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Fur die Unterscheidung von Genen / Transkripten und Proteinen wird folgende Nomenklatur
verwendet:

Humanes Gen / Transkript: komplette Gro3schreibung, kursiv ;RRBIT1
Humanes Protein: komplette Gro3schreibung ; z. B.: PRMT1

Murines Gen / Transkript: erster Buchstabe grof3, kursiv ; PriBtl
MurinesProtein:erster Buchstabe grofiz. B.: Antl
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Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Rolle von PRMT1 im humanen duktalen
Adenokarzinom des Pankreas. Ausgangspunkt hierzu war eine Veroffentlichung, die eine
Uberexpressiovon PRMTlauf Transkriptebeném PDAGelativ zu gesundem Gewebe zeigte.

Als erste Aufgabe wurde in der vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangen, ob auch eine
Erhéhung der Proteinspiegeion PRMT1 im PDA&ewebevorliegt. Durch Vorarbeiten im
Labor und im Ramen dieser Arbeit konnte diese Fragestellung durch immunhistochemische
Farbungnvon Pankreasschnittepositiv beantvortet werden.

Um eine potenzielle Funktion dieser verstarkteRMTiExpression im PDAC zu untersuchen,
wurde die Proliferationsfahigkeiter PDA&Zelllinien Pancl und MiaPaCa2 mittels Wachstums
kurven bestimmt. Durch siRNAermittelte Depletion vonPRMT1in diesen Zellen wurde
deutlich, dass das Protein fiir die Proliferationsfahigkeit essenziell ist. Diese Erkenntnis lief3 sich
durch eine Waderholung des Experiments in HeZellen auch auf weitere Tumorzellen
ausweiten. Zudem wurde die Fahigkeit von PEZ&{l=n zum ankerunabh&angigen Wachstum in
SoftAgarAssays untersucht. Nach Depletion von PRMT1 war diese Fahigkeit gehemmt.

In einem weiteen Teil dieser Arbeit wurden zuvor erbrachte Ergebnisse der Arbeitsgruppe
beziglich einer Assoziation des Transkriptionsfaktors GLI1 mit PRMT1 einer Validierung und
weiteren Bearbeitung unterzogen. Mit Hilfe von Expressionsanalysen auf Transkriptebene
konrten keine belastbaren Hinweise auf einen Einfluss von PRMT1 auGldiESpiegel
festgestellt werden. Eine Interaktion der beiden Proteine konnte wederivonochin vitro
nachgewiesen werden und eine Methylierung von GLI1 durch PRMT1 konnte nicht
abschieRend verifiziert werden. Eine Rolle von PRMT1 bei der Koaktivierung der GLI1
abhangigen Genexpression bleibt fraglich und bedarf weiterer Untersuchungen.

Dem Transkriptionsfaktor-®IYC wurde in Veroffentlichungen eine steigernde Wirkung auf die
Expressiosrate von PRMT1im Zuge von Entwicklungsprozessen nachgewiesen. In der
vorliegenden Arbeit wurde geprift, ob dieser Mechanismus auch in Zellen des PDAC existiert.
Mit Hilfe vonc-MYGCDepletionen konnte bestétigt werden, dass in diesem System ebenfalls
eine Regulation der Expression von PRMT1 dustY€ sowohl auf Transkriptls auch auf
Proteinebene stattfindet.

Durch Hybridisierung eines Oligonukleehiticroarrays wurde der Einfluss von PRMT1 auf das
Transkriptom von PaneRDAEZellen analysiert. Von den 51 erhaltenen Kandidgésten, die

unter siRNAvermittelter PRMT4Depletion mehr als zweifach in ihrer Expression reguliert
waren, konnten bisher zwei Gene validiert werden. Fir die Proteine GLIRRANNXAS, die

von diesen Genen kodiert werden, wurden in verschiedenen Publikationen bereits
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tumorrelevante Funktionen nachgewiesen. Die weitere funktionelle Charalaarng dieser

Proteine im PDAC wird eine der Aufgaben im kiinftigen Verlauf des Pregsits
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Thisthesisaimed to analyzehe role of PRMTL1 in human pancreatic ductal adenocarcinoma
(PDAC)Given thatoverexpression o0PRMTlhas been reported to occwon transcript leveln
PDACrelative to healthy tissueit was investigated heravhether an increase of PRMTL1
expressionn PDAC tissue is alsetectableon protein level. Immunohistochemicastainings
revealed increased protein levels of PRMT1 in tumor cells as well as tumor stroma cells of the
PDAC.

In order to study a potential biogical function of tis elevated®RMT lexpression in PDAC, the
proliferative capacity of the PDAC cell lines Pancl and MiaPaCa2 was deteusiimgedrowth
curve assayssiRNAmediated depletion of PRMTL1 in these cells revealed an essential function
of the protein for the replicative capacitydA similar growth disadvantage due to PRMT1
depletion was also observed in HelLa cdisrthermore the ability of PDAC cells to grow
without anchorage was measured in soft agar assays. In conditions with PRMT lothe pes
ability was inhibited.

In another part of thisthesis,data previoudy generated in the groupegarding an association

of the transcription factor GLI1 with PRMTWere validated and further investigated.
Expression analyses did not show compgllevidence for an influence of PRMT1 @Ghll
transcriptlevels. An interaction of the two proteins could not benfirmedin vivoor in vitro

and methylation of GLI1 by PRMT1 was not conclusively verified. A role of PRMT1 in the
coactivation of GLHleperdent gene expression remains doubtful and neeafiditional
research.

In the literature, it has been shown thathé transcription factor €MYC activates the
transcriptionof the PRMTI1genein the course of developmental processes. In this wirk
existerce of thisconnectionwas studied in PDAC csll Using depletion analysis ofMYC, it

was found thatPRMT1 expressiois enhancedy ¢MYC on transcripas well as on protein
level.

The influence of PRMT1 on theanscriptome of Pancl PDAC cells was analyzed by
oligonucleotide microarrapased gene expression profiling of PRMIEpleted versus contrel
depleted cells So far, two of the 51 candidatgenes that were more than told regulated
uponsiRNAmediated PRIT1 depletion could be validated. Therresponding proteins GLIPR1
and ANXA®&ave previouslybeen shown to have tumor relevant functions. Further functional

characterization of these proteins in PDi&@eeded in the future
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1.1 twheolwDLbaLE [ ¢w! b{CO9w! { 9b

Im Jahr 2003 wurde die Entschliisselung des humanen Genoms 13 Jahre nach Aufnahme der
Arbeiten durch das Humangenomprojekt offiziell verkiindet. Uber die Komplexitat des Genoms
bestand wéhrend der Bearbeitungszeit Unklarheit, wobei die Sahgtzanhand von
Computeanalysen von 120.000 Genen und mehr ausging, um die vielféltigen Funktionen in
humanen Zellen zu steuern. Nach Abschluss der Sequenzierung ist bekannt, dass die Genanzahl
mit etwa 22.500 deutlich geringer ig235], die Sequenzdaten alleine nicht voll aussagekraftig
sind und fur das Verstandnis der Vorgange inZle nicht nur die Kenntnis der Basenabfolge
erforderlich ist, sondern auch die genaue Definition von Genen und die Mechanismen der
Umsetzung der Erbinformation in Proteine. Inzwischen ist offensichtlich, dass die Ubersetzung
der DNA sehr komplex ist drdie differenzielle Expression von bestimmten Genen in Form von
Isoformen einschlielt, ebenso wie die Transkription von RNAs, die regulierende Funktion
haben. Eine weitere Ebene der Regulation besteht in der Modifikation der Erbinformation
selbst durch DM-Methylierung. Doch nicht zuletzt werden auch die Genprodukte, also
Proteine, vielfach modifiziert und damit in ihrer Funktion feinreguliert.

Eine Familie von Enzymen, die Histone sowie andere Proteine der Zelle modifizieren, sind die
ProteinArgininMethyltransferasen (PRMTs). lhre Aktivitat besteht darin, mit Hilfe des
Methylgrupperdonors SAdenosyMethionin  (SAM) die kovalente Anknipfung einer
Methylgruppe an terminale Guanidigouppen von Argininen zu Kkatalysieren. Wie in
Abbildungl zu sehen ist, existieren zwei grundlegende Arten der Argditethylierung. Die
Endprodukte, einerseits asymmetrisches Dimethrginin (ADMA) bei Typ-RRMTs und
andererseits symmeisches DimethyArginin (SDMA) bei Typ-PRMTs unterschéen sich

dabei in der Verteilung der beiden angeflgten Methylgruppen. Bei SDMA ist je eine
Methylgruppe pro Guanidinogruppe des Arginins kovalent gebunden, wéahrend bei ADMA
beide Methylgruppen an derselben Guanidinogruppe gebunden sind. In die-Higssifikation

fallt PRMT5, wahrend PRMT1, PRMT2, PRMT3, PRMT4, PRMT6 und PRMT8 Enzyme des Typs |
sind. FUPRMT9 wurde die Frage nach der Aktivitat noch nicht schliissig beantwortet, jedoch
gibt es Hinweise, dass G&lfgereinigtes PRMT9 Methylieruradgivitat besitzt [60]. Fur
PRMT7 wurden in der Literatur symmetrische Dimethylierungen beschrieben, die jedoch
aufgrund methodischer Méangel kritisaiskutiert werder{99,131,165,200,334Bislang gilt fur

PRMT?7 lediglich die Katalyse von Monometdinin als gesichert, was nahelegt, dass es sich
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um eine ArginifMethyltransferase des Typs Il handelt, wmnomethyliertes Arginin (MMA)
bereits das Endprodukst.

PRMTs- mit Ausnahme von PRMT- methylieren bevorzugt GARylycire-argininerich)-
Motive, also Sequenzen, die mehrere -R@tive enthalten [334]. Jedoch k&nnen auch
Arginine aulRerhalb solcher Bereiche methyliert werden. PRMTs sind im Allgemeinen ubiquitér
exprimiert und meist sowohl im Zytoplasma, als auch im Zellkerimdan. Die Lokalisation
innerhalb der Zelle hangt dabei, beispielsweise im Fall von PRMT1, von der betrachteten
Isoform ab[101]. PRMTS8 hat als einziger Vertreter der Enzymfamilie eine begrenzte Gewebe
Expression und ist nur im Gehirn exprimieAuch seine Lokalisation nimmt eine Sonderrolle

ein, da das Enzym an der Membran verankenli§4].
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Die Methylierung von Argininen in Proteinen verandert entscheidend deren Eigenschaften, wie
die Fahigkeit zur Interaktion mit Nukleinsduren und anderen Proteinen. Jedoch wird durch die
Methylierung die positive Ladung dé&minosaure nicht abgeschirmt. Zum einen andert sich
durch die zusatzliche chemische Gruppe der rAumliche Bau eines Proteins. Zum anderen wird
durch die Methylierung jeweils eine der finf mdglichen Wassetstitkenbindungen
unterbunden, die ein Arginiest eingehen kanrDer Einfluss dieser Modifikation ist dabei sehr

spezifisch, wie das Beispiel des Ridenden Proteins SAM6&eigt. Eine Methylierung
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dieses Proteins bewirkt, dass seine Interaktion mit-Bldfanen unterbunden wird, wahrend
eine Binduig an WWDomanen weiterhin moglich i$19].

Ob und inwieweit MethyRArgininin vivodemethyliert und damit die Methylierung umgekehrt
werden kann, oder ob hierflr einde noveProteinsynthese der MethyArginintragenden
Proteine notig ist, wird noch untersucht. Esdtgeinen ersten Hinweis, dass die Lysin
Demethylase JMJD6 auch zur Demethylierung von Meéttgrhin beféahigt ist[40]. Ein
weiterer mdglicher Mechanisus ist die Umwandlung von Methgtginin in Citrullin durch die
PeptidylargininDeiminase PAD{#63,306] Bereits in diesen Studien und in darfalfenden
Untersuchungen gab es jedoch Resultate, die nahelegten, dass die Deiminierung préaferenziell
bei unmethylierten Argininen und weniger bei methylierten stattfindet, sodase d
Deiminierung eher einen Schutz vor der Methylierung dargidis]. Die Frage zur Umkehrung
der Methylierung ist also nichtaschlieRend geklart.

1.1 1 CbyY¢cLhbdbwaECw

Wahrend in der Hefe lediglich vier ProtedngininMethyltransferasen bekannt sind, sind es
beim Menschen neun PRMTs. Im Verlaufe der Entdeckung von Funktionen der einzelnen
Familienvertreter wurde indes klar, dags sich dabei nicht um redundante Funktionen
handelt, sondern dass die einzelnen PRMTs spezifische Aufgaben erflllen. Innerhalb der
Familie der PRMTs hat PRMT1 hinsichtlich der anteiligen Aktivitat eine Schltisselrolle, denn der
Grol3teil der ArginifMethylierungsktivitat in murinen Zellen falltitl zu[288]. Auch funk

tionell ist dieses Enzym fiir Zellen und Organismen essenziell. Mause, die Remeh
Knockoutragen, sind nicht lebensfahig und sterbleereits am Embryonaltag 6[334]. Mause

mit einem Knockoutvon Rmt4 sterben bald nach der GebyR17]. Im Gegensatz dazu sind
Prmt2- und Prmt3-KnockoutMause lebensfahig [285,324] Ein Prmt5-Knockout fiihrt in
Mausen ebenfalls an Embryonaltag 6.5, aufgrund von Defekten im Erhalt der Pluripotenz von
ESZellen, zum Tod290]. Mause mitPrmt6-Knockoutsind lebensfahig, jedoch Hiiit diesin
MEFZellen zu rascher Seneszenz aufgrund erhohter§giage[220].

PRMTs methyliererlistone undNichtHistonProteine. Hierunter sind Traksptionsaktoren

und Koaktivatoren der Genexpression. Jedoch werderh anele weitere Proteine, unter
diesen Faktoren von Signalkaskaden, methyliert. Entsprechend grof3 ist der Umfang an
Funktionen in der Zelle, die von der Methylierung durch PRMTSs reguliert werden. In der DNA
Schadensantwort methyliert PRMTle Exe und Endnuklease MRE11. Dies istchtig fur

deren! { 0AGAGNGT RAS wWS{NHzZiASNHzy3 |y 52LJISfadNy y3
Foci und den Arrest der Zellen nach DBSiZhadigung[29,30] Auch PRMT6 ist in der

3
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Schadensreparatur involviert, indem es die BNRf @ YSNJ} &S 1 YS{iKef A SNJI
deren DNABIndung als auch die Prozessivitat verstdiks]. Interesanteweise hat eine
Methylierung durch PRMT1 an einem anderen Arginin dieser Polymerase die gegensatzliche
Wirkung, indem es die Bindung an das Hilfsprotein PCNA verhifid@rtPRMTs kdénnen also

ein bestimmtes Ziel durchaastagonistischeinregulieren.

PRMT4 ist auch unter dem Namen CARMbag¢tivatorassociated arginine methyl
transferasel) bekannt. Es erhielt diesen Namen aufgrund der Entdeckung, dass es ein
Kaaktivator nukledrer Rezeptoren ist, indem sminerseitanit p160-Koaktivatoren interagiert
[41,42] Obwohl fur die neun Vertreter der PRNFamilie viele voneinander unabhangige
Funktionen nachgewiesen wurden, gibt es Beispiele, bei denen zwei PRMTs Effekte nur oder
zumindest verstarkt in Kombination bewirken. PRMT1 BRMT4ewirken beispielsweise nur
zusammen eine effektive Induktion von STAIT&genen152]. Auch NFkBund p53Zielgene
werden von PRMT1 url@dRMT4ooperativin KoaktivatorKomplexen aktivierf9,111] PRMT1

und PRMT4cheinen also oftmals eine gemeinsame koaktivierende Funktion auszufiihren.
Zahlreiche weitez Signaltransduktionen in der Zelle sind von verschiedenen Vertretern der
PRMTFamilie beeinflusst.Im InterferonSignalweg verstarkt PRMT1 den wachstums
inhibierenden Effekt von Interferon durch Bindung aden InterferorRezeptor (IFNAR),7].

Durch NGF nerve growth factorStimulation von Zellenwird PRMT1 in seiner
Methylierungsaktivitat verstark{58] und in FZellen sind die Methylrginin-Spiegel nach
Kostimulation durch den CDZ8ezeptor erh6hf27]. AuRerdem verstarkt PRMT1 die Aktivitat
RSNJ t NPY2(G2NBy @ 22fundlsywichtiyFodiegihittiung vy Rfektef des
T-ZellRezeptofSignalvegsiiber den Transkriptiordiaktor NFATc2 durch die Methylierung des
Kofaktors NIP4R11].

Nach InsulirStimulation ist PRMT1 zunehmend membranstandig lokalisiert und verstarkt die

Effekte der Bindung von Insulin an den Rezeptb?7]. Im Zusammenhang mit dem

dzy
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Aktivierungeiniger transkriptioneller Zielgene des Rezeptors notwendig. Hierbei wird PRMT1

in zeitlicher Assoziatiormit dem Rezeptor an Zielgene rekrutief99]. Zum anderen

YSGKet ASNI twac¢m 9wh RANB1UG dzyR R@und dedaa Syl A St

Aktivierung vonDownstreamEffekten [257]. Bei der Signalkaskadenach Stimulation des
Androgemezeptors haben sowohl PRMT2 als auch PRMT4 eine koaktivierende Wirkung bei der
Genexpressiofl95.t wa¢n 2+ (1 G0AGASKHE. SoSyFlrffa RSy 9wh
Nicht zuletzt haben PRMTs einen Einfluss auf die Genexpression, inéerhlistone
methylieren. PRMT1 methyliert H4R3 uRBRMT4lie beiden Arginine H3R17 und H3R267].
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Die Methylierungvon H4R3 hatine aktivierende Funktion durch eine Forderung der Histon
Acetylierung indem PCAF rekrutiert wifd70,300] wahrendim Falle der H3RW¥lethylierung

der PAFIKomplex rekrutiert wird, der eine Rolle in dd&ranskriptionsElongation spielt.
Dadurch fuhrt die Methylierung von H3R17 durBiRMT4zu gesteigerter Expression von
OstrogenZielgenenf313]. PRMT5, welches eher als Repressor beschrieben wurde, kann H3R8
und wie PRMT1 ebenfalls H4R3 methylie[2R7]. Wahrend die Modifikation durch PRMT1
asymmetrisch ist, katalysiert PRMT5 die symmetrische Form. Interessanterweise haben diese
beiden Modifikationen eine kontrare Wirkung. Erstere ist aktivierender, letztere
reprimierender Art. Durch welche Mechanismen diese Wirkung vermittelt wird, ist nicht
abschlieRend geklart. Es gibt Hinweise, dass Fadiem der Methylierung von bestimmten
Proteinen spezifisch, zumindest in Kombination mit weiteren Modifikationen, ausgelesen wird.
S bindet RAG2 trimethidrtes H3K, was verstédit wird, wenn symrmtrisch dimethyliertes
H3R2, nicht aber wenn asynetrisch dimethyiertes H3R2 vorliegt [246]. Neben dieser
Wechselwirkung zwischen vorhandenen Histdviodifikationen und HistorArginin
Methylierungen existieren noch weiterevon denen ein Beispiel die Methylierung viIBR2
durch PRMT6 ist. Diese schliel3t sich mit der Trimetiylie von H3K4 wechselseitig
aus[106,124] In diesem Fall besteht die repressive Funktion von PRMT6 in der Verhinderung
der Rekrutierung von Faktoren, die einen aktivierenden HiStatus (H3K4rimethylierung)
setzen. Das ProteinTDRD3 kann asymmetrisch dimethylierte Histone mit seiner Fudor
Domaéne spezifisch erkennen. Es wird in Abhangigkeit RBMT4an den pSZPromotor
rekrutiert und die TudoDomane ist fur die Koaktivierung notwendig21]. Der Doméne
kommt somit eine Schlusselrolle beim Auslesen der Methylierung von Histonen zu.

Es sind auch Falle bekannt, in denen die Ardutethylierung von NichHistonProteinen im
Zusammenhang mit weiteren posttranslationalen Modifikationen steht. Die Methylierung von
FOXO1 durch PRMT1 blockiert die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors durch Akt,
verhindert damit seine Degradation und verstarkt die Expression von FRQ&mren[319].

PRMT7 interagiert mit CTCFL, einem InsulRrotein, das unter anderem eine Rolle im
Imprinting spielt[131]. Beim GenGF2(insulinlike growth factor 2 ist sowohl eine Expression

von CTCFL, als auch von PRMT7 notig, damit die LokuskontrollregiiBRzom Abhangigkeit

von den DNMT3le-novo DNAMethyltransferasen methyliert wd. Als mechanistische Rolle
von PRMT7 wird die Methylierung von H2A diskutiert, die durch Koexpression von CTCFL
verstarkt wird. Damit ist auch ein Zusammenhang der PretegininMethylierung mit dem

Vorgang desmprintingsgegeben.
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PRMT4ist mit einem Faktor assoziiert, der einRolle im ChromatiiRemodelingspielt. Es
interagiert mit der ChromatinRemodelef~amilie Mi2, wobei die Aktivitdten beider Enzyme
notig sind um eMYBZielgene zu induzieren und beide zusammen aNt¥B an Genbereiche
rekrutiert werden[283].

Viele RNAindende Proteine, zu denen SAM68 gehdveisen R@Viotive auf, wodurch sie
potenzielle Ziele fir MRTs sind. Rr viele dieser Proteinewurden Methylierungen
nachgewiesen (RevieyB25]). Der Bau des Arginins als Donor fir Wasserstoffbrieken
bindungen erscheint ideal, um das Rickgrat der RiNAestimmten Tertiarstrukturerzu
binden[38]. Die Fahigkeit zur Bindung wird entsprechend durch eine Metioylg, welche die
Anzahl an Wasserstdifickenbindungen reduziert, beeinflusst. Von der Methylierung der
mRNAbindenden Proteine leiten sich einige der Funktionen von PRMTs in der Zelle, unter
anderem imSpleiBenvon premRNA, ab. Mehrere verschiedene -Bnoteine, die mMRNA
bindende Eigenschaften haben und Bestandteil 8pkilosonsind, werden methylier{34].

Das SMNProtein bindet methylierte SniProteine, wobei die Interaktion durchied Tudor
Domaéane vermittelt wird Mit SPF30 und TDRD3 sind zwei weitroteine bekannt, die
Methyl-Arginine Uber ihre TudeDomane binden62]. Nur in methylierter Form kann die
Interaktion zwischen SMN und SPnoteinen stattfinden, was fir den Aufbau und
entsprechende Funktionen deSpleiRsoms notwendig ist[32,34,99] Fir PRMT4 wurde
nachgewiesen, dasgdie Methylierungsaktivitat eine Rolle beim alternativen Splicing spielt,
indemsiezum ExorSkipping fuhr{48].

Durch die Methylierug von mRNAindenden Proteinen haben PRMTs Rollen in zwei weiteren
Zellfunktionen. Die sogenannten KeimbaBnanula, in denen bestimmte RMepezies (piRNA)
zusammen mit PIWProteinen und TudeDomanentragenden Proteinen interagieren, haben
eine keimbahngezifische Funktion im Unterdricken von Transposons in Drosophila
(Review[236]). PRMT5 methyliert mehrere PARftoteing und eine Depletion des Enzyms
fuhrt zur Akkumulation von Transposons in DrosopHi##9]. In StressGranula, Orte an denen
unter Stressbedingungemicht korrekt translatierte MRNAs mit Proteinen akkumulieren
(Review[11]), sind die TudeProteine SMN und TDRD3 kanden. SMN ist fur die Bildung der
Granula wichtig121] und fir TDRD3 ist naghwiesen, dass es in Abhangigkeit seiner Tudor
Domaéne zu den Granula rekrutiert wigt0O0].

In mehreren Fallen wurde ein Einfluss der Argiethylierung auf die Lkalisation von
Proteinen nachgewiesen. Auch hier sind mHMi&lende Proteine betroffen, wie
beispielsweise Npl3p und Hrplp (in Hefe), deren Export aus dem Nukleus von Hmtlp, dem

Ortholog von humanem PRMT1, abhangig ist diebhne Hmtlp nukleéar vorliegn [270]. Die
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Richtung des Einflusses einer Methylierung auf die Lokalisation von Proteinen ist dabei
variabel. Beispielweissind bestimmte Isoformen de®roteirs FGF2 (fibroblast growth
factor 2) bei fehlender PRMAKktivitat verstarkt zytoplasmatisch lokalisi¢287].

1.1.2 5LwD! [ ¢bhhbwaC

Die Regulation von PRMTs kann auf mehreren Ebenen stattfinden. In ihrer Funktion als Enzyme
spielt hierbei auch die Kontrolle der katalytischen Aktivitat eine grof3e Rolle. Prinzipiell sind
PRMTs ohne Bindungspartner konstitutiv aktiv und kénBebstratemethylieren. Dennoch

sind Beispiele bekannt, bei denen die Aktivitat der Enzyme durch Bindungspartner im
Allgemeinen reguliert oder spezifisch auf bestimn8abstrategelenkt wird. PRMT5 ist im
sogenannten Methylosom, das den Bindungspartner MERBthalt, deutlich starker
aktiv[86]. Ein weiteres Beispiel, bei dem die Aktivitdt einer PRMT verdndert wird, ist die
Interakion mit ChromatinRemodelern PRMT5 interagiert mit Komponenten des SwifSnf
Komplexes, wodurch die Methylierungsaktivitat auf HisReptiden und Histonen erheblich
gesteigert wird [227,229] Durch den Interaktionspartner COPR5 erfahrt PRMT5 eine
spezifische Regulation, indem die Aktivitat praferenziell auf H4R3, statt auf H3R8 gelenkt wird
[159]. Zudem rekrutiert COPRdie Methyltransferase an einzelne spezifische Zielgene wie
CYCLIN EIm Falle von PRMT1 gibt es Hinweise, dass BTG1 einen verstarkenden Effekt auf die
Aktivitat von PRMT1 hgR4,173] Das BTGihteragierende Protein hCAF1 hat jedoch einen
spezifischen Einfluss auf die PRMAKtvitat und verdndert das Vedltnis der
Methylierungsntensitaten verschiedener PRMBUbstrate255].

Eine Beeinflussung der Aktivitat oder der Spezifitadt von PRMTs dlinclrisierung mit
anderen Vertretern der Proteinfamilie ist noch weitgehend ungeklart. Dennoch sind mehrere
Interaktionen bekannt. PRMT1 wird in seiner Aktivitat auf Histon H3 vielfach verstarkt, wenn
es PRMT2 oder weitere PRMWIblekile als Interaktionspaner zur Verfigung hat, wobei
jeweils keine intakte Methyltransferadeoméane der zusatzlichen PRIMDlekile von Noten

ist [226]. PRMT1 interagiert zudem mit PRMI84]. Dies st besonders interessant, da durch

die Lokalisation von PRMT8 in der Zelle hierdurch eine zusétzliche Art der Regulation mdglich
ist. PRMT8 ist membranstandig und kdnnte Rekrutierungen durchfiihren, wie dies bei der
bereits erwahnten Rolle von PRMT1 in tesulinSignakaskadediskutiert wird[127].

So wie PRMTs die Aktivitdt und Funktion anderer Bezynd Proteine steuern, werden auch

sie selbstdurch posttranslationale Modifikation feinreguliert. PRMT4 wird automethyliert, was
zwar keine Auswirkungen auf die Methyltransferadivitdt hat, jedoch fir die

koaktivierende Wirkung bei der Ostrogenremmpabhangigen Genexpression und fur den

7
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Einfluss auf das Splicing durch E&kipping notwendig isfl57]. Auch PRMT6 und PRMT8
haben die Fahigkeit zur Automethylierung, und PRMT1 scheint zumingdeisto schwach

dazu in der Lage zu s€i®4,260] Im Falle der Automethylierung von PRMT8 wird diskutiert,
dass dies ein Mechanismus zB8teigerungder Methylierungsktivitdt durch PRMT8 selbst
ist[260]. PRMT5 wird durch die JAKihase phosphoryliert, was die Interaktion mit MEP50
verhindert und die Methylierungaktivitat herabsetz{177]. PRMT4 wird an den Serinen 217
und 228 phosphoryliert[80,117] Beide Modifikationen verhindern die Bindung des
Methylgruppendonors und damit die Methyltransferadktivitat. In letzterem Fall ist
zusatzlich die Dimerisierung unterbunden, wodurch auch die Koaktivatorfunktion vermindert
ist. Die Phosphorylierung areth 217 ist zellzyklabhangig und treibt das Enzym aus dem
Zellkern in das Zytoplasma, sodass die Beeinflussung der Lokalisation eine weitere Ebene der
Regulation darstellt. Fir PRMT5 wurde in der Immunhistochemie beobachtet, dass es in
Prostatakrebszédn im Vergleich zu benignen Zellen verstarkt zytoplasmatisch farbbar ist.
Relevanz erhalt diese Beobachtung dadurch, dass zeltérliges PRMT5 die Proliferation
inhibiert, wahrend zytoplasmatisches PRMT5 eine Induktion der Proliferation bg®iki

Auch microRNAs sind bei der Regulation von PRMTs beteiligt. PRMT5 wird von mehreren
dieser RNAs in seiner Egpsion inhibiert und die Spiegdieser PRMT5SpezifischerRNAs sind

in malignen EZellen verminder{302]. Deren Re&xpession fuhrt zur Repression von PRMTS5,
welches in BZellen auf translationaler Ebene Uberexprimiert ist und essenzielle Funktionen in
der Proliferationsfahigkeit dieser Zellen hat.

Fur PRMT1 wurde eine Regulation auf Ebene der Transkription entdeckt und de
zugrundeliegende Mechanismus charakteris{8@]. Im Zuge der Thyroidhormeabhangigen
Metamorphose inXenopus Laeviwird die Expression der Methyltransferase durch Bindung
des Transkriptionsfaktors-Myc an Genbereiche voriPrmtl verstérkt. Die Bindestelle fir

c-MYC ist hierbei auch in der Maus und beim Menschen konserviert

1.1.3 5L@h[[9 tzwa ¢ tbahw9b

Als Regulatoren der Genexpression und auch in ihrer Eigenschaft als Koaktivatoren sind PRMTs
in verschiedenen Krebsarten an Deregulatiomerteiligt. Im Allgemeinen wurden fur PRMTs

im Gegensatz zu anderen Schliisselproteinen wie p53 odeBk&Rm Mutationen in Tumoren
gefunden, wie der COSMI@afalogue of somatic mutations in cang&atenbank zu
entnehmen ist. Hingegen ist die Uberexpressider Enzyme eine haufige Beobachtung. Auch
PRMT1 ist von dieser Regulation betroffen und es lassen sich erhéhte Spiegel in Leukamien,

sowie in Blasen Lungen, Brust und Magenkrebs nachweisdi89,323,333] Das GerMLL
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(mixedlineage leukaemigaauch:KMT2A weist in akuten éukamien Fusioneauf, welche die
Aktivitat der lodierten LysirMethyltransferase konstitutiv  aktivieren. Eines dieser
Fusionsprodukte ist MEHEEN, dessen tumorfordernde Eigenschaft im Zusammenhang mit
PRMT1 steht, indem es das von PRMT1 methylierte Pr&AM68 binden kann. Funktionelle
Versuche haben gezeigt, dass die Wirkung von-BEEN (ber SAM68 und PRMT1 vermittelt
wird [51]. In der AML (akute myeloide Leukamie) ist PRMT1 wichtig fir die Wirkungen eines
weiteren Fusionsproteins, dem AMEIT GProtein. In diesem Fall interagiert PRMT1 mit dem
Fusionsprotein, methyliert dieses und wird auRerdem an Promotoren von Zielgekertiert,

wo es deren Expression durch Methylierung von H4R3 steigetiztendlich ist es damit
wichtig fur die Fahigkeit der Zellen zur Selbsterneuef@i@d)].

Es wurden Korrelationen zwischen der Malignitat von Tumoren und der Expression von PRMT1
festgestellt, wie beim Beispiel des Brustkrebses, wo eine starke Expression der Isafonm 1
PRMT1mit einer kiirzeren Uberlebensdauer korreligit89]. In diesem Fall ist die Rolle von
PRMT1 bereits duuntersucht. PRMT1 methylierden Ostrogenrezeptor, waslessen
Interaktion mit SR@ verstarkt und fur die Aktivierung voKTund die Beeinflussung des
Zellzyklus notwendig isf257]. Ahnliche Korrelationen zwischeRRMTiExpression und
Uberleben gibt es auch im KolonkarzinfiB88]. PRMT4 ist im Brustkrebs mit fortschreitendem
Tumorgrad zusammen mit dem pl8aktivator G3 verstarkt exprimiert, was in einer
E2F1abhéangigen Heraufregulation des koaktiviertéielgensCYCLIN Bhindet[194] RG3
rekrutiert dabei PRMT4 an ddf2F1Promotor, was zur Methylierung von H3R17 fuhrt und fr
die Proliferation von MCFBrustkrebszellen wichtig i$88]. Auch PRMT2 ist in dieser Krebsart
im Vergleich zu gesundem Gewebe verstarkt exprimiert. Die Haufigkeit der Uberexpression ist
in Ostrogenrezeptorpositiven Tumoren erhoht, wadie Rollevon PRMT2n diesemSignalveg
unterstreicht. Dabei reprimiert PRMT2 die Expression&=@ADHERINinem entscheidenden
Gen des epithelialen Expressipnsgramms, in Abhangigkeit von Ostrogen und dem
koakivierten ECADHERHRepressor SNAJR30].

PRMTL1 ist ein negativer Regulator des WBighalvegs indemS & RGATENINRepressor
AXIN durch Methylierung stabilisiert, was letztendlich zu einer Inhibition des Segsdlitrt

[39]. Der WNTSignalweg ist in Tumoren in vielen Fallen deliegil wobei haufig eine
Induktion desSignalvegs zu beobachten ist (Revief238]). Im Kolonkezinom ist PRMT4
uberexprimiert. ESA y' (' S NI 3 ACBTENIN, Yvkdian Whelgene rekrutiert, beeinflusst
deren Expression positiv und erhoht die Proliferationsfahigkeit von ZE1Ié#$,225] Zudem

wird die Expression von Matrixmetalimteinasen von PRMT4 positiv reguligit9]. Diese
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Proteinasen haben bedeutende Funktion bei der Veranderung der Umgebung von Tumoren im
Zuge der Metastasierung (Revi¢iv4]).

PRMTS5 istn vielen Regulationen, darunter auch bei tumorrelevanten Funktionen, beteiligt
(Review[320]). Es spielt eine Rolle in der EMT (epitheliakesenchymale Transition), einem
Schlissehechanismus der Metastasierung von Tumoren. Das Enzym agiert als Korepressor,
wenn es an Genbereiche voB-CADHERINekrutiert wird [120]. Es ist dabei durch die
Methylierung von H4R3 mitverantwortlich fur eine Repression \BG@ADHERINEine
Uberexpression von rit5 fiihrt in MausFibroblasten zu ankanabhanggem Wachstum
[227]. Dieser Umstand scheint von Tumoren genutzt zu werden, da fir PRMT5 erhéhte Spiegel
in Magenkarzinoran, Lymphomen und Leukamien gefunden wurd@m5,228] PRMT5
methyliert auflerdem p53. In Kolonkarzinomzellen fihrt eine Depletion des Enzyms zu
verstarkter p53abhéngiger Apoptose in Folge von DSi¢ghaderj129].

PRMT6 ist in Blasemund Lungenkrebs verstarkt exprimiert und seine Depletion wirkt sich
negativ auf die Proliferation réasprechender Zelllinien augB23]. PRMT6&lepletierte Zellen
weisen zudem Defekte in der Fahigkeit zur Migration auf, ein Umstand, der auf die Hemmung
der Expression des Proteins TSRTHROMBOSPONDIN dyrch PRMT6 zuriickgefiihrt
wird [198]. TSPL selbst ist ein negativer Regulator der Angiogenese und Tumorgenese.

Fur PRMTY7 ist keine definitive Funktion in Tumoren bekannt. Jedoch wurde in einer Meta
Analyse entdeckt, dass die chromosomale Region, die EBMT7Gen enthalt, in
metastasierten Brustimoren gegenlber nichitnetastasierten Tumorewerstarkt exprimiert

wird [294].

1.2 51 { 5! ¥Y69pbaY! whLibhmaYBDY {

1.21 .Lh[ hDUODYWO! {Ot LBSaLh[ HDBEL!9/ 59

Der Pankreaskrebgst in Deutschland die vigraufigste Todesursache unter allen Krebs
erkrankungen. Etwa 996 aller Falle betreffen hierbei das duktale Adenokarzinom des
Pankreas (PDACacreatic ductal adenocarcinomaind nur wenige Falle andere maligne
Arten des Pankreaskrebs wie das Azinuszelarzinom oder endokrine Tumoren. Trotz
intensiver Forschungeist die relative Haufigkeit an Todesfallen beim Pankreaskrebs von 1999
bis 2008 aufahnlich hohemNiveau geblieben, was auf eine limitierte Erfolgsrate bei neuen
Behandlungsmethoden hinweist. Zudem erfolgt die Diagnose meist in spaten Tumorstadien,

sodass operative Eingriffe nicht mehr ausreichen. Die relativeJafresUberlebens
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wahrscheinlichkeit ligt bei lediglich B % (Datererhebung 2008aus dem Zentrum fir Krebs
registerdaten des RobeKochlinstituts). Die Zahl der Neuerkrankungen (Inzidenigs PDACs

ist besténdig ansteigend.

Als beglnstigend fir die Entwicklung eines Pankreastumors gatigr anderemLebens
umstande wie das Rauchen, ein vorhandener Diabetes vom Typ 2 und UberméaRiger
Alkoholkonsum[112]. Besondere Bedeutung hat eine chronische Entziindung des Pankreas
(Pankreatitis), welche das Risiko, an einem PDAC zu erkrankenclieethiéht [187].
Unterstltzend zu dieser Thesgeigertdie Mutation des GenBRSS{TRYPSIDNGEN was zur
Ausbildung einer chronischen Pankreatitis fihrt, die Wahrscheinlichkeit zur Entwicklung eines
PDACs um das3-fache [183]. Die zuvor genannten Risikofaktoren (Rauchen, Diabetes und
Alkohol) fuhren ebenfalls zwchronischer Pankreatitis, wodurch der Mechanismus der
Auslosung eines PDa@urch diese Faktoren gegeben ist (Revi8h6]). Zuséatzlich lasst sich in
einigen Fallen eine genetische Pradisposition erkennen, wenn bereits mehrere
Familienmitglieder einen Tumor des Pankreas entwickelt hatten.

Das PDAC hat seinen Ursprung im exokrinen Teil de&dds. Dieser macht 806 der
Organmasseus. Funktionell dient er deProduktion von Verdauungsenzymen in Form von
inaktiven Zymogenen in den sogenannten Azini (Endstiicken) demd Transport dieser
Enzyme durch ein Gangsystem in den Verdauungstraidildung2 verdeutlicht den Bau

diesesOrganteilsschematisch und anhand eines histologischen Préparats.
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Mehrere azindre Zellen formen dabei einen AzinAbbfldung2 A, braun), der Enzyme

produziert und tUber die Gange (Dukti, blau) ausleitet. Zentroazindre Zellen im Inneren der

Azini haben hauptséchlich eine regulierende Funktion auf die Zusammensetzsg d

gebildeten Sekrets (gelb, Pfeil). Die histologische Farbundbisildung 2 B zeigt eine

Gruppierung von mehreren Azini sowie einen Duktus mit regBigem, flachem Epithel, in

3S&dzy RSY tIy{NBFa3dsSgSoSd 9AyS [FYy3ISNKIyaQaokKs
enthalten. In diesem spezialisierten Kompartiment befinden sich Zellen des endokrinen Teils

des Pankreas. In ihnen werden die Hormone Glucagaenljifn Somatostatin, pankreatisches

Polypeptid und Ghrelin produziert, wodurch den Inseln Funktionen in der Regulation des
Blutzuckespiegels, verschiedenen Verdauungsfunktionen und des Hgeafigrls zukommen.

Der Einschub iAbbildung2. T SA 34 SAyS T SYGNRITAYNNBE %SttS o6a
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Das PDAC entwickelt sich Uber Vorlauferstadien, die histologische Akfitdligzeigen und
Anderungen im Expressionsprogramm aufweisen. Die am besten untersuchten und am
haufigsten auftretenden Vorlauferstadien sind die sogenannten Panlpencieatic
intraepithelial neoplasigs die histologisch an veranderte Duk erinnern. Watere
Vorlauferstadien sind muzindse zystische NeoplasistN) und intraduktale papillare
muzindse Neoplasien (IPMN), die mit geringerer Haufigkeit auftreten. Die Entwicklung von
PanINs ist gepragt von einer morphologischen Veranderung DiektusEpithelzllen,
ausgehend von einem flachen hin zu einem saulenformig@thel mit Atypien der Zellen und
Zellkerne(Review[186]).

Wie in Abbildung3 dargestellt werden drei PanlIhstadien unterschigen. Die Veranderung

der Zellform mit vermehrter Stéimabsonderung charakterisiertad PanINiStadium. Im
weiteren Verlauf (Uber PanIN2)entwickeln sich Atypien der Zellkerne darunter auch
Chromosomeaberrationen, sowié/eranderungen in der gleichmafigdnordnung der Zellen

in Form von papillaren Auffaltungetm Stadium PanIN3 schlie3lich ist dascinoma in si
erreicht, bevor im PDAQnvasionen der entarteten Zellen in das umliegende Gewebe
auftreten. Uber den gesamten Verladier Entwicklungnimmt der Gehalt an umliegendem
Bindegewebe zuwvo zudem grof3e Mengen an eazellularer Matrix sezerniert werden. Dies

wird als Desmoplasie bezeichneSie verdrangt im histologischen Bildunehmend die

V2NXYF Sy {GNHZ GdNBy RS&a tIFyINBlIaE 6A8 RAS 11T AYA
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Die Einteilung in diese drei Klassam PanINs ist umstritten, da die Eingliederung schwierig
und oft nicht reproduzierbar ist (Revieid86]). Generell werden PanINind PanINZStadien

zu niedriggradigen und PanlMadien zu hochgradigen Vorlauferstadien gezéahlt. Niedrig
gradige PanINs sind eine haufige Beobachtung vor allem in alteren Individuem ohne
entwickelten PDAQInd bedirfen keiner Behandlung, wahrend das Auftreten vomli¥a der
Stufe 3aufgrund der Progression zum PDB€&handlungsbedarf anzeigiine Untersuchung,
welche die Expression einiger bekannter tumorrelevanter Proteine in PanINs mit Hilfe eines
GewebeArrays Uberprifte, zeigte, dass klassische Tumormarkewie p53 und die
proliferationgelevanten Proteine CYCLIND1 und KbB7, erst im PanIN&tadium gesteigert
exprimiert sind. In frihen Stadien werdeeher Proteine Uberexprimiert, dideispielsweise
Funktionen bei deBSchleimproduktion undem Zellverbanchaben[185].

DashistologischeBild des PDALdst von einer umfangreichen Metaplasigpragt alsodem

augenscheinlichen Umwandeln ausditinzierter Pankreaszellen unetrukturen, wie den
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Azini, in ein von Dukgepragtