proteinex-
trakt aus NIH3T3 Zellen, uninduzierten- und fiir 48h induzierten Klon 34 Zellen, P19 Zellen, uniduzierten
und fiir 48h induzierten Klon 16 Zellen wurde mittels RIPA-Puffer extrahiert. Es wurden jeweils 20 pg
Protein der einzelnen Proben elektrophoretisch in einem 10% SDS-PAGE-Trenngel aufgetrennt und mittels
Wet-Blot auf eine PVDF-Membran iibertragen. Die Immundetektion erfolgte mit Antikdrpern gegen
GAPDH, als Ladekontrolle, und unter Verwendung des sog. Sleutels6 Antikorpers gegen CTCFL. Detek-
tion der Antikodrper-Reaktion erfolgte unter Verwendung von chemilumineszenten HRP Substrates.

Im Western Blot zeigt sich unter Verwendung von GAPDH-spezifischem Antikorper,
dass in allen Proben Protein vorliegt und starke Abweichungen in den Proteinmengen
sind nicht erkennbar. Detektion mit CTCFL-spezifischem Antikorper zeigt Expression
von CTCFL in den induzierten Klonen auf Hohe von ca. 95 kDa (Abb. 32, rote Sterne).
In den uninduzierten Klonen ist diese Expression nicht erkennbar. Zuséatzliche unspezifi-
sche Signale treten in allen geladenen Proben auf. Somit kann die induzierbare Expres-

sion von CTCFL im Klon 16 auf RNA- und Protein-Ebene belegt werden und der Klon

fiir weitergehende Experimente genutzt werden.
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4.4.2 Einfluss von CTCFL auf die genomweite Expression von Genen in
Abhangigkeit von Differenzierung (Microarray)

Zur Untersuchung des Einflusses der CTCFL Expression auf die genomweiten Genex-

pressionsmuster wurden Microarray Experimente durchgefiihrt. Um den generellen Ein-

fluss von CTCFL, als auch den speziellen Einfluss auf differenzierungsspezifische Ex-

pressionsmuster, zu untersuchen wurden insgesamt vier unterschiedliche Ansétze analy-

siert (Tab. 2).

Tab. 2: Auflistung der beziiglich genomweiter Expressionsmuster analysierten Proben. Es wurde je-
weils RNA von undifferenzierten und differenzierte P19 Wildtyp Zellen als auch von undifferenzierten und
differenzierten, induzierten Klon 16 Zellen. Die Differenzierung erfolge durch Retinsdure Zugabe zum
Mahrmedium fiir 48 h.

Nummer Analysierte Probe
1 P19 Wildtyp
2 P19 Wildtyp differenziert (2 Tage RA)
3 P19 K16 induziert
4 P19 K16 induziert und differenziert (2 Tage RA)

Da fiir Microarray-Genexpressionsanalysen hochwertige RNA bendtigt wird wurden vor
der eigentlichen Durchfiihrung entsprechende Kontroll-Experimente durchgefiihrt. So
wurde je ein kleiner Teil der isolierten RNA in einem Agarose Gel aufgetrennt um die
18S und 28S RNA sichtbar zu machen. Gute nutzbare RNA zeichnet sich durch klare
Sichtbarkeit der beiden ribosomalen RNA Molekiile aus und das ist fiir die untersuchten

Proben jeweils der Fall (Abb. 33, A).
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Abb. 33: Die fiir die Genexpressionsanalyse isolierte RNA erfiillt die qualitativen Anforderungen.
(A) Je 1 pl der isolierten RNA wurde mit 4 ul H20 und 1 pl 6x Ladepuffer in einem 1% Agarose-Gel
aufgetrennt und durch Verwendung von EtBr unter UV-Licht visualisiert. (B) P19 Wildtyp Zellen und in-
duzierte Klon 16 Zellen wurden mit und ohne RA Einfluss kultiviert und jeweils RNA isoliert. Je 1 pg der
isolierten RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Die Auswertung erfolgte mittels qRT-PCR unter Verwen-
dung spezifischer exoniibergreifender Oligonukleotidprimer gegen Ctcfl, Oct4, Tdh, Foxal und Hoxa5.
Die Expression wurde gegen das Housekeeping-Gen B-Aktin normalisiert und dann jeweils der hochste
Expressionswert der 4 Proben als 1 gesetzt.

Neben der generellen RNA-Qualitédt sollte vor Durchfiihrung des genomweiten Experi-
mentes auch die Induktion von CTCFL im Klon 16 und die erfolgreiche Retinsdure-ver-
mittelte Differenzierung tiberpriift werden. Hierzu wurde ein kleiner Teil der isolierten
RNA in cDNA umgeschrieben und mittels qRT-PCR iiberpriift. Sowohl die CTCFL Ex-
pression in den Klon 16 Zellen im Vergleich zum Wildtyp als auch die differentielle Ex-
pression von Marker-Genen fiir Differenzierung kann anhand der isolierten RNA besté-
tigt werden (Abb. 33, B). So ist CTCFL nur in den Proben des induzierten Klon 16 de-
tektierbar und die zwei Gene Oct4 und Tdh, die charakteristisch fiir undifferenzierte Zel-
len sind, jeweils hohe Expression nur in den nicht RA-behandelten Proben. Umgekehrt
zeigen die Gene Foxal und Hoxa$5, die normalerweise in differenzierten Zellen exprimiert
sind, Expression in genau diesen RA-behandelten und damit differenzierten Zellen. Somit
war die RNA bereit fiir die Verwendung im Microarray Experiment. Die Genexpressi-
onsanalyse selbst wurde anschliefend von T. Bottger (MPI Bad Nauheim) auf der Affy-
metrix Gene 2.0 ST Plattform durchgefiihrt. Nach Erhalt der Rohdaten wurden die wei-
teren Analysen mit der jeweiligen von Affymetrix angebotenen Software (Expression
Console & Transcriptome Analysis Console) durchgefiihrt. In der initialen Analyse soll-
ten genomweit die in Folge der Differenzierung deregulierten Gene erfasst werden. Dazu

wurden die beiden undifferenzierten Datensdtze (P19 Wildtyp & P19 K16 induziert) mit
den beiden differenzierten (P19 Wildtyp +RA & P19 K16 +RA) paarweise verglichen.
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Ein dereguliertes Gen wurde in dieser Analyse nur erfasst wenn es sich in der Expression

zu den jeweils beiden anderen Datensitzen unterschied. Zeigte beispielsweise nur einer

der differenzierten Datensdtze eine Zu-/Abnahme eines Genes, der andere jedoch nicht,

so ging dieses Gen nicht in die Ergebnisse ein.
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Abb. 34: 623 Gene zeigen Deregulation in P19 Zellen im Zuge der RA-vermittelten Differenzierung.
Dargestellt ist eine mit der Transcriptome Analysis Console produzierte Darstellung der Expressionswerte
aller Gene in Gegeniiberstellung der undifferenzierten und differenzierten Datensdtze. Statistisch signifi-
kant hochregulierte Gene sind als griine, signifikant herab regulierte Gene als rote und nicht deregulierte
oder nicht signifikant deregulierte Gene als graue Datenpunkte dargestellt.

Mit dieser Analyse wurden 623 deregulierte Gene, mit den Charakteristika mindestens

zweifach dereguliert und einem p-Wert kleiner als 0,05, identifiziert (Abb. 34). Von den
623 deregulierten Genen sind 458 (Top 20 in Tab. 3) hochreguliert und 174 (Top 20 in

Tab. 4) herunterreguliert.

Tab. 3: Die 20 am stirksten induzierten Gene nach Differenzierung der P19 Zellen durch Zugabe
von Retinsiure. Neben dem offiziellen Gensymbol sind der vollstindige Name des Genes, die Stirke der
Deregulation und der entsprechende p-Wert angegeben.

Gen Vollstindiger Name x-fache | p-Wert
Deregu-
lation

Tshzl teashirt zinc finger family member 1 33,26 0,00052
Hoxal homeobox Al 31,09 0,018592
Hoxa5 homeobox A5 28,04 0,004093
Meisl Meis homeobox 1 27,97 0,004004
Hoxbl homeobox B1 14,51 0,003686
Hoxc5 homeobox C5 14,15 0,032364
Ednrb endothelin receptor type B 12,41 0,006005
Dhrs3 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3 11 0,005
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Rasgrp3 RAS, guanyl releasing protein 3 10,67 0,013889
Npnt nephronectin 10,21 0,008832
Rarb retinoic acid receptor, beta 10,11 0,002493
Plxna2 plexin A2 10,04 0,004698
Crabpl cellular retinoic acid binding protein | 8,91 0,040855
Gata6 GATA binding protein 6 8,47 0,044787
Dachl dachshund 1 (Drosophila) 8,36 0,0008
Mirl0a, microRNA 10a, homeobox B4 8,34 0,011107
Hoxb4
Foxal forkhead box Al 7,92 0,020192
Cyp26bl cytochrome P450, family 26, subfamily b, polypeptide 1 | 7,55 0,014164
Hoxa2 homeobox A2 7,53 0,007665
Flrt3 fibronectin leucine rich transmembrane protein 3 7,43 0,000745

Tab. 4: Die 20 am stiirksten herunterregulierten Gene nach Differenzierung der P19 Zellen durch
Zugabe von Retinsiure. Neben dem offiziellen Gensymbol sind der vollstindige Name des Genes, die

Starke der Dere

lation und der entsprechende p-Wert angegeben.

Gen Vollstindiger Name x-fache | p-Wert
Deregu-
lation
Mir302a microRNA 302a -89,31 0,000072
Mir302c microRNA 302c -88,84 0,000026
Mir367 microRNA 367 -71,16 0,00047
Mir302d microRNA 302d -47,27 0,000771
Enpp2 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 -24,69 0,005634
Mir302b microRNA 302b -21,38 0,00855
Tdgfl teratocarcinoma-derived growth factor 1 -17,52 0,039555
Otx2 orthodenticle homolog 2 (Drosophila) -10,71 0,022051
Utfl undifferentiated embryonic cell transcription factor 1 -10,65 0,005225
Foxi3 forkhead box 13 -10,6 0,007122
Mir290 microRNA 290 -10,23 0,011423
Pim2 proviral integration site 2 -10,19 0,002514
Tdh L-threonine dehydrogenase -9,44 0,022433
Efhd1 EF hand domain containing 1 -9,43 0,016778
Cyp2b23 cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 23 | -7,47 0,012784
Slc7a7 solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, | -7,24 0,007328
y+ system), member 7

Dnmt3b DNA methyltransferase 3B -7,04 0,000812
Pdzd4 PDZ domain containing 4 -6,99 0,000594
Ephal Eph receptor Al -6,48 0,007141
Fst follistatin -5,91 0,012438

In den Ergebnislisten konnen bereits bekannte Gene identifiziert werden, die vorher zur
Kontrolle der Differenzierung genutzt wurden. So ist beispielsweise Hoxa5 das am dritt
starksten induzierte Gen nach Differenzierung. Auch bei den herunterregulierten Genen
tauchten bekannte Marker fiir Pluripotenz auf, so zum Beispiel die microRNA Familie

302. Somit ist die erfolgreiche Differenzierung der entsprechenden Zellen abgesichert
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und es konnte der Einfluss von CTCFL im P19-System untersucht werden. Hierzu wur-
den analog zur vorherigen Analyse je zwei Datensdtze zusammengefasst und die gemein-
samen deregulierten Gene mittels der Transcriptome Analysis Console identifiziert. Zum
einen die CTCFL-negativen Proben P19 Wildtyp und P19 Wildtyp +RA zum anderen
P19 K16 induziert und P19 K16 induziert +RA. Im Zuge dieser Analyse konnen nur 82
deregulierte Gene identifiziert werden(Abb. 35). Auch hier ist die Mindestanforderung

eine Deregulation groBBer zweifach und ein p-Wert von kleiner 0,05.

13}
12|
11]

10

4L 0 UiEY

i CTCFLinduziert
22 3 4 5 & T 8 5 1 11 12 13

Abb. 35: 82 Gene zeigen differenzierungsunabhingige Deregulation in P19 Zellen nach Induktion
von CTCFL. Dargestellt ist eine mit der Transcriptome Analysis Console produzierte Darstellung der Ex-
pressionswerte aller Gene in Gegeniiberstellung der CTCFL-negativen und CTCFL-positiven Datensétze.
Statistisch signifikant hochregulierte Gene sind als griine, signifikant herab regulierte Gene als rote und
nicht deregulierte oder nicht signifikant deregulierte Gene als graue Datenpunkte dargestellt.

Nach Induktion von CTCFL ist mit 71 Genen (Top 20 in Tab. 5) der Hauptteil der dere-
gulierten Gene induziert. Nur 11 Gene (Tab. 6) zeigen reduzierte Expression im vorlie-

genden Datensatzvergleich.

Tab. 5: Die 20 am stéiirksten hochregulierten Gene nach CTCFL Induktion in P19 Zellen. Neben dem
offiziellen Gensymbol sind der vollstindige Name des Genes, die Stirke der Deregulation und der entspre-
chende p-Wert angegeben.

Gen Vollstindiger Name x-fache | p-Wert
Deregula-
tion
Grb10 growth factor receptor bound protein 10 6,56 0,0129
L1Md-Gf21, L1 repeat, Gf subfamily, member 21, testis ex- | 5,83 0,0478
Tex16 pressed gene 16
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Ctefl CCCTC-binding factor (zinc finger protein)-like 5,6 0,0475
Gpr56 G protein-coupled receptor 56 4,78 0,0062
Gabra5 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, | 4,71 0,0216
subunit alpha 5

Zfp640 zinc finger protein 640 4,12 0,038
Gm9805 predicted gene 9805 3,99 0,0496
Tex16 testis expressed gene 16 3,97 0,0309
Zcwpwl zinc finger, CW type with PWWP domain 1 3,07 0,0292
Ctsf cathepsin F 2,95 0,0142
Nodal nodal 2,78 0,0459
Mir669k microRNA 669k 2,58 0,0346
Mir669k microRNA 669k 2,58 0,0346
Rpp25 ribonuclease P 25 subunit (human) 2,54 0,0227
Pdgfd platelet-derived growth factor, D polypeptide 2,51 0,0223
Gm7173 predicted gene 7173 2,45 0,0007
Kbtbd7 kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 7 | 2,35 0,0076
9230114K14Ri | RIKEN c¢cDNA 9230114K 14 gene 2,27 0,0415
k

Slc46al solute carrier family 46, member 1 2,23 0,0115
Fzd10 frizzled homolog 10 (Drosophila) 2,22 0,0218

Tab. 6: Die 11 herunterregulierten Gene nach CTCFL Induktion in P19 Zellen. Neben dem offiziellen
Gensymbol sind der vollstdndige Name des Genes, die Stiarke der Deregulation und der entsprechende p-
Wert angegeben.

Gen Vollstindiger Name x-fache | p-Wert
Deregu-
lation
Tspan6 tetraspanin 6 -22,75 0,0109
Cftr cystic fibrosis transmembrane conductance regula- | -17,58 0,0151
tor

Jmjd8 jumonji domain containing 8 -4,44 0,0082
Pgcp plasma glutamate carboxypeptidase 2,7 0,0422
C330024D21Ri | RIKEN ¢cDNA C330024D21 gene -2,49 0,0183
k

Maob monoamine oxidase B -2,46 0,0085
Rab6b RAB6B, member RAS oncogene family -2,45 0,02
Timp1 tissue inhibitor of metalloproteinase 1 2,18 0,0285
nA nicht angegeben -2,13 0,0061
Sumf2 sulfatase modifying factor 2 2,11 0,0121
Ppap2c phosphatidic acid phosphatase type 2C -2,05 0,0359

Einige der identifizierten Gene wurden anschlieend zur Validierung der genom-weiten
Analyse ausgewihlt. Dies waren, zur Uberpriifung der abnehmenden Expression nach
Differenzierung, die Gene Tdh und Oct4 (auch Pou5f1), zur Uberpriifung der Zunahme,
die Gene Hoxa5 und Csn3. Einige dieser Gene waren bereits von der Initial-Kontrolle der

RNA vor dem Microarray-Experiment bekannt (Abb. 33), sollten nun jedoch in einer un-
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abhingigen Wiederholung des Experimentes in vier biologischen Replikaten erneut iiber-
priift werden. Zur Validierung des CTCFL-Einflusses wurden die induzierten Gpr56 und
Grb10, sowie das reprimierte Gen Tspan6 gewahlt. Diese Gene wurden ebenfalls mittels

RT-gPCR in jeweils vier biologischen Replikaten analysiert.
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Abb. 36: Die Deregulation der gewiihlten Gene konnte mittels qRT-PCR bestitigt werden. Die RNA
von P19 Wildtyp Zellen, P19 Wildtyp Zellen die 2 Tage differenziert wurden, induzierten Klon 16 Zellen
und induzierten Klon 16 Zellen die fiir 2 Tage differenziert wurden, wurde isoliert und in cDNA umge-
schrieben. Die Auswertung erfolgte mittels qRT-PCR unter Verwendung spezifischer exoniibergreifender
Oligonukleotidprimer gegen Hoxa5, Csn3, Tdh, Oct4, Gpr56, Grb10 und Tspan6. Die Expression wurde
gegen das Housekeeping-Gen (-Aktin normalisiert und dann fiir jedes Gen jeweils der hochste Expressi-
onswert der vier cDNAs als 1 gesetzt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von vier unabhén-
gigen Ansétzen dar.

Die Auswertung mittels QRT-PCR unter Verwendung der entsprechenden spezifischen
Oligonukleotidprimern zeigt fiir die Pluripotenz-assozierten Gene Oct4 und Tdh nur Ex-
pression in den Zellen ohne RA Zugabe, fiir die Differenzierungsgene Hoxa5 und Csn3
ist genau das reziproke Muster an Expression zu beobachten. Diese beiden Gen-Paare
sind somit in keiner der Zellen gleichzeitig exprimiert. Bei Betrachtung der CTCFL be-
einflussten Gene zeigen Gpr56 und Grb10 jeweils Expression in den Klon 16 Zellen, wo-
bei die Expression fiir Beide in den zusédtzlich RA-behandelten Zellen hoher als in den
unbehandelten Zellen ist. Tspan6, das als einziges der 11 durch CTCFL Expression re-
primierten Gene untersucht wurde, zeigt in den Wildtyp Zellen Expression, in den Klon
16 Zellen dagegen ist iiberhaupt keine Expression nachweisbar. Auch Tspan6 zeigt in den
RA-behandelten Zellen eine etwas hohere Expression als in den undifferenzierten Wild-
typ Zellen. Fiir alle drei der CTCFL-beeinflussten Gene ist jedoch auch die Varianz in-
nerhalb der Replikate eines Zelltyps groBer als bei den untersuchten Differenzierungsge-

nen, was sich in den um einiges groeren Standardabweichungen darstellt. Fiir alle sieben
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untersuchten Gene konnen somit aber die Ergebnisse der genomweiten Microarray-Ex-

perimente und Auswertungen bestétigt werden.

4.4.3 Ildentifizierung der genomweiten Bindestellen von CTCFL im
Differenzierungssystem (ChlPseq)

Nach Identifizierung der deregulierten Gene im P19 System sollten darauffolgend Ana-
lysen zur DNA Bindung von CTCFL durchgefiihrt werden. Ziel war der Erhalt eines ge-
nomweiten Bindemusters fiir CTCFL als auch CTCF und die eventuelle Identifikation
eines Einflusses der RA-vermittelten Differenzierung auf diese Muster. Bevor genom-
weite Analysen durchgefiihrt werden konnten, mussten die entsprechenden experimen-
tellen Bedingungen der Chromatin-Immunprézipitation fiir die P19 Zellen angepasst wer-
den und positive Kontroll-Bindestellen von CTCFL identifiziert werden. Anhand des be-
reits bekannten Bindeprofiles von CTCFL in NIH3T3 Zellen wurden sechs mdgliche Bin-
destellen ausgewéhlt. Neben den neuen Bindestellen Snapin, Pvalb, Prss50, Slc48al soll-
ten auch die bereits in den Kompetitions-Experimenten untersuchten Bindestellen
Coll2al und Rab711 (4.3) beziiglich der CTCFL Bindung im P19 Klon 16 iiberpriift wur-
den. Dazu wurden, nach Optimierung der Methode, ChIPs mit den Antikdrpern Sleutels6
(gegen CTCFL) und N2.2 (gegen CTCF) durchgefiihrt.

P19 wt P19 K16 uninduziert P19 K16 induziert

Abb. 37: Die Bindestelle Snapin zeigt starke CTCFL Bindung in induzierten Klon 16 Zellen. Zellex-
trakt von P19 Wildtyp-Zellen, uninduzierten P19 Klon 16 Zellen und fiir 48 Stunden inkubierten Klon 16
Zellen wurde mit Antikdrpern gegen CTCF, CTCFL oder zur Kontrolle mit unspezifischen IgG inkubiert.
Die Auswertung erfolgte mittels qPCR mit Oligonukleotidprimern gegen die entsprechenden Regionen,
welche jeweils nach dem néchstgelegen Gen benannt und relativ zur eingesetzten Input-DNA dargestellt
sind. Als fiir beide Faktoren ungebundene Kontrolle wurde eine Bindestelle im genomischen Bereich des
Amylase Gens verwendet. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von zwei unabhéngigen An-
sdtzen dar.
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Nach Auswertung der ChIP-DNA mittels qPCR kann die Snapin Bindestelle als CTCFL
gebunden identifiziert werden (Abb. 37). So ist im induzierten Klon 16 hier eine Bindung
von iiber 1% Input detektierbar, wahrend diese im uninduzierten Klon bei nur ca. 0,2%
liegt. Die Wildtyp Zellen zeigen jeweils nur Bindung von CTCFL im Bereich der Nega-
tivkontrolle Amylase. Einzige Ausnahme stellt hier die Slc48al Bindestelle dar, die eine
Bindung von ca. 0,2% zeigt. Diese Bindestelle zeichnet sich jedoch durch schlechte Amp-
lifikation in der qPCR aus was die Varianz der PCR Signale stark erhoht. In den beiden
anderen Chromatin-Proben der Klone ist Slc48al nicht (K16 uninduziert), oder nur
schwach (K16 induziert) von CTCFL gebunden. Im induzierten Klon 16 kann weiterhin
schwache Bindung von CTCFL an die Bindestellen Col12al, Pvalb und Prss50 detektiert
werden. Die Bereiche Col12al und Snapin sind in allen drei untersuchten Proben jeweils
im Bereich von 0,5% bis 1% gebunden und werden durch die Bindung von CTCFL au-
genscheinlich nicht beeintriachtigt. Anhand der Identifikation von Snapin als robuster
CTCFL Bindestelle im P19 System konnten darauffolgende ChIPs nun leicht beziiglich
ihrer Effizienz der Prizipitation analysiert und verglichen werden. Zur genomweiten Be-
stimmung der Bindestellen von CTCFL im P19 System sollte dann eine ChIP-Sequenzie-
rung durchgefiihrt werden. Dafiir wurde eine entsprechende Zahl an individuellen ChIPs
durchgefiihrt und die erhaltene DNA gesammelt um 10 ng, die bendtigte Menge fiir die
Library-Priparation, zu erhalten. Um einen eventuellen Einfluss der Differenzierung auf
das Bindeverhalten von CTCF und CTCFL zu identifizieren wurde auch ChIP DNA von
differenziertem Klon 16 Zellen gewonnen und sequenziert. Diese Zellen wurden fiir zwei
Tage unter Verwendung von Retinsdure differenziert und dann fiir zwei weitere Tage
induziert um CTCFL zu produzieren. Zur spateren Kontrolle und Verrechnung der ChIP-
seq Daten wurde auch jeweils eine Probe der Input-DNA vom induzierten, undifferen-
zierten und vom induzierten, differenzierten Klon sequenziert. Vor Versand der DNA-
Proben wurden jeweils qualitative und quantitative Analysen des Materials durchgefiihrt,
damit sollte einerseits sichergestellt werden, dass mindestens eine 10-fache Anreicherung
einer Bindestelle gegeniiber einer nicht-Bindestellen vorlag, andererseits, dass die bend-
tigte minimale DNA-Menge von 10 ng vorlag, die fiir den Sequenzierungsablauf notig
war. Die genaue Quantifizierung der DNA Mengen erfolgte mittels einem Qubit (Ther-
moFisher Scientific) Fluorometer und fiir alle Proben kann eine ausreichende Menge an

DNA, von mehr als 10 ng, nachgewiesen werden (Tab. 7).
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Tab. 7: Auflistung der sequenzierten Proben und jeweiligen DNA Mengen. Chromatin Immunoprézi-
pitationen erfolgten entweder mit spezifischem Antikérper N2.2 gegen CTCF oder Sleutels6 gegen CTCFL.
Alle IPs mit einem Antikoérper wurden vereinigt und das Volumen dann mittels SpeedVac auf 40 pl redu-
ziert. Vor Versand der DNA erfolgte die Quantifizierung unter Verwendung eines Qubit Flurometers

Nummer Analysierte Probe DNA Menge (ng)
1 P19 Klon 16 induziert — Input-DNA 23,76
2 P19 Klon 16 induziert — CTCF IP 54,00
3 P19 Klon 16 induziert — CTCFL IP 31,12
4 P19 Klon 16 induziert & differenziert — Input-DNA 25,68
5 P19 Klon 16 induziert & differenziert — CTCF IP 44,40
6 P19 Klon 16 induziert & differenziert — CTCFL IP 23,28

Zur Kontrolle der Anreicherung der Bindestellen wurde die zu sequenzierende DNA mit-
tels qPCR {iberpriift. Die hierzu ausgewihlten genomischen Bereiche waren einerseits
Snapin als positive Bindestelle und andererseits Thocl down als Bereich fiir den keine

Bindung von CTCF oder CTCFL bekannt war.

1,2 -
M Snapin
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EThocl down
5. 0.8 A
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K16 induziert K16 induziert K16 induziert K16 induziert
CTCF CTCFL +RA CTCF +RA CTCFL

Abb. 38: CTCF und CTCFL sind in den ChIPseq-Proben an der Snapin Bindestelle stark angerei-
chert. Chromatin Immunoprézipitationen erfolgten entweder mit spezifischem Antikdrper N2.2 gegen
CTCEF oder Sleutels6 gegen CTCFL. Die Auswertung erfolgte mittels gPCR mit Oligonukleotidprimern
gegen die entsprechenden Regionen, welche jeweils nach dem nichstgelegen Gen benannt und relativ zum
gqPCR Signal der Klon 16 induziert CTCF Probe dargestellt sind. Die Fehlerbalken stellen die Standardab-
weichung von je zwei pPCR Ansétzen dar.

Nach Auswertung der ChIP-DNA mittels qPCR zeigen CTCF und CTCFL eine stark er-
hohte Bindung an die Snapin Stelle im Vergleich zur Thocl down Stelle (Abb. 38). Diese
Anreicherung bewegt sich zwischen 47-fach fiir die CTCF-IP im induzierten Klon 16 bis

hin zu 101-fach fir die CTCFL-IP im induzierten und differenzierten Klon 16. Somit ist

in allen, zur Sequenzierung bestimmten, Proben eine Anreicherung einer Bindestelle {iber
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eine Nicht-Bindestelle von weit iiber 10-fach detektierbar und die DNA damit fiir die
weiteren Experimente nutzbar. Die Sequenzierung selbst, inklusive der Library-Prépara-
tion, wurde dann von S. Bhuju und M. Jarek (HZI Braunschweig) durchgefiihrt und die
bioinformatische Auswertung der Rohdaten erfolgte durch M. Bartkuhn (JLU Gief3en).
Nach der Identifikation der jeweiligen Bindestellen, fiir die Datensétze, wurde eine Kor-
relationsanalyse durchgefiihrt und der Grad der Uberlappung von Bindestellen zwischen

den einzelnen Datensitzen in einem Venn Diagramm dargestellt.

CTCFL (Klon 16) CTCFL (Klon 16 +RA)

CTCF (Klon 16) CTCF (Klon 16 +RA)

g

Abb. 39: Der systematische Vergleich der CTCF und CTCFL-Bindestellen des undifferenzierten und
differenzierten Klons 16 identifiziert iiberlappende aber auch jeweils individuelle Bindestellen. Dar-
gestellt ist ein Venn-Diagramm das die Zahl der identischen Bindestellen zwischen den Datensdtzen an-
zeigt. Alle Bindestellen eines Datensatzes sind dabei in einer Ellipse angezeigt und die sich iiberschnei-
dende Bereiche zeigen gemeinsame Bindestellen.

Die Datensitze flir den undifferenzierten Klon 16 weisen sowohl fiir CTCF (45.025 zu
29.426) als auch CTCFL (15.816 zu 2.536) eine hohere Zahl an identifizierter Bindestel-
len auf als die entsprechenden Sequenzierungen im differenzierten Klon 16. Bei Betrach-
tung der Uberlappung der Bindestellen zeigen die 4 analysierten Datensétze eine groB3e
Diversitdt untereinander, nur 893 Bindestellen sind in allen Fillen von CTCF bzw.
CTCFL gebunden (Abb. 39). Somit zeigen sowohl CTCF als auch CTCFL einen Grad an
differentieller DNA Bindung auf genomweiter Ebene in Folge von Zelldifferenzierung.
Zur genaueren Betrachtung und Einordnung der Daten wurden auch einzelne paarweise

Vergleiche der iiberlappenden Bindestellen in Venn Diagrammen dargestellt.



4 Ergebnisse 101

CTCF CTCFL
Klon 16 Klon 16 +RA  Klon 16 Klon 16 +RA

17788 14484 e%

Klon 16 Klon 16 +RA
CTCF CTCFL CTCF CTCFL

35680 e @) 792

Abb. 40: Paarweise Vergleiche der Bindestellen zeigen unterschiedliche starke Uberlappung. Darge-
stellt sind Venn-Diagramme der paarweisen Vergleiche der genom-weiten Datensitze,die die Zahl der je-
weils identischen Bindestellen anzeigen. Alle Bindestellen eines Datensatzes sind dabei in einem Kreis
angezeigt und die sich iiberschneidende Bereiche zeigen gemeinsame Bindestellen.

Die paarweise Betrachtung der Uberlappung der Bindestellen zeigt das 60% der CTCF
Bindestellen (17.788 von 29.426) und 52 % der CTCFL Bindestellen (1.332 von 2.536)
die im differenzierten Klon identifiziert wurden auch im uninduzierten Fall, von den bei-
den Faktoren gebunden, vorliegen (Abb. 40, obere Reihe). CTCFL zeigt somit eine etwas
hohere Variabilitit der Bindestellen in Folge der Differenzierung. Analysiert man den
Grad an Uberlappung von CTCF und CTCFL jeweils innerhalb eines Zelltyps so sind im
undifferenzierten Klon 59% der CTCFL Bindestellen (9.345 von 15.816) auch CTCF
Bindestellen wihrend im differenzierten Klon 68% der CTCFL Bindestellen (1.744 von
2.536) CTCF Bindung aufweisen (Abb. 40, untere Reihe). Somit zeigen die Faktoren in
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beiden untersuchten Zustéinden der P19 Zellen einen deutlichen Teil an identischer Bin-
destellen, aber es lassen sich jeweils auch nur von einem Faktor gebundene genomische

Bereiche feststellen.

Zur Identifizierung des moglichen Einflusses von Anderungen der Histon-Modifikatio-
nen im Bereich der CTCFL-Bindestellen auf die CTCFL Bindung, wurden differenzielle
CTCFL-Stellen identifiziert und dann mit frei verfiigbaren Datensdtzen fiir H3K4me2
und H3K27Ac verglichen, die ebenfalls in P19 Zellen mit identischem Differenzierungs-
protokoll gewonnen wurden (Sérandour et al. 2012). Dieser Vergleich erfolgte anhand
einer kumulativen Zusammenfassung aller Bindesignale der beiden Histon-Modifikatio-
nen iiber die beiden Gruppen der identifizierten P19-differenziert spezifischen und P19-

undifferenziert spezifischen Bindestellen.
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Abb. 41: Differentielle CTCFL Bindemuster Korrelieren nicht mit zwei untersuchten Histonmodifi-
kationen. Differenzielle CTCFL-Bindestellen wurden identifiziert und dann die Bindedaten der entspre-
chenden Datensétze fiir H3K4me3 und H3K27Ac, in einem genomischen Fenster von +/-5000 bp dariiber
dargestellt.
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Die bioinformatische Auswertung zeigt einerseits, dass die Gruppen der Bindestellen kor-
rekt gewdhlt sind, da bei Betrachtung der CTCFL Bindung nur fiir die jeweils zugrunde
liegende Gruppe eine starke Bindung detektierbar ist (Abb. 41), andererseits ist fiir die
Modifikationen kein Unterschied erkennbar. So zeigen sowohl die P19-undifferenziert
spezifischen als auch die P19-differenziert spezifischen Bindestellen in beiden Fillen An-
wesenheit von H3K4me3 und H3K27ac die nicht zur beobachteten CTCFL-Bindung kor-
reliert. Einzig fiir die H3K27 Acetylierung iiber die P19-undifferenziert spezifischen Bin-
destellen ist eine leicht erniedrigte Anwesenheit in den differenzierten P19 Zellen ersicht-
lich, diese Korrelation lésst sich jedoch fiir den umgedrehten Fall nicht bestéitigen. Somit
konnte im Zuge dieser Analyse kein genereller Zusammenhang zwischen differenziellen
CTCFL-Bindevorgingen und differenziellen Histon-Modifikations-Mustern gefunden

werden.

4.4.4 Vergleichende Analyse der CTCFL-Bindung zwischen NIH3T3 und
P19 Klonen

Da bei den Analysen innerhalb des Klons 16 keine Aussagen iiber den Zusammenhang
zwischen CTCFL-Bindung und der zwei untersuchten Histon-Modifikationen H3K4me3
und H3K27ac gemacht werden konnten sollten Zelltyp tlibergreifende vergleichende Ana-
lysen durchgefiihrt werden. Zur Untersuchung zelltyp-spezifischer Bindemuster von
CTCFL wurden die Bindestellen der NIH3T3- und P19-Zellklone systematisch miteinan-
der verglichen. Fiir den P19-Klon wurden jeweils die Datensdtze der Zellen im undiffe-
renzierten Zustand verwendet. Die Gesamtzahlen der Bindestellen der Datenséitze waren,
bei stringenter Filterung, fiir NIH3T3 44.628 CTCF und 15.760 CTCFL Bindestellen und
fiir P19 32.204 CTCF und 5.816 CTCFL Bindestellen. Fiir diese Datensitze wurde der

Anteil an geteilten Bindestellen in einem Venn-Diagramm dargestellt.
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CTCF (3T3) CTCFL (P19)
CTCFL (3T3) CTCF (P19)

Abb. 42: Der systematische Vergleich der CTCF und CTCFL-Bindestellen der beiden Klone identi-
fiziert iiberlappende aber auch jeweils individuelle Bindestellen. Dargestellt ist ein Venn-Diagramm
das die Zahl der identischen Bindestellen zwischen den Datensdtzen anzeigt. Alle Bindestellen eines Da-
tensatzes sind dabei in einer Ellipse angezeigt und die sich iiberschneidende Bereiche zeigen gemeinsame
Bindestellen.

Die Analyse belegt, dass alle Datensdtze gemeinsame Bindestellen zeigen. So sind bei-
spielsweise 1.354 Bindestellen in beiden Zellklonen sowohl CTCF als auch CTCFL ge-
bunden (Abb. 42). Andererseits zeigen beide Klone auch jeweils einzigartige Bindestellen
fiir beide Proteine, so sind etwa 6.276 Bindestellen nur von CTCFL im NIH3T3-Daten-
satz und sonst keinem anderen untersuchten Datensatz gebunden. Betrachtet man den
Anteil identischer CTCF Bindestellen zwischen den Klonen so zeigt sich eine 57,2%ige
Uberlappung (18.412 von 32.204) der P19 Bindestellen mit den NIH3T3 Bindestellen.
Fiir CTCFL ist eine niedrigere Uberlappung zwischen den Zelltypen zu betrachten, hier
sind nur 36,4% (2.116 von 5.816) der P19-Stellen auch in NIH3T3 Zellen gebunden, was
somit einen Hinweis auf variablere Bindemuster von CTCFL im Vergleich zu CTCF dar-
stellt. Im nichsten Schritt wurde die genomweite Verteilung der Bindestellen in Bezug
auf funktionelle genomische Klassen analysiert. Dazu wurde dargestellt welcher Anteil

der Bindestellen der einzelnen Datensétze welcher genomischen Klasse zugeordnet wer-

den konnte.
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Abb. 43: CTCF- und CTCFL-Bindestellen sind sowohl in P19 als auch NIH3T3 Zellen in Gen-asso-
ziierten Bereichen angereichert. Der Anteil der jeweiligen Bereiche am Genom ist in der rechten Séule
angegeben. Links davon sind die tatsdchlichen Verteilungen der CTCF und CTCFL Bindestellen in den
P19- und NIH3T3-Zellen dargestellt.
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Bei der Verteilung der jeweiligen Bindestellen im Genom sind Unterschiede zu betrach-
ten. So zeigt CTCF, bei Analyse der Verteilung der Bindestellen im Genom, in NIH3T3-
Zellen eine groflere Anreicherung in Gen-assoziierten Bereichen als in P19-Zellen (Abb.
43). Diese zeigen zwar auch eine Anreicherung im Vergleich zum Anteil im Genom, aber
in den NIH3T3 Zellen sind insgesamt mehr CTCF Bindestellen in Exons, TESs, TSSs
und in den upstream-Bereichen der TSSs vorhanden. CTCFL zeigt in beiden Klonen eine
groBere Priferenz fiir offene Chromatin-Bereiche, so zeigt CTCFL jeweils einen grof3eren
Anteil seiner Bindestellen in Exons und TSSs als der vergleichbare CTCF Datensatz. So-
mit konnten in beiden Zell-Klonen die gleichen zugrundeliegenden genomischen Vertei-
lungsmuster von CTCFL-Bindestellen identifiziert werden, obwohl insgesamt die Uber-
lappung dieser Bindestellen nicht sehr grofl war. Um den Zusammenhang dieser zelltyp-
spezifischer Bindevorginge von CTCFL mit moglichen Unterschieden im Aufbau des
Chromatins in den jeweiligen DNA-Abschnitten zu untersuchen wurden weitere bioin-

formatische Korrelationsanalysen durchgefiihrt. Dazu wurden die spezifischen CTCFL-
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Bindestellen identifiziert und dann mit frei verfiigbaren Datensitze fiir die Histon-Modi-
fikation H3K4me2 aus P19- und NIH3T3-Zellen korreliert. Weitere Datensdtze anderer

Histon-Modifikationen standen zum Zeitpunkt der Analysen nicht zur Verfiigung.
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Abb. 44: Zelltypspezifische CTCFL-Bindestellen zeichnen sich durch differenzielle Anwesenheit von
H3K4me2 aus. Differenzielle CTCFL-Bindestellen wurden identifiziert und dann die Bindedaten der ent-
sprechenden Datensitze fiir H3K4me2, in einem genomischen Fenster von +/-5000 bp dariiber dargestellt.

Die bioinformatische Analyse zeigt jeweils fiir die spezifischen Bindestellen einherge-
hende verstirkte Anwesenheit von H3K4me2, so zeichnen sich die in P19-Zellen von
CTCFL gebundenen Bindestellen durch mehr H3K4me?2 aus, als die gleichen, nicht ge-
bundenen Bereiche, in NIH3T3 Zellen (Abb. 44). Anders herum lésst sich die gleiche Kor-
relation betrachten. Bei Betrachtung der Ergebnisse fiir CTCFL Bindung zeigt sich, das
aufgrund der Auswahl der Klassen erwartete Ergebnis, so zeigen beispielsweise P19 spe-
zifische Bindestellen auch wirklich nur ein Signal in P19 Zellen. Somit kénnen bei der
zelltyp-iibergreifenden Analyse differenzielle CTCFL-Bindestellen mit einhergehender
Anwesenheit einer Histon-Modifikation, H3K4me2, positiv korreliert werden. Weitere
Untersuchungen zu anderen Histon-Modifikationen waren auf einer genom-weiten
Ebene, wegen dem Fehlen entsprechender Datensétze, nicht moglich. Um dennoch Aus-
sagen lber differentielle CTCFL-Bindemuster in Abhéngigkeit von unterschiedlicher
DNA-Zuginglichkeit in den Klonen treffen zu kdnnen wurden FAIRE Experimente
durchgefiihrt. Hierzu wurde sowohl in induziertem NIH3T3 Klon 34 und induziertem P19
Klon 16 der Anteil an offener, zugénglicher DNA mittels FAIRE isoliert und durch gPCR
ausgewertet. Als Bereiche die in den PCRs {iberpriift werden sollten, wurden jeweils 3

Bereiche mit NIH3T3 spezifischer CTCFL-Bindung (Beispiel Abb. 45) und 3 mit P19-
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spezifischer (Beispiel Abb. 46) anhand der vorhandene CTCFL ChIPseq Daten ausge-

wihlt.
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Abb. 45: Genomischer Bereich des Gens Trim65 der die NIH3T3 spezifische Bindung von CTCFL
zeigt. Dargestellt der Genbereiches von 7rim65, Exons sind in blauen Boxen angegeben, der translatierte
Bereich dabei in dickeren, der untranslatierte Bereiche in schmaleren Boxen. Dariiber sind jeweils die
CTCFL-ChIPseq-Profile in NIH3T3-Zellen (rot) und P19-Zellen (griin) angegeben. Die genaue Lokalisa-

tion des entsprechenden ChIP-PCR Produktes ist ebenfalls dargestellt.
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Abb. 46: Ausschnitt des genomischen Bereichs des Gens Adcy5 der die P19 spezifische Bindung von
CTCFL zeigt. Dargestellt ist ein Teil des Genbereiches von Adcy5, Exons sind in blauen Boxen angegeben,
der translatierte Bereich dabei in dickeren, der untranslatierte Bereiche in schmaleren Boxen. Dariiber sind
jeweils die CTCFL-ChIPseq-Profile in NIH3T3-Zellen (rot) und P19-Zellen (griin) angegeben. Die genaue

Lokalisation des entsprechenden ChIP-PCR Produktes ist ebenfalls dargestellt.
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Abb. 47: Fiir 4 der 6 untersuchten Bereiche kann differenzielle Offenheit des Chromatins zwischen
den Klonen detektiert werden. FAIRE-DNA von induzierten P19 Klon 16 und induzierten NIH3T3 Klon
34 Zellen wurde gewonnen und mittels qPCR, unter Verwendung entsprechender Oligonukleotidprimer
gegen genomische Regionen, welche jeweils nach dem nichstgelegen Gen benannt und relativ zum FAIRE
gPCR Signal der Snapin Bindestelle in den jeweiligen Proben dargestellt sind, analysiert. Die Fehlerbalken
stellen die Standardabweichung von je drei unabhédngigen Ansétzen dar.

Die Auswertung der qPCR zeigt fiir vier der sechs ausgewihlten Bereiche eine differen-
tielle Zugénglichkeit in den FAIRE-Experimenten (Abb. 47). So zeigen zwei (Ctgf &
Trim65) der drei, in NIH3T3 CTCFL gebundenen Bereiche, auch eine NIH3T3 spezifi-
sche Offenheit des Chromatins. Umgekehrt zeichnen sich von den drei, in P19 Zellen
CTCFL gebundenen Bereichen, zwei (Adcy5 & Jag2) auch durch eine hohere Zuging-
lichkeit in P19 Zellen aus. Die Bereiche Lrrc41 und Kremen?2 zeigen keine differentielle
Offenheit zwischen den untersuchten Zellen. Somit koénnen fiir einige Bindestellen die
zelltyp-spezifische CTCFL Bindung zeigen einhergehende Unterschiede in der Zugéng-
lichkeit der DNA in diesen Zellen festgestellt werden.

4.4.5 Gewinnung eigener Daten fiir Konformationsanderung des
Chromatins in Folge von Differenzierung

Da die genomweiten Daten fiir Histon-Modifikationen in P19 Zellen aus 6ffentlichen Da-

tenbanken stammten unterliegen sie mdglichen Fehlerquellen und experimentellen Ab-

weichungen zu den eigenen analysierten Zellen. Auch lagen nur Daten filir wenige aktive

Modifikationen vor. Daher sollten eigene Daten fiir die generelle Zugénglichkeit des

Chromatins im P19 Klon 16 in Abhingigkeit von CTCFL Expression erzeugt werden.
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Hierzu bot sich die FAIRE Methode an, die ohne Berlicksichtigung von bestimmten Tran-
skriptionsfaktoren oder Histon-Modifikationen ein Mal3 an Offenheit von DNA Berei-
chen liefert. Um einen moglichst grofen Einfluss der Differenzierung auf das Chromatin
zu erhalten wurden die P19 Klon 16 Zellen fiir 9 Tage durch Zugabe von RA differenziert
und anschlieBend fiir 2 Tage fiir CTCFL Expression induziert. Als Kontrolle wurden P19
Klon 16 Zellen fiir die gleiche Dauer normal kultiviert und dann auch 2 Tage induziert.
Anschlieend wurde die FAIRE Methode in biologischen Triplikaten durchgefiihrt. Zur
Uberpriifung der erfolgreichen Durchfiihrung der FAIRE-Methode, wurden 4 Kandida-
ten-Bereiche Tdh, Oct4, Meis1 und Hoxa5 ausgesucht, die bei Betrachtung von 6ffentli-
chen Daten fiir H3K27Ac eine Anderung dieser Modifikation in Antwort auf RA vermit-
telte Differenzierung zeigen (Beispielhaft Meisl, Abb. 48). Diese Bereiche wurden je-

weils nach dem néchstgelegen Gen benannt.
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Abb. 48: Genomischer Bereich des Gens Meisl der das differenzielle Muster von H3K27 Acetylie-
rung im Zuge RA vermittelter Differenzierung zeigt. Dargestellt ist ein Teil des Genbereiches von
Meisl, Exons sind in blauen Boxen angegeben, der translatierte Bereich dabei in dickeren, der untransla-
tierte Bereiche in schmaleren Boxen. Dariiber sind jeweils die H3K27Ac-ChIPseq-Profile in undifferen-
zierten (-RA) und differenzierten (+RA) P19 Zellen angegeben.

Die ausgewihlten Kandidaten-Bereiche zeigen bei Betrachtung der H3K27Ac Chip-seq-
Profile sehr starke Unterschiede zwischen undifferenzierten und differenzierten Zellen.
So zeigt exemplarisch die Meis1 Stelle fast komplette Abwesenheit dieser Modifikation
welche dann nach 2 Tagen RA-vermittelter Differenzierung sehr breit {iber den gesamten
Promotorbereich des Meis1-Gens zu detektieren ist (Abb. 48). Diese Anderung im Mo-

difikationsmuster geht mit Hochregulation von Meisl, einem wichtigen Faktor in zellu-

laren Differenzierungsabldufen, einher. Somit stellten die ausgesuchten DNA-Bereiche
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gute Ziele zur Detektion von differenziellem FAIRE-Signal dar. Dazu wurde die gewon-

nene FAIRE-DNA mittels qPCR fiir diese DNA Bereichen untersucht.
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Abb. 49: Meis1 zeigt differentielle FAIRE-Zuginglichkeit in Abhiingigkeit von RA vermittelter Dif-
ferenzierung. FAIRE-DNA undifferenzierter und differenzierter Klon 16 Zellen wurde gewonnen und mit-
tels qPCR, unter Verwendung entsprechender Oligonukleotidprimer gegen genomische Regionen, welche
jeweils nach dem nichstgelegen Gen benannt und relativ zum FAIRE qPCR Signal der Snapin Bindestelle
in den jeweiligen Proben dargestellt sind, analysiert. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von
je drei unabhingigen Ansétzen dar.

Fiir einen der vier untersuchten Bereiche, Meisl1, ist in der FAIRE qPCR eine klare dif-
ferentielle Zugénglichkeit des Chromatins erkennbar (Abb. 49). Meisl zeichnet sich
durch Zunahme der Zugénglichkeit im Zuge der Differenzierung der Zellen aus. Fiir die
drei anderen Kandidaten-Bereiche, Tdh, Oct4 und Hoxa5, sind keine klaren Unterschiede
der Zuginglichkeit des Chromatins zu erkennen, und generell zeigen diese Bereiche auch
ein sehr niedriges Signal in den qPCRs. Somit kann zumindest fiir einen ausgewéhlten
genomischen Bereich differenzielles FAIRE-Signal detektiert werden und der prinzipielle
Erfolg der Methode bestitigt werden. Um anschlieBend die genom-weiten Anderungen
des Chromatins anhand von FAIREseq zu identifizieren wurden, jeweils von 2 Proben
der differenzierten und undifferenzierten K16 Zellen die FAIRE-DNA als auch jeweils
eine entsprechenden Input-Probe von S. Bhuju und M. Jarek (HZI Braunschweig) sequen-
ziert. Auch die Préaparation der Sequenzier-Libraries erfolgte extern in Braunschweig. Da
man bei der FAIRE Methode, im Vergleich zur ChIP gréf3ere Mengen an DNA erhilt

konnten einzelne Ansdtze sequenziert werden und es war nicht nétig mehrere Experi-

mente zu vereinigen.
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Tab. 8: Auflistung der sequenzierten FAIRE Proben und der jeweiligen DNA Mengen. FAIRE wurde
sowohl mit undifferenzierten als auch differenzierten, induzierten Klon 16 Zellen durchgefiihrt. Die ge-
wonne DNA als auch jeweils eine Probe der Input-DNA wurden jeweils vor Versand der unter Verwendung
eines Qubit Flurometers quantifiziert.

Nummer Analysierte Probe DNA Menge (ng)
1 P19 K16 induziert Input 1120
2 P19 K16 induziert FAIRE 1 192
3 P19 K16 induziert FAIRE 2 231
4 P19 K16 induziert +RA Input 248
5 P19 K16 induziert +RA FAIRE 1 26,7
6 P19 K16 induziert +RA FAIRE 2 36

Nach Sequenzierung der Proben erfolgte die bioinformatische Rohdaten-Auswertung
durch M. Bartkuhn. Im Zuge dieser Auswertung konnten genomische Bereiche mit diffe-
rentieller Zugénglichkeit der DNA identifiziert werden. Beispielhaft ist im Folgenden der
genomische Bereich des wichtigen Pluripotenz-Gens Oct4 (auch Pou3fT) dargestellt.
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Abb. 50: Im Bereich des Gens Oc#4 lisst sich differentielle Zuginglichkeit der DNA nach Differen-
zierung detektieren. Dargestellt ist der Genbereich von Oct4 (Pou5f1), Exons sind in blauen Boxen ange-
geben, der translatierte Bereich dabei in dickeren, der untranslatierte Bereiche in schmaleren Boxen. Dar-
iiber sind jeweils die FAIREseq-Profile in induzierten (-RA, Blau) und induzierten, differenzierten (+RA,
Rot) P19 Zellen angegeben. Die entsprechenden Daten der Input-Sequenzierungen sind jeweils in schwé-
cherem Blau bzw. Rot dargestellt.
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Bei Betrachtung der FAIREseq Daten fiir den Oct4 Bereich zeigen beide undifferenzier-
ten Proben eine hohere Zugénglichkeit als die differenzierten (Abb. 50). Somit kénnen
unter Nutzung der genomweiten FAIRE-Daten genomische Bereiche differentieller Zu-
ginglichkeit identifiziert werden. Zur Untersuchung von CTCFL Bindung in entspre-
chenden Bereichen differentieller Offenheit wurden diese Stellen mit den entsprechenden
CTCFL-Bindestellen in induziertem, undifferenziertem Klon verglichen. Auf diese
Weise sollten Bereiche identifiziert werden an denen die detektierte CTCFL-Bindung
durch die differentielle Offenheit im Zuge der Differenzierung beeinflusst wird. Es wur-
den dann anhand dieses Vergleiches 9 Kandidaten-Bereiche (Ptprg, Sall4, Ptpru, Atp8b3,
Ephbl, Cdh22, Mzfl, Alpl & Nkx3-2) ausgewdhlt und mittels qPCR beziiglich ihrer
DNA-Zuginglichkeit in Folge der Differenzierung analysiert. Eine dieser gewéhlten Bin-

destellen ist im Folgenden exemplarisch dargestellt.
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Abb. 51: Die CTCFL-Bindestelle im Bereich des Ptprg-Gens zeigt differentielle Zugénglichkeit im
Zuge der Differenzierung. Dargestellt ist ein Teil des Genbereiches von Pprg, Exons sind in blauen Bo-
xen angegeben, der translatierte Bereich dabei in dickeren, der untranslatierte Bereiche in schmaleren Bo-
xen. Dariiber sind jeweils die FAIREseq-Profile in induzierten (-RA, Blau) und induzierten, differenzierten
(+RA, Rot) P19 Zellen angegeben. Die entsprechenden Daten der Input-Sequenzierungen sind jeweils in
schwicherem Blau bzw. Rot dargestellt. In griin ist weiterhin die CTCFL-Bindung in undifferenzierten P19
Zellen angegeben.

So zeigt die Betrachtung des genomischen Bereiches der CTCFL-Bindestelle vor dem
Ptprg-Gen differentielle Zugénglichkeit der DNA anhand den FAIREseq Daten (Abb.
51). Es sind stirkere Peaks in den P19 —RA FAIRE Proben zu erkennen, diese nehmen in

den P19 +RA Proben ab, was dann fiir eine reduzierte Zugéinglichkeit spricht. Diese und
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die 8 weiteren CTCFL-Bindestellen, die Uberlappung mit Bereichen differentieller Of-
fenheit zeigten, wurden in unabhédngigen Experimenten in biologischen Triplikaten iiber-

priift.
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Abb. 52: Die meisten untersuchten Bereiche zeigen die erwartete differentielle Zugiinglichkeit nach
Differenzierung. FAIRE-DNA undifferenzierter und differenzierter Klon 16 Zellen wurde gewonnen und
mittels qPCR, unter Verwendung entsprechender Oligonukleotidprimer gegen genomische Regionen, wel-
che jeweils nach dem néchstgelegen Gen benannt und relativ zum FAIRE qPCR Signal der Snapin Binde-
stelle in den jeweiligen Proben dargestellt sind, analysiert. Die Fehlerbalken stellen die Standardabwei-
chung von je drei unabhingigen Ansétzen dar.

Die Auswertung der qPCR der FAIRE DNA zeigt fiir 7 der 9 untersuchten Bindestellen
einen Unterschied in der Zugénglichkeit der DNA (Abb. 52). Fiir diese Bereiche ist je-
weils ein reduziertes PCR-Signal in den FAIRE-Proben des differenzierten Klon 16 er-
kennbar. Die zwei Bindestellen Ptpru und Nkx3-2 zeigen diesen Trend nicht, wobei sich
Nkx3-2 generell durch sehr schwache Signale in der PCR auszeichnet und somit Aussa-
gen iliber Ab- oder Zunahmen der Offenheit unmdoglich macht. Als Kontrollbereiche die-
nen in der Auswertung der geschlossene DNA-Bereich Thocl down und die offene
CTCFL-Bindestelle Snapin, die auch zur Normalisierung zwischen den einzelnen
FAIRE-Proben herangezogen wird. Somit kann fiir die meisten untersuchten Bindestellen
der Befund der FAIREseq Daten bestdtigt werden und differentielle Zugénglichkeit ldsst
sich nachweisen. Fiir die 7 bestétigten Bereiche wurde dann mittels ChIP untersucht, ob
sich ein Einfluss der reduzierten Offenheit des Chromatins auf die Bindung von CTCFL

nachweisen ldsst. Hierzu wurde wie fiir die FAIREseq Experimente eine 9-tigige Diffe-

renzierung der Zellen mittels RA-Zugabe erzielt und anschlieend ausgewertet.
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Abb. 53: Die Bereiche Ptprg und Mzf1 zeigen differentielle CTCFL Bindung in Abhéingigkeit von
Differenzierung. Chromatin Immunoprézipitationen erfolgten entweder mit spezifischem Antikorper Sleu-
tels6 gegen CTCFL oder zur Kontrolle mit unspezifischen IgG inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels
qPCR mit Oligonukleotidprimern gegen die entsprechenden Regionen, welche jeweils nach dem néchstge-
legen Gen benannt und relativ zum qPCR Signal der jeweiligen CTCFL-Prézipitation an der Snapin-Bin-
destelle dargestellt sind. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von je drei unabhingigen An-
sdtzen dar.

Nach Auswertung der Chromatin-Immunoprézipitationen mittels qPCR zeigen Ptprg und
Mzf1 eine differentielle Bindung von CTCFL (Abb. 53). An diesen beiden Bindestellen
st CTCFL in Folge der Differenzierung reduziert. Die anderen 5 untersuchten Bindestel-
len zeigen keinen Effekt der Differenzierung auf die Bindung von CTCFL. CTCFL Bin-
dung kann an allen getesteten Bindestellen, im Vergleich zur unspezifischen Kontrolle
angereichert, detektiert werden. Somit zeigen einzelne CTCFL-Bindestellen in Folge von
zellulédrer Differenzierung, und damit einhergehendem Verlust der DNA Zuginglichkeit,
eine Abnahme der CTCFL-Bindung. Dieser Befund konnte aufgrund des Fehlens von
genom-weiten CTCFL-Bindedaten im Langzeit Differenzierungs-Fall nicht generell be-

statigt werden.

4.5 Untersuchungen des DNA Bindeverhaltens von CTCF und
CTCFL auf Grundlage von DNA Sequenz Unterschieden

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ebenso untersucht werden welchen Einfluss DNA Se-
quenz Unterschiede auf die Bindung von CTCF und CTCFL haben. Auch wenn aufgrund
der fast absolut identischen 11 Zink-Finger eine solche DNA Spezifitit der beiden Fak-
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toren lange vernachlissigt oder nicht vermutet wird. Anhand neuerer Analysen zum Ein-
fluss der genauen DNA Sequenz auf die CTCF Bindung und Funktion (Liu et al. 2015)
sollten Aussagen auf CTCFL Bindung iibertragen werden.

4.5.1 Identifikation moglicher DNA Spezifitat bei der Bindung von CTCF
und CTCFL

Die in Liu et al. identifizierten Top 1000 14 bp DNA CTCF-Bindesequenzen wurden

bioinformatisch unter Verwendung der 6ffentlichen ENCODE K562 Daten beziiglich

dem Anteil ihrer CTCFL Bindung charakterisiert. Hierzu wurde bioinformatisch fiir jede

der Top 1000 CTCF gebundenen Sequenzen der Anteil an Instanzen im Genom bestimmt

der auch Bindung von CTCFL zeigte.
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Abb. 54: Viele der Top 1000 CTCF Sequenzen zeichnen sich auch durch CTCFL-Bindung aus. Fiir
jede der Top 1000 CTCF-Bindesequenzen wurde der Anteil an CTCF- und CTCFL-Bindung ermittelt und
gegeniibergestellt. Als Datengrundlage dienten genomweite ChIPseq Bindedaten fiir CTCF und CTCFL
aus K562 Zellen. Jeder Datenpunkt gibt fiir eine individuelle DNA-Sequenz den prozentualen Anteil an
CTCF- und CTCFL-Bindung iiber diese Sequenz im Genom an.

Bei Betrachtung der grafischen Auswertung der CTCFL-Bindung iiber die CTCF-Bin-
desequenzen zeigt sich ein linearer Trend (Abb. 54). So zeigen die meisten DNA-Sequen-
zen die einen hohen Anteil an CTCF-Bindung aufweisen auch einen stdrkeren Anteil an
CTCFL-Bindung. Im néchsten Schritt sollten die CTCFL-Bindung {iber die Top 20

CTCF-Bindesequenzen dargestellt werden.
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Abb. 55: Die Top 20 CTCF gebundenen Sequenzen zeigen unterschiedliche Bindung von CTCFL.
Dargestellt sind, in absteigender Reihenfolge, die 20 CTCF-Bindesequenzen die den hdchsten Grad an
E;?F—Bindung in K562-Zellen aufweisen. Zusitzlich ist jeweils der Anteil an CTCFL-Bindung angege-
Es zeigen sich bei Betrachtung der am besten gebundenen CTCF Sequenzklassen unter-
schiedliche Level an CTCFL Bindung (Abb. 55). Der Grad der CTCF Bindung nimmt
innerhalb der Top 20 Gruppe nur langsam von 100%, also der Fall in dem jede Instanz
der Sequenz im Genom ist auch wirklich von CTCF gebunden ist, auf ca. 96% ab.
CTCFL zeigt dabei hohe Variabilitit, wiahrend die Sequenz CACCAGGGGGCGCC in
mehr als 70% der im Genom vorkommenden Félle von CTCFL gebunden ist, findet sich
mit TCAGTAGAGGGCGC auch eine Sequenz die nie von CTCFL gebunden vorliegt.
Weiterhin sollten die besten CTCF Motif-Sequenzen identifiziert werden, fiir die tiber-
haupt keine Bindung von CTCFL vorliegt.
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Abb. 56: Die Top 20 CTCF gebunden Sequenzen, die keine CTCFL Bindung aufweisen, bewegen
sich im Bereich mittlerer CTCF Bindung. Dargestellt sind, in absteigender Reihenfolge, die 20 CTCF-
Bindesequenzen die den hochsten Grad an CTCF-Bindung, bei gleichzeitiger Abwesenheit von CTCFL, in
K562-Zellen aufweisen. Zusitzlich ist jeweils der Anteil an CTCFL-Bindung angegeben, der hier jedoch
jeweils 0 betrégt.

Bei diesen Top 20 CTCF, aber nicht CTCFL, gebundenen Sequenzen zeigt sich eine
durchschnittlich niedrigerer Bindungsanteil von CTCF als bei Sequenzen mit vorhande-
ner CTCFL Bindung (Abb. 56). Wihrend eine Sequenz (TCAGTAGAGGGCGC) zu
100% Prozent von CTCF gebunden vorliegt, weisen die anderen Sequenzen einen deut-
lich niedrigeren Anteil an gebundenem CTCF auf. So liegt der Prozentsatz bei der zwan-
zigsten Sequenz (CACTAGATGTCAGT) nur noch bei knapp tiber 50%. Um zu untersu-
chen ob es in beiden Gruppen dhnliche, sich nur wenig unterscheidende, Sequenzen gibt,
die Hinweise auf Sequenzspezifitit der beiden Proteine CTCF und CTCFL liefern konn-
ten wurde eine webbasierte DNA-Sequenz-Alignierung unter Verwendung des Clustal

Omega Tools des European Bioinformatics Institute (http:/www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo)

durchgefiihrt.
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Abb. 57: Die zwei sehr dhnlichen CTCF Bindemotive CCAGCAGAGGGCGC und TCAGTAG-
AGGGCGC unterscheiden sich stark im Grad ihrer CTCFL Bindung. Dargestellt sind die zwei sehr
dhnliche CTCF-Bindesequenzen CCAGCAGAGGGCGC und TCAGTAGAGGGCGC und jeweils ihr An-
teil an CTCF und CTCFL gebundenen Instanzen in K562 Zellen.

Anhand dieser Korrelations-Analyse konnen zwei sehr dhnliche Sequenzen identifiziert
werden, die sich nur an 2 der 14 Basenpositionen der Motife unterscheiden, jedoch ein
stark unterschiedliches Bindeverhalten fiir CTCFL aufweisen (Abb. 57). Bei diesen iden-
tifizierten DNA Sequenzen handelt es sich um CCAGCAGAGGGCGC und TCAGTAG-
AGGGCGC, mit den Sequenzunterschieden C zu T an Position 1 und 5. Wéhrend die
Sequenz, die ein Cytosin an diesen Positionen besitzt, eine Bindung von CTCFL in iiber
40% der vorkommenden Instanzen zeigt, ist in K562 Zellen keine einzige vorliegende
Instanz, der Sequenz mit Thymin an 1 und 5, von CTCFL gebunden. Beide Sequenzen
zeigen dabei aber eine identische Bindung von CTCF von jeweils fast 100%. Anhand der
identifizierten Sequenzen wurden dann weitere Sequenz-Korrelationsanalysen unter Ver-
wendung des Clustal Omega Tools durchgefiihrt. Diesmal wurde die Ausgangs-Sequenz
CCAGCAGAGGGCGC gegen die gesamte Gruppe der Top 1000 CTCF-Motivklassen

aligniert und versucht weitere dhnliche DNA-Sequenzen zu identifizieren.
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Abb. 58: Die fiinf ihnlichsten DNA Sequenzen zu CCAGCAGAGGGCGC zeigen stark unterschied-
liche Bindung von CTCF. Dargestellt ist die CTCF-Bindesequenz CCAGCAGAGGGCGC und die 5 ghn-
lichsten identifizierten Sequenzen der Top 1000 Gruppe. Fiir die Sequenzen ist jeweils der Anteil an CTCF
und CTCFL gebundenen Instanzen in K562 Zellen angegeben.

Bei Betrachtung der fiinf, als am dhnlichsten zu CCAGCAGAGGGCGC identifizierten
DNA Sequenzen lassen sich zwei funktional unterschiedliche Gruppen erkennen. Zum
einen, 2 Sequenzen mit fast 100% Bindung von CTCF, und 3 Sequenzen mit stark redu-
zierter CTCF- und fast komplett eingebiiiter CTCFL-Bindung (Abb. 58). Bei genauerer
Betrachtung unterscheiden sich diese beiden Sequenzgruppen vor allem durch das Vor-
handensein eines GGGGG Blockes bei den schwicheren gebundenen Sequenzen. Die
stark gebundenen Sequenzen zeichnen sich an diesen Positionen stattdessen durch die
Abfolge GGGCQG aus. Fiir die weiteren Experimente, zur Untersuchung der Bindespezi-
fititen von CTCF und CTCF, wurden dann entsprechende Oligonukleotide bestellt. Dazu
wurden jeweils die Instanzen der 14 bp Bindesequenzen per Hand im UCSC Genome
Browser untersucht und geeignete Stellen als 51-Mer herausgesucht. Zu den in vivo vor-
kommenden Sequenzen wurden auch mutierte Versionen produziert, die iiber die eventu-
ell faktorspezifischen DNA Unterschiede verfiigten. Es wurde jeweils auch eine Variante
genutzt, die gegebener Weise die Bindung beider Faktoren verloren hat. All diese Se-
quenzen sind in den folgenden Tabellen zusammengefasst. Die Oligonukleotide wurden
jeweils nach dem néchstgelegenen Gen benannt. Beispielhaft ist im Folgenden, mit Bean,

einer dieser genomischen Bereiche dargestellt.
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Abb. 59: Genomischer Bereich in der Nihe des Gens Bcan zeigt eine Bindung von CTCF und CTCFL
iiber der Motifsequenz CCAGCAGAGGGCGC. Dargestellt ist ein Ausschnitt des Genbereiches von
Bcan. Exons sind als blaue Blocke angegeben, der translatierte Bereich jeweils als dickerer Block. Darunter
sind neben bekannten CTCF-Motiven und der identifizierten Sequenz CCAGCAGAGGGCGC */-18 bp
jeweils die Bindeprofile von CTCF und CTCFL in K562 Zellen angegeben. Bei diesen Profilen handelt es
sich um die 6ffentlichen Daten des ENCODE Konsortiuums.

Aufgrund von zeitlicher Limitierung konnten die in vitro Experimente nicht mehr durch-
geflihrt werden und wurden in die Hénde eines Kollegen iibergeben. Im Folgenden sind

die identifizierten Sequenzen und erwartete in vitro Bindung in einer Tabelle zusammen-

gefasst.

Tab. 9: Identifizierte Sequenzen und Hypothese beziiglich CTCF und CTCFL Bindung. Dargestellt
sind neben der Ausgangssequenz zwei mutierte Formen fiir die ein veréndertes Bindeverhalten von CTCF
und CTCFL erwartet wird. Diese Erwartung ist in der rechten Spalte angegeben. Veridnderte Basen sind in
dick und rot angegeben.

Sequenz Erwartetes Bindeverhalten
CCAGCAGAGGGCGC Bindung von CTCF und CTCFL
TCAGTAGAGGGCGC Bindung von CTCF
TCAGTAGAGGGGGC Keine Bindung

Somit kann im Zuge der bioinformatischen Untersuchungen eine mogliche Sequenz-Spe-
zifitdt von CTCF und CTCFL identifiziert werden. Diese muss nun in folgenden Experi-

menten entsprechend tiberpriift werden.
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5 Diskussion

Bei CTCF und CTCFL handelt es sich um zwei sehr nah verwandte Proteine, wobei
CTCFL auf eine Genduplikation von CTCF im Laufe der Evolution zuriickgeht (Hore et
al. 2008). Wihrend der Wissenstand iiber CTCF inzwischen sehr reichhaltig ist sind ge-
naue Funktionen und Wirkweisen von CTCFL weiter ungeklart. Aufgrund der identi-
schen DNA-Bindedoméne der beiden Proteine geht man von dhnlichen genomischen Bin-
destellen aus, wihrend die stark variierenden N- und C-terminalen Doménen auf unter-
schiedliche Funktionen und Interaktionspartner schlieen lassen. Weiterhin kann auf-
grund der gemeinsamen DNA-Bindedoméne die Mdglichkeit der Konkurrenz der beiden
Proteine um einzelne Bindestellen nicht ausgeschlossen werden. Lange wurde fiir beide
Proteine im normalen Organismus von sich ausschlieBenden Expressionsmustern ausge-
gangen, d.h. man vermutete, dass CTCFL die Rolle von CTCF in einigen Zelltypen der
Keimbahn tibernimmt in denen CTCF selbst nicht exprimiert wird. Neuere Untersuchun-
gen konnten dann jedoch belegen, dass auch im normalen Organismus Expression beider
Proteine in der gleichen Zelle vorliegen kann und diese Art der gleichzeitigen Expression
nicht alleine auf abberante Krebszellen beschriinkt ist (Sleutels et al. 2012). Uber die
Rolle von CTCFL in Krebszellen besteht bis heute weiterhin Unklarheit. Wéhrend einige
Veroffentlichungen (Novak KujundZi¢ et al. 2014; Mkrtichyan et al. 2011) und auch die
Lokalisation des CTCFL-Gens in einem Tumor Hot-Spot fiir eine mogliche Rolle von
CTCFL bei Krebs-Entstehung und —Progression sprechen, konnen andere Arbeitsgruppen
keinen Zusammenhang und so gut wie keine Expression von CTCFL in Krebs erkennen
(Hines et al. 2010; Yoon et al. 2011). Eigene Analysen zur Expression von CTCFL in
humanen und murinen Zelllinien belegen eher den Befund der seltenen/nicht vorhande-
nen CTCFL-Expression (nicht gezeigt). Um genaueren Aufschluss iiber die funktionelle
Rolle von CTCFL, vor allem auch im Vergleich zu CTCF, zu erhalten wurden CTCFL-
Uberexpressionsexperimente und auch Korrelationsanalysen mit 6ffentlich verfiigbaren

Datensitzen durchgefiihrt.

5.1 Versuch der Etablierung stabiler, induzierbarer CTCFL-
Expression im humanen System

Zur Untersuchung der funktionellen Wirkung von CTCFL im humanen System sollte
stabile, induzierbare Expression in humanen Zellen erzielt werden. Als sinnvolle Zellli-

nie, da leicht zu transfizieren und kultivieren, bot sich hier die weit verbreitete Linie HeLLa
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an. HeLa Zellen exprimieren im Normalzustand kein CTCFL (Renaud et al. 2011). Nach
Transfektion der Zellen mit einem auf zwei Vektoren basierenden System zur Erzeugung
stabiler Klone mit induzierbarer Expression des gewiinschten Gens, in diesem Fall huma-
nes CTCFL, das mit einem FLAG-Tag versehen war, erfolgte die entsprechende Selek-
tion mit Puromyzin und mehrere einzelne Klone konnten selektioniert werden. Zwei von
39 Klonen zeigten eine induzierbare Expression von CTCFL auf RNA Ebene. Diese
Klone zeichneten sich auch durch niedrige Expression von CTCFL im uninduzierten Zu-
stand, aus und die Induktion lag in der Gré3enordnung 25- bis 30-fach. Durch den Einsatz
von geeigneten Antikorpern (ab18337 von Abcam & H120 von Santa Cruz Biotechno-
logy) konnte im Western Blot transient {iberexprimiertes CTCFL klar detektiert werden.
Unter Verwendung des einen Antikorpers (ab18337), der gegen den N-Terminus von
CTCFL gerichtet ist, konnte kein CTCFL Protein in den induzierten Klonen nachgewie-
sen werden, der weitere Antikorper (H120) der gegen einen internen Bereich von CTCFL
gerichtet ist detektierte spezifisches induzierbares Protein, das jedoch eine niedrigere
Lauthohe im SDS-Gel aufwies. Im Allgemeinen ist die Versorgungslage mit gut abgesi-
cherten CTCFL Antikorpern schlecht und es mussten eine Vielzahl von Antikdérpern und
Bedingungen ausprobiert werden bevor reproduzierbare Ergebnisse vorlagen, ein Prob-
lem von dem auch weitere Arbeitsgruppen berichten (Woloszynska-Read et al. 2011). Da
auch der Western Blot gegen das N-terminal-stindige FLAG-Tag in den Klonen negativ
verlief ist von einer Kappung eines Teils des N-Terminus von CTCFL auszugehen. In
weiteren, in dieser Arbeit nicht gezeigten, Experimenten wurde die in den Klonen stabil
integrierte DNA fiir FLAG-CTCFL mittels PCR {iberpriift und es konnte festgestellt wer-
den, dass auf dem Level der DNA diese Verkiirzung nicht vorlag. Somit muss diese Ver-
kiirzung des Proteins durch einen nicht geklarten Mechanismus nach der Transkription
erfolgen. Da die Art des Mechanismus jedoch keine Auswirkung auf das Ergebnis, ndm-
lich, dass diese Klone nicht fiir weitere sinnvollen Experimente eingesetzt werden kon-

nen, hat, wurden keine weiteren Experimente mit diesen Klonen durchgefiihrt.

5.2 Untersuchungen zu CTCFL im humanen System (K562)

Um weiter im humanen System zu arbeiten und nach dem Fehlschlag der induzierbaren
Klone dennoch Ergebnisse zur Wirkweise von CTCFL im Menschen zu erhalten, wurden
die gut untersuchten K562 Zellen herangezogen. Bei diesen Zellen handelt es sich um
eine Leukdmie-Linie die relativ einfach in Suspension kultiviert werden kann und fiir die

robuste Expression von CTCFL beschrieben ist und auch genom-weite Bindemuster von
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CTCFL wurden in K562 Zellen im Rahmen des ENCODE Projektes erhoben. Unter die-
sen Voraussetzungen wurden einerseits ein CTCFL-Knockdown etabliert und andererseits
mit den erwéhnten genom-weiten Daten des ENCODE Konsortiums eine breit angelegte

Korrelationsanalyse durchgefiihrt.

5.2.1 .Reduzierte CTCFL-Expression hat einen Effekt auf ausgesuchte
Kandidaten-Gene

Die Reduktion der CTCFL Expression erfolgte mittels einer Mischung zweier spezifi-
scher siRNAs gegen CTCFL. Die siRNAs zeigten die beste Wirkung wenn die K562
Zellen zweimal an aufeinanderfolgenden Tagen transfiziert wurden, so erhielt man eine
50 %-ige Abnahme der CTCFL mRNA und auf Proteinebene war CTCFL unter Verwen-
dung des spezifischen Antikorpers von Abcam gar nicht mehr nachzuweisen. Um mogli-
che beeinflusste Zielgene von CTCFL zu identifizieren ohne eine genom-weite Analyse
durchfithren zu miissen, wurden die humanen Homologe von bekannten murinen, von
CTCFL regulierten, Genen (S. Dienstbach, Dissertation) untersucht. Hierzu wurden drei
Gene (Gpr56, Gstm5 & Akrlcl8) ausgesucht die die stirkste Deregulation in Folge von
CTCFL Uberexpression gezeigt hatten. Bei den human Homologen handelte es sich um
GPR56 (2015 im Zuge einer Neuordnung der Gruppe von G-Protein gekoppelten Rezep-
toren umbenannt in ADGRG1 (Hamann et al. 2015)), GSTMS5 und AKR1C3. Von diesen
drei Genen zeigten GPR56 und GSTMS5 eine Deregulation in den K562 Zellen nach
CTCFL-Knockdown, wiahrend AKR1C3 nicht beeinflusst war. Die Richtung der Deregu-
lation war fiir beide beeinflussten Gene genau gegensitzlich zu den nach CTCFL-Uber-
expression betrachteten Effekten. So zeigte GPR56 in K562 Zellen eine ca. 40 %-ige
Abnahme der Expression wihrend Gpr56 in Maus-Zellen (NIH3T3) nach CTCFL Induk-
tion 13,7-fach induziert wurde (S. Dienstbach, Dissertation). CTCFL scheint somit ein
direkter positiver Regulator der beiden Gene, GPR56 und GSTMS5 zu sein. GPR56 ist im
Zusammenhang mit CTCFL weiterhin interessant, da eine wichtige funktionelle Rolle
von GPR56 bei der Testis-Entwicklung beschrieben ist (Chen et al. 2010). Bei Betrach-
tung Offentlicher Bindedaten von CTCFL im Bereich des GPR56 Gens zeigt sich eine
starke Bindestelle im intronischen Bereich vor dem ersten translatierten Exon des Gens.
Somit ldsst sich tiber eine Rolle der CTCFL Bindung in diesem Bereich bei der Aktivie-
rung von GPR56 spekulieren.
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5.2.2 Korrelationsanalysen zu CTCFL anhand der ENCODE Datenbanken

Die umfangreichen Datenbanken des ENCODE-Konsortiums mit genom-weiten Datens-
atzen zu vielen DNA-bindenden Faktoren und Histon-Modifikationen ermoglichen grof3
angelegte Korrelationsanalysen mit CTCF und CTCFL Bindestellen, da auch hier Da-
tensétze fiir K562 Zellen vorliegen. Im ersten Schritt wurden die CTCF und CTCFL Bin-
destellen beziiglich ihrem Grad der Uberlappung analysiert und dann die einzelnen Bin-
destellen jeweils Untergruppen zugeordnet. So zeigen in K562 Zellen 70,7 % der CTCFL
Bindestellen CTCF Bindung, umgekehrt sind nur 24,5 % der CTCF Bindestellen von
CTCFL gebunden. Diese Diskrepanz ldsst sich durch die generell niedrigere Zahl an iden-
tifizierten CTCFL Bindestellen erkldren. Bei den jeweiligen Untergruppen handelte es
sich um alle CTCF Bindestellen, alle CTCFL Bindestellen, alle von beiden Faktoren ge-
bundenen Bindestellen (CTCF + CTCFL), nur CTCF gebundene Bindestellen und nur
CTCFL gebundene Bindestellen. Uber diese Gruppen wurde jeweils die Anreicherung
von bestimmten Transkriptionsfaktoren und Histon-Modifikationen untersucht. Dabei
konnten viele aktive Histon-Modifikationen (z.B. H3K9Ac & H3K4me3) und Transkrip-
tionsfaktoren (z.B. HDAC2, POLII & YY) identifiziert werden, die eine verstirkte An-
reicherung an den Gruppen CTFC+ CTCFL und nur CTCFL gebunden, und somit gene-
rell fiir CTCFL Bindestellen zeigten. Eher reprimierende Histon-Modifikationen (z.B.
H3K27me3) zeigten keine spezifische Anreicherung fiir eine der analysierten Gruppen
von Bindestellen. Somit zeigt CTCFL im Vergleich zu CTCF bevorzugt Bindung an Be-
reiche aktiver Transkription die sich auch durch eine hohere Zugénglichkeit der entspre-
chenden DNA auszeichnet (Sleutels et al. 2012). Auch weitere Publikationen anderer Ar-
beitsgruppen die im Zeitraum dieser Arbeit verdffentlicht wurden zeigten die Priaferenz
von CTCFL fiir offenes Chromatin (Pugacheva et al. 2015). Im Zuge der Analyse konnten
nur die Komponenten des Cohesin-Komplexes RAD21 und SMC3 als Faktoren identifi-
ziert werden die spezifische Anreicherung fiir die CTCF gebundenen Bindestellen auf-
weisen. Bindestellen die CTCFL alleine aufweisen zeigen die niedrigsten Anreicherungs-
Werte fiir diese beiden Faktoren. Da CTCF mit dem Cohesin Komplex iiber die C-termi-
nal vermittelte Bindung an SA2 interagiert (Xiao et al. 2011), ist durch die stark variie-
renden C-Termini von CTCF und CTCFL davon auszugehen, dass CTCFL wenn es al-
leine bindet nicht die Moglichkeit besitzt mit SA2 zu interagieren. Somit findet sich auch
keine Korrelation mit den anderen Komponenten des Cohesin-Komplexes. Zusammen-
gefasst konnte durch die Korrelationsanalyse die starke Praferenz von CTCFL fiir offene,

zugingliche Bereiche des Genoms, im Vergleich zu CTCF belegt werden.
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5.3 Untersuchungen zu CTCFL Bindestellen in NIH3T3 Zellen

Von S. Dienstbach wurde bereits im Rahmen seiner Dissertation ein muriner Zellklon
(Klon 34) mit stabiler, induzierbarer mCTCFL Expression etabliert und analysiert. So
wurden etwa auch durch ChIP-Sequenzierung die genom-weiten Bindestellen von CTCF
und CTCFL in diesem Klon identifiziert. Viele weitergehende Analysen wurden mit die-
sem Klon und den Datensétzen jedoch noch nicht durchgefiihrt, daher sollten im Rahmen
dieser Arbeit versucht werden anhand der verfligbaren Daten und neuer Experimente Hin-
weise auf mogliche CTCFL Funktionen zu erhalten. Im speziellen sollte der Einfluss von
CTCFL auf CTCF Bindung, Anwesenheit von Histon-Modifikationen und Cohesin Bin-

dung untersucht werden.

5.3.1 Keine detektierbare CTCF-CTCFL Kompetition im Klon 34

Zur Untersuchung der Auswirkung von CTCFL auf CTCF an gemeinsamen Bindestellen
wurde bioinformatisch untersucht wie viele urspriingliche CTCF Bindestellen die in
NIH3T3 Wildtyp Zellen identifiziert wurden eine differentielle CTCF Bindung nach
Uberexpression von CTCFL aufwiesen. Nach eingehender entsprechender Filterung der
Daten konnten 176 Bindestellen mit differentieller CTCF Bindung identifiziert werden.
Von diesen zeigten 91 eine niedrigere Bindung von CTCF, 85 aber auch eine Zunahme
von CTCF Bindung. Somit kann in dieser Analyse keine generelle Kompetition von
CTCFL mit CTCF an geteilten Bindestellen festgestellt werden, da an fast 50% der dif-
ferentiellen CTCF Bindestellen CTCFL Bindung sogar zu einem verstiarkten CTCF Sig-
nal fiihrt. Da die Zahl identifizierten differentieller CTCF Bindestellen im Vergleich zur
Anzahl der gesamten CTCF und CTCFL Bindestellen auch sehr niedrig ist kann es sich
bei den Schwankungen auch um unabhingige klonale Schwankungen oder Sequenzie-
rungs-Artefakte handeln. Zur Uberpriifung einiger Bindestellen in unabhingigen Experi-
menten wurden drei DNA-Bereiche ausgewéhlt (Accs, Rab711 & Col12al) und iiberpriift.
So wurden in biologischen Triplikaten ChIPs fiir CTCF und CTCFL in uninduziertem
und induziertem Klon 34 durchgefiihrt, und es konnte fiir keine der drei untersuchten
Bindestellen die erwartete Abnahme der CTCF Bindung an diesen Bereichen festgestellt
werden. Wihrend die hohere Bindung von CTCFL im induzierten Klon jeweils klar er-
kennbar war dnderte sich die CTCF Bindung nicht, oder nahm sogar leicht zu. Da die
Analyse individueller Bindestellen keinen Hinweis auf in vivo Kompetition zwischen
CTCF und CTCFL lieferte wurde in einem abschlieBendem Experiment versucht bioin-

formatisch doch den, evtl. auch sehr schwachen, Trend der Kompetition zu identifizieren.
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Hierzu wurden die CTCF Bindestellen in zwei Gruppen eingeteilt, zum einen Bindestel-
len die im induzierten Klon zusétzliche CTCFL Bindung aufweisen und zum anderen alle
iibrigen Bindestellen die sowohl in Wildtyp-Zellen als auch im Klon nur Bindung von
CTCF alleine aufweisen. Uber diese Gruppen an Bindestellen wurden dann die CTCF
Signale im Wildtyp und induzierten Klon in Boxplots zusammengefasst um schwache
Abweichungen zu erkennen. Im Falle einer Kompetition von CTCFL hétte man erwartet,
dass die CTCF Signale iiber den geteilten Bindestellen im induzierten Klon schwécher
wéren. Die Boxplots zeigten jedoch keine Unterschiede der CTCF Bindestérke iiber die
Klassen. Somit konnte zusammengefasst auch in den individuellen Experimenten und ei-
ner genom-weiten Auswertung die anhand der ChIPseq Daten detektierte Kompetition

nicht bestétigt werden und es ist von Schwankungen bei der Sequenzierung auszugehen.

5.3.2 CTCFL zeigt keinen Einfluss auf Histon-Modifikationen

Um einen mdglichen Einfluss von CTCFL Bindung auf die Anwesenheit von Histon-
Modifikationen zu untersuchen wurden ChIPs mit Antikdrpern gegen zwei aktive Modi-
fikationen (H3K4me3 & H3K9ac) und zwei repressive Modifikationen (H3k27me3 &
H3K9me3) durchgefiihrt und ausgewertet. Untersuchte genomische Bereiche waren auch
in diesem Fall Accs, Rab711 und Coll2al, da die jeweiligen mit den Bindestellen assozi-
ierten Gene eine Deregulation in Folge der CTCFL Expression zeigten. Im Zuge der
durchgefiihrten qPCRs konnte jedoch an keiner der drei Bindestellen eine Anderung der
Histon-Modifikation-Muster oder jeweiligen Bindestirke festgestellt werden. Wenn es
relativ zum ChIP Input teilweise so aussah als ob Anderungen vorlagen, so fiihrte eine
notige Normalisierung der Daten iiber H3 ChIP-Signal dazu, dass diese Effekte ver-
schwanden. Somit konnte an drei CTCFL-Bindestellen kein Einfluss von CTCFL auf An-
wesenheit von vier untersuchten Histon-Modifikationen festgestellt werden. Im Zuge der
anderen Ergebnisse aus K562 Zellen dringt sich das Bild auf, dass CTCFL offene Chro-
matin Bereiche zur Bindung benétigt und nicht, dass durch CTCFL Bindung Bereiche
gedftnet werden konnen. Somit verhélt sich CTCFL wie der GroBteil der bekannten Tran-
skriptionsfaktoren, fiir die im Rahmen der ENCODE Experimente eine durchschnittliche
Assoziation von 98,2 % ihrer Bindestellen mit offenem Chromatin gezeigt wurde

(Thurman et al. 2012).
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5.3.3 CTCFL zeigt keinen Zusammenhang mit Cohesin-Komponenten

Um einem mdéglichen wichtigen Einfluss von CTCFL auf die Bindung des Cohesin Kom-
plexes an CTCF Bindestellen nachzugehen wurden ChIP Experimente mit spezifischen
Antikorpern gegen RAD21, SA1 und SA2 durchgefiihrt. Sollte CTCFL einen negativen
Einfluss auf Cohesin Bindung haben wiren moglicherweise wichtige strukturelle Domé-
nen im Genom betroffen und es wire mit massiven Effekten auf Genexpressionsmuster
zu rechnen. Neben den drei bekannten Bindestellen Accs, Rab711 und Coll2al wurden
vier weitere doppelt gebundene Bindestellen zur qPCR Analyse herangezogen. Fiir alle
konnte bei Darstellung gegen den ChIP Input eine Abnahme der Cohesin Bindung im
induzierten Klon beobachtet werden. Verrechnete man diese Signale jedoch gegen die
jeweiligen unspezifischen IgG Prézipitationen, eine Art der Normalisierung die vor allem
bei stark abweichenden IgG Werten vorzuziehen ist, war diese Abnahme in den meisten
Féllen nicht mehr zu beobachten. Eine Bindestelle (Adnp2) zeigte weiterhin eine Ab-
nahme aller drei Faktoren im induzierten Klon, diese Bindestelle war jedoch generell nur
sehr schwach von den Cohesin Komponenten gebunden und somit kdnnte diese Abnahme
auch durch einfache Schwankung der experimentellen Durchfiihrung und/oder Variation
der PCRs erklirt werden. Ein genereller Einfluss von CTCFL auf Anwesenheit von Co-
hesin an CTCF Bindestellen lie3 sich somit nicht beweisen. Ein Befund der inzwischen

von anderen Publikationen bestétigt wird (Pugacheva et al. 2015).

5.4 CTCFL Uberexpression im Differenzierungssystem

Da die experimentellen Ergebnisse der CTCFL Funktion im NIH3T3 Klon keine klaren
Ergebnisse lieferten wurde ein weiteres stabiles Expressionssytem etabliert. Diesmal wur-
den murine P19 Zellen gewihlt, da sich diese durch ihre Nidhe zu embryonalen Stamm-
zellen auszeichnen, im Gegensatz zu diesen aber weit komplikationsfreier kultivieren las-
sen. P19 zeichnete sich in selbst durchgefiihrten Experimenten immer durch keine detek-
tierbare Expression von CTCFL aus, auch wenn eine etwas zweifelhafte Veroffentlichung
von CTCFL Expression in P19 Zellen berichtet (Soltanian et al. 2014). Durch Zugabe
von Retinsdure (RA) lassen sich P19 Zellen auch schnell und einfach differenzieren und
somit ergeben sich neue Moglichkeiten zur Beantwortung CTCFL-spezifischer Fragestel-
lungen. Zur Erzeugung stabiler Uberexpression von CTCFL kam das gleiche Zwei-Vek-
toren-System zum Einsatz, das schon bei der Erzeugung der NIH3T3 Klone genutzt
wurde. Nach Transfektion und Selektion mit Puromycin konnten mehrere Klone selekti-

oniert werden. Von diesen zeigte nach eingehender Charakterisierung nur ein einziger
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eine detektierbare induzierbare Expression von CTCFL. Diese Expression konnte sowohl
auf RNA- als auch auf Protein-Ebene demonstriert werden. Die Induktion von CTCFL
lag mit einem Wert von ca. 30-fach in einer dhnlichen Grofenordnung wie bei dem
NIH3T3 Klon, wohingegen die gmesssene Hintergrund-Aktivitit von CTCFL im P19
Klon grofler war. Somit zeigte der uninduzierte P19 Klon auch eine hohere CTCFL Ex-
pression als bei vorherigen Klonen beobachtet. Zusammengefasst konnte jedoch ein
neues stabiles Expressionssystem in P19 Zellen etabliert werden und dieser bot sich durch
den moglichen Vergleich zu P19 Wildtyp Zellen trotz der festgestellten Hintergrund-Ak-
tivitit, die im Ubrigen auf Protein-Ebene nicht so dramatisch detektiert werden konnte,

fiir weitere Experimente an.

5.4.1 Einfluss von CTCFL auf genom-weite Expression

Um die Wirkung von CTCFL auf die Expression von Zielgenen zu erfassen wurden in
dem P19 Klon genom-weite Expressionsanalysen mittels Microarray durchgefiihrt. Es
wurden jeweils nach den entsprechenden erfolgreichen Kontrollexperimenten sowohl von
P19 Wildtyp Zellen als auch von induzierten Klon 16 Zellen undifferenzierte und mittels
RA differenzierte RNA Proben analysiert. Durch qRT-PCR Experimente konnte auch die
erfolgreiche Differenzierung der Zellen anhand von bekannten Differenzierungsmarkern
validiert werden. Im Zuge der genom-weiten Auswertung konnten spezifische Zielgene
von CTCFL identifiziert werden. Wurden die jeweiligen Ergebnisse der P19 Wildtyp Zel-
len und der induzierten Klon 16 Zellen zusammengefasst und verglichen so konnte nur
eine kleine Zahl von 82 deregulierten Genen identifiziert werden. Von diesen 82 Genen
war mit 71 Genen der Grofiteil induziert was fiir eine Rolle von CTCFL als Aktivator
spricht. Herabreguliert wurden in diesem Zusammenhang nur 11 Gene. Eine Durchfiih-
rung von gene ontology Analysen, zur Identifizierung bestimmter regulierter Untergrup-
pen von Genen oder zur Identifizierung von beeinflussten Signalwegen bot sich aufgrund
der kleinen Zahl an deregulierten Genen hier nicht an. Die Rolle von CTCFL bei der
Aktivierung von Zielgenen wird durch CTCFL knockout Daten aus in vivo Experimenten
gestiitzt, so fand eine Arbeitsgruppe in Folge der Herabregulierung in Testis 3 signifikant
deregulierte Gene und alle drei zeigten die gleiche Tendenz wie CTCFL (Suzuki et al.
2010). Es ist jedoch zu erwéhnen, dass es auch gegensitzliche Befunde gibt, so zeigten
neuste Daten zur Deregulation von Genen in Folge von CTCFL Herabregulierung in
K562 Zellen ein ausgeglichenes Verhiltnis zwischen induzierten und reprimierten Genen

(Pugacheva et al. 2015). Interessanterweise konnte in der Gruppe der induzierten Gene
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das bereits bekannte GPR56 identifiziert werden, womit ein weiterer Hinweis auf einen
funktionellen Zusammenhang in der Regulation von GPR56 durch CTCFL besteht. Im
Zuge der Differenzierung der Zellen konnten anhand bioinformatischer Auswertung 623
deregulierte Gene identifiziert werden. Von diesen zeigte ebenso die Mehrheit (458) eine
Induktion und nur ein kleinerer Teil (174) Herabregulierung. Bei den deregulierten Genen
handelte es sich um bereits bekannte Differenzierungs-assoziierte Gene in P19 Zellen
(Sérandour et al. 2012). Hier ldsst sich die hohere Anteil an heraufregulierten Genen even-
tuell mit den komplexeren Anforderungen der differenzierten Zellen an die Expression
bestimmter differenzierungsspezifischen Gene erkléren. Andere Arbeitsgruppen konnten
im Zusammenhang mit anderen Formen von Differenzierung auch jeweils mehr indu-
zierte als reprimierte Gene identifizieren (Arenzana et al. 2015). Fiihrte man an Hand der
deregulierten Gene eine gene ontology Analyse durch, konnten erwartete Gengruppen,
wie z.B. Gene der embryonischen Organ-Entwicklung in induzierten Genen oder Gene
der Blastocysten Entwicklung in reprimierten Genen identifiziert werden (Nicht gezeigt).
Im Zuge der Analyse, ob moglicherweise CTCFL Expression einen Einfluss auf die Ex-
pression von Differenzierungs-Genen hat, konnten zwar eine kleine Zahl an moglichen
beeinflussten Genen identifiziert werden (z.B. Brachyury), fiir diese gelang jedoch keine
unabhéngige Bestitigung in Wiederholungs-Experimenten (Nicht gezeigt). Speziell im
Fall von Brachyury konnte sich die initiale Identifikation durch spezifische Fluktuation
von -Catenin einem Regulator von Brachyury, die in ES-Zellen beobachtet werden kann,
erkliaren (Marucci et al. 2014).Somit konnten in P19 Zellen Zielgene von CTCFL identi-
fiziert jedoch kein klarer Einfluss von CTCFL auf Genexpressionsmuster der Differen-
zierung gefunden werden. Diese Erwartung bestand jedoch auch nicht unbedingt, da bei
der Kultivierung der P19 Zellen kein CTCFL Einfluss auf den Phéanotyp oder die Wachs-

tum-Geschwindigkeit der differenzierenden Zellen zu beobachten war.

5.4.2 Identifikation von CTCFL Bindestellen im P19 Klon

Zur Untersuchung der moglichen Modulierbarkeit von CTCFL Bindemustern durch Ver-
anderung des Chromatins wurde anhand von ChIP-Sequenzierung die genom-weite Bin-
dung von CTCFL und auch CTCF in undifferenzierten und differenzierten, induzierten
Klon 16 Zellen erhoben. Zur Etablierung der CTCFL ChIP-Methode in P19 Zellen unter
Verwendung des Sleutels6 Antikorpers diente eine bereits in NIH3T3 Zellen identifizierte
Bindestelle im Bereich des Snapin Gens. Diese Bindestelle zeigte auch in allen durchge-

fiihrten Experimenten nur sehr kleine Schwankungen fiir CTCFL Préizipitation, auch bei
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weitergehenden Behandlungen der Zellen wie etwa durch Differenzierung. Daher wurde
sie in einigen Experimenten auch zur Normalisierung der CTCFL Bindung zwischen va-
riierenden Replikaten der ChIPs herangezogen. Fiir die Sequenzierung der ChIP DNA
gab es die Mindestmengen-Anforderung von 10 ng und zum Erreichen dieser Menge war
es im Fall von CTCFL nétig tiber 10 IPs zu vereinigen und dann im Volumen zu reduzie-
ren. Die eigentliche Sequenzierung der DNA erfolgte am HZI in Braunschweig. Die bio-
informatische Bearbeitung der Rohdaten wurde in Kooperation mit M. Bartkuhn durch-
gefiihrt. Im Zuge der Sequenzierung konnten jeweils die genom-weiten Bindestellen fiir
CTCF und CTCFL identifiziert werden. Der erste Blick auf die Zahl der identifizierten
Bindestellen zeigte fiir beide Faktoren jeweils eine hohere Anzahl in den undifferenzier-
ten Klon Zellen, fiir CTCF 45.025 zu 29.426 Stellen und fiir CTCFL 15.816 zu 2.536. In
den jeweiligen Proben des differenzierten Klons wurde weniger DNA nach Braunschweig
tibersendet, was moglicherweise einer der Griinde fiir die niedrigere Komplexitit der Da-
tensitze des differenzierten Klons sein kann. Bei Betrachtung der paarweisen Uberlap-
pung von CTCF und CTCFL zeigte CTCF eine groBere Ubereinstimmung der Bindestel-
len in Abhingigkeit der Differenzierung als CTCFL. Bei Betrachtung der Uberlappung
von CTCF und CTCFL innerhalb eines Zelltyps zeigten im undifferenzierten Klon 59 %
der CTCFL Bindestellen auch Bindung von CTCF, im differenzierten Klon etwas hohere
68 %. Zum Vergleich konnen hier die humanen K562 Daten herangezogen werden die
mit einer CTCFL-CTCF Uberlappung von 70,7 % einen dhnlichen Grad der Uberlappung
zeigen. Insgesamt ist somit fiir die vier gewonnen Datensétze eine Variabilitdt der Binde-
stellen detektierbar und es konnten nur 893 Bindestellen gefunden werden die stabile Bin-

dung beider Faktoren in beiden untersuchten Zell-Zustinden zeigten.

5.4.3 Vergleichende Analysen zwischen NIH3T3 und P19 Klonen
Um anhand mdglicher Zelltyp-spezifischer CTCFL Bindemuster Hinweise auf funktio-

nelle Zusammenhénge zu untersuchen wurden die neu erhobenen Bindestellen von P19
mit den bereits bekannten Datensétzen aus NIH3T3 Zellen systematisch verglichen. Fiir
diesen Vergleich wurden die undifferenzierten P19 Klon Daten verwendet da sie liber
mehr identifizierte Bindestellen, sowohl fiir CTCF als auch CTCFL verfiigen. Im Zuge
der Analysen konnte die Uberlappung der Bindestellen dargestellt und berechnet werden.
So betrug der Grad der Uberlappung fiir CTCF 57 % der in P19 Zellen gebundenen Bin-

destellen und somit nur minimal geringer als die 60 % identische Bindestellen zwischen
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differenzierten und undifferenzierten P19 Zellen. Diese Werte bewegen sich im ver-
gleichbaren Bereich zu veroffentlichten Werten fiir CTCF Bindestellen in unterschiedli-
chen Zelltypen, so konnten beispielsweise 67 % der in IMR90 Zellen identifizierten
CTCEF Bindestellen auch in U937 Zellen gefunden werden (Kim et al. 2007). Fiir CTCFL
lag der Prozentsatz beobachteter gemeinsamer Bindestellen zwischen P19 und NIH3T3
Zellen mit 36 % im Vergleich zu CTCF niedriger. Auch im Vergleich zur CTCFL Uber-
lappung zwischen den zwei Zustinden des P19 Klons waren diese Zahlen reduziert. So-
mit zeigt CTCFL die groflere Varianz bei Betrachtung zelltyp-spezifischer Bindemuster.
Eine mogliche Erklarung liefert hier die im Vergleich zu CTCF nicht bekannte Beteili-
gung von CTCFL an der Ausbildung wichtiger struktureller DNA-Kontaktpunkte z.B. bei
der Bildung von TADs. Fiir diese TADs ist nur wenig Variation zwischen Zelltypen be-
schrieben und somit bleibt auch der Teil des strukturell wirkenden CTCFs in seiner DNA
Lokalisierung stabil (Pope et al. 2014).

Bei der Betrachtung der Verteilung der CTCF und CTCFL Bindestellen in beiden Zellty-
pen relativ zu genomischen Merkmalen konnten vergleichbare Verteilungsmuster identi-
fiziert werden. Sowohl in P19 als auch in NIH3T3 Zellen zeigte CTCFL die groite An-
reicherung im Bereich von TSSs und diese Priaferenz war jeweils noch im Vergleich zu
CTCF erhoht. Somit zeigt CTCFL trotz der eher niedrigen Uberlappung der Bindestellen
ein vergleichbares Verteilungsmuster zwischen den untersuchten Klonen. Somit ldsst sich
spekulieren, dass CTCFL aufgrund differentieller Zugénglichkeit des Chromatins, mog-
licherweise vermittelt durch differentielle Genexpressionsmuster, an unterschiedlichen
Bereichen bindet. Um diese Hypothese zu iiberpriifen wurden 6ffentliche Bindedaten fiir
die aktive Histon-Modifikation H3K4me?2 genutzt um eine Korrelationsanalyse mit be-
obachteter CTCFL Bindung durchzufithren. Hierzu wurden jeweils die spezifisch diffe-
rentiell gebunden CTCFL Bindestellen zusammengefasst und die kumulative Bindung
der Modifikation iiber diese Gruppen in beiden Zelltypen dargestellt. So konnte fiir die
zelltyp-spezifischen Bindestellen differentielle Bindung von H3K4me2 detektiert wer-
den, CTCFL gebundene Stellen zeigten jeweils in ihren Zelltypen eine hohere Anwesen-
heit der Modifikation als an den ungebundenen Bereichen im anderen Zelltyp. Um diesen
Befund differentieller Zuganglichkeit an zelltyp-spezifischen CTCFL Bindestellen weiter
zu untermauern wurden zusétzlich vergleichende FAIRE Experimente durchgefiihrt.
FAIRE erfasst unabhingig von bestimmten Modifikationen oder Faktoren die Zuging-
lichkeit von DNA und bot sich somit als Technik an. Ein Problem der zuvor durchge-

filherten Analysen hatten vermutlich auch die unterschiedlichen Quellen der H3K4me2
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Daten gespielt, die in unterschiedlichen Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen Antikdr-
pern erhoben wurden. Somit wurde FAIRE sowohl fiir den P19 Klon als auch den
NIH3T3 Klon parallel in drei biologischen Replikaten durchgefiihrt um die experimen-
telle Varianz so gering wie moglich zu halten. Anhand der genom-weiten CTCFL Binde-
daten wurden jeweils drei zelltyp-spezifische Bindestellen ausgesucht und dann mittels
FAIRE-qPCR tiberpriift. Jeweils zwei der drei ausgesuchten Bindestellen zeigten ein sehr
klares differentielles FAIRE-Muster, dass die CTCFL Verteilung nachbildete. Nur die
zwei Bindestellen Lrrc41 und Kremen2 zeigten diesen Effekt nicht, wobei Kremen2 in
beiden Zelltypen als sehr schwach zugénglich detektiert wurde. Somit konnte anhand der
FAIRE Daten fiir die Mehrheit der analysierten Bindestellen eine differentielle Zugang-
lichkeit des Chromatins detektiert werden die moglicherweise eine Rolle bei der Ausbil-

dung der beobachteten differentiellen CTCFL Bindung spielt.

5.4.4 Analyse differentieller Chromatin Zuganglichkeit in Bezug auf
CTCFL

Um der Frage nachzugehen, ob die beobachtete Korrelation von CTCFL Bindung mit
zuginglichem Chromatin auch innerhalb eines Zelltyps, bei weitreichender Anderung des
Chromatin Status, bestehen bleibt, wurden genomweite FAIRE Analysen im P19 Klon
durchgefiihrt. Um den Grad der hochsten Verdnderung des Chromatins durch Zugabe von
RA zu erreichen erfolgte die Differenzierung diesmal in einem lédngeren Zeitraum von 9
Tagen, da die Auswertung 6ffentlicher Genexpressionsprofile nach diesem Zeitraum die
hochste Zahl an deregulierten Genen zeigte (Suzuki et al. 2011). Um eine bessere statis-
tische Auswertbarkeit der Daten zu erreichen wurde die Sequenzierung in biologischen
Replikaten fiir den undifferenzierten und differenzierten Klon durchgefiihrt. Im Zuge der
Sequenzierung, die vor der Durchfiihrung entsprechend kontrolliert wurde, konnten DNA
Bereiche mit differentieller Zugénglichkeit identifiziert werden. Zur Validierung der Se-
quenzier-Ergebnisse wurden einige Bereiche differentieller Zuganglichkeit ausgewahlt
und in unabhédngigen Experimenten liberpriift (Daten nicht gezeigt). So konnte beispiels-
weise im Promotor Bereich des wichtigen Pluripotenz-Gens Pou3f1 (auch Oct4) (Niwa
et al. 2000) abnehmende Zugénglichkeit der DNA, die mit einer Herabregulierung des
Gens einhergeht, beobachtet werden. Zur Analyse der Auswirkung der Anderungen der
Chromatin Offenheit auf CTCFL Bindung wurden neun DNA Bereiche ausgewéhlt, die
differentielles FAIRE Signal sowie Bindung von CTCFL in undifferenzierten Klon Zel-

len zeigten. Eine genom-weite Auswertung konnte hier aufgrund von fehlender CTCFL
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Bindedaten fiir die Langzeit-Differenzierung nicht durchgefiihrt werden. Von den neun
gewihlten Bindestellen konnte fiir sieben die differentielle Zugénglichkeit auch in unab-
hingigen FAIRE Experimenten bestitigt werden. Zwei Bindestellen zeigten keine Ande-
rung (Ptpru) oder generell keine feststellbare Zuginglichkeit (Nkx3-2). Die sieben beziig-
lich FAIRE validierten Bindestellen wurden dann in ChIP Experimenten auf ihre CTCFL
Bindung hin untersucht. In diesem Zuge konnten zwei Bindestellen (Ptprg & Mzfl) mit
differentieller CTCFL Bindung in Abhdngigkeit der Zugénglichkeit identifiziert werden.
Fiir die anderen Bindestellen konnte zwar CTCFL Bindung beobachtet werden, diese
zeigte jedoch keinen Effekt im Zuge der Differenzierung. Die Moglichkeit der umgekehr-
ten Suche, also Bindestellen zu analysieren die zunehmende Offenheit und einhergehend
auftretende CTCFL Bindung zeigen, bot sich auch hier aufgrund fehlender genom-weiter
Bindedaten fiir CTCFL, im Falle der lingeren Differenzierung, nicht. Somit konnte zu-
mindest fiir zwei CTCFL Bindestellen eine klare differentielle Bindung in Folge verén-
derter Zugénglichkeit gezeigt werden. Die RA-vermittelte Differenzierung fiihrte zur
Kompaktierung der Bindestellen und gebundenes CTCFL ging verloren. An den anderen
fiinf untersuchten Bindestellen wirkten moglicherweise weitergehende Mechanismen die
es CTCFL erlaubten weiter in diesen Bereichen zu binden oder die CTCFL Bindung an
die DNA war in diesen Bereichen generell hoher und die Anderung der Zuginglichkeit

wirkte sich daher nicht auf sie aus.

5.5 Identifizierung eines moglichen DNA Einflusses auf
differentielle CTCF und CTCFL Bindung

Da die geteilte Zinkfinger-Doméne zwischen CTCF und CTCFL zwar eine sehr hohe aber
keine 100 %-ige Ubereinstimmung auf Aminosiure-Ebene aufweist sollte im Rahmen
dieser Arbeit auch der Moglichkeit eines Einflusses der DNA Sequenz auf bevorzugte
Bindung eines der beiden Proteine untersucht werden. Im Zuge neuer Daten zur genauen
DNA Sequenz von CTCF Bindestellen (Liu et al. 2015) bot es sich an einen @hnlichen
experimentellen Ansatz auch fiir CTCFL zu verfolgen. So wurden iiber die Top 1000, am
starksten gebundenen, 14 bp langen CTCF Bindesequenzen zuséitzlich die CTCFL Bin-
dung analysiert. Hier zeigte es sich von sehr groBem Vorteil, dass die urspriinglichen
Analysen auf den ENCODE CTCF Bindedaten in K562 Zellen beruhten, fiir die auch
CTCFL Daten vorliegen. Im Zuge der Analyse konnten Bindesequenzen mit unterschied-
lichen Mustern an CTCF und CTCFL Bindung identifiziert werden. Anhand von DNA

Alignierungsanalysen wurden zwei stark unterschiedliche Untergruppen an Bindestellen
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miteinander verglichen um moglicherweise kleine Unterschiede in den Sequenzen zu
identifizieren die eine grole Auswirkung auf die differentielle Bindung der beiden Pro-
teine haben konnte. Bei diesen Gruppen handelte es sich zum einen um die 20 am starks-
ten gebundenen CTCF Sequenzen, unabhédngig vom Grad der CTCFL Bindung, und zum
anderen um die 20 am stérksten CTCF gebundenen Sequenzen die gleichzeitig tiberhaupt
keine CTCFL Bindung zeigen. Wieder erwarten konnten zwei sehr dhnliche Sequenzen
mit nur zwei Basen Unterschied zwischen den Gruppen identifiziert werden. Wéhrend
die Sequenz CCAGCAGAGGGCGC in allen vorkommenden Instanzen im Genom von
CTCF und in ca. 40 % der Fille CTCFL gebunden vorlag konnte fiir die Sequenz TCA-
GTAGAGGGCGC nur Bindung von CTCF, dies aber in allen im Genom vorhandenen
Instanzen, detektiert werden. In weiteren Alignierungs-Analysen zur Identifizierung der
jeweils ndchstverwandten Sequenzen zu CCAGCAGAGGGCGC konnte eine weitere
Base in der Bindesequenz entdeckt werden die einen entscheidenden Einfluss auf die Bin-
dung von sowohl CTCF als auch CTCFL hat. So zeigt die Sequenz
CCAGCAGAGGGGGC, die sich nur durch einen C zu G Tausch an Position 12 der Se-
quenz unterscheidet, stark reduzierte Bindung von CTCF und iiberhaupt keine Bindung
von CTCFL an im Genom vorliegenden Instanzen. Position 12 des CTCF Motivs wurde
unabhéngig von dieser Analyse in einer kiirzlich verdffentlichten Studie als eminent
wichtige Position fiir CTCF Bindung identifiziert, weiterhin konnten in besagter Studie
auch funktionelle Wirkunterschiede von CTCF anhand der gebundenen Motive festge-
stellt werden (Fang et al. 2015). Somit erlangen die Untersuchungen zur DNA Préferenz
der beiden Proteine eine neue Aktualitit und es wurden im letzten Schritt der vorliegen-
den Arbeit mogliche genomische Bereiche zur Uberpriifung in in silico Analysen identi-
fiziert. Anhand dieser Daten kann mittels EMSA Experimenten die Hypothese liberpriift
werden, ob die identifizierten DNA Sequenz-Unterschiede es wirklich erlauben zwischen
CTCF und CTCFL Bindung zu diskriminieren. Die praktische Durchfithrung wurde in
Zusammenarbeit mit O. Weth durchgefiihrt und die Daten flielen in ein gemeinsames

Manuskript (Bergmaier et al. 2016) ein.

5.6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen welche Faktoren die genom-
weiten Bindungsmuster des Faktors CTCFL bestimmen und es konnte gezeigt werden,
dass CTCFL im Vergleich zu CTCF eine gesteigerte Préferenz fiir aktive Bereiche und
somit offenes Chromatin besitzt. In der Frage der Modulierbarkeit der CTCFL Bindung
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durch Anderung der Chromatin-Zuginglichkeit wurden genom-weite FAIRE Daten er-
hoben die jedoch nicht mit genom-weiten Daten zur CTCFL Bindung korreliert werden
konnten. Hier wire es interessant den weiteren Arbeitsaufwand aufzunehmen und einen
Datensatz fiir CTCFL Bindung nach 9-tdgiger Differenzierung im P19 Klon zu generie-
ren. Somit kdnnte beantwortet werden ob es sich bei dem an zwei Bindestellen beobach-
teten Effekt des Verlustes der CTCFL Bindung in Folge verringerter Zugénglichkeit um

einen generellen Mechanismus in Bezug auf CTCFL handeln konnte.

Im Zuge der neuen sich bietenden Moglichkeiten durch die CRISPR/CAS9 Technologie
wiren auch CRISPR interference Experimente in K562 Zellen oder dem therapeutischen
Ansatz den einige Arbeitsgruppen verfolgen nachgehend in CTCFL exprimierenden wei-
teren Krebs-Zellen denkbar um einen fast vollstindigen Knockout des CTCFL Gens zu
erhalten. Eine weitere mdgliche Anwendung der CRISPR Technologie wire die Zersto-
rung von bekannten CTCFL Bindestellen, so konnte z.B. die CTCFL Bindestelle im Be-
reich des GPR56 Gens durch CRISPR gezielt entfernt/beeintrachtigt und untersucht wer-
den ob in diesem Zuge die Regulierbarkeit des GPR56 Gens durch CTCFL verloren geht.
Neben weiteren Experimenten zur Bindung von CTCFL, und dem transkriptionellen Ein-
fluss auf Zielgene sollte auch die Suche nach méglichen Interaktionspartnern von CTCFL
nicht vernachlissigt werden. hierfiir wiirde sich die Uberexpression von CTCFL-Domi-
nen, die jeweils mit einem entsprechenden Tag-versehenen wurden, gefolgt von Immu-
noprézipitation und Massenspektrometrie anbieten. Die Identifizierung von interagieren-
den Faktoren konnte dann wieder Riickschliisse auf die Funktion von CTCFL an seinen

Bindestellen liefern und weitere Richtungen fiir neue Experimente liefern.

AbschlieBend sind noch die Studien zur méglichen Sequenz-Spezifitit der CTCF und
CTCFL Bindung zu nennen. Hier miissen die gestarteten Experimente weitergefiihrt und
mit Hilfe von in vitro Shift-Versuchen geklirt werden ob sehr kleine Anderungen der
CTCF Motiv Sequenz grofle Auswirkung auf das Bindeverhalten von CTCF als auch
CTCFL haben konnten.
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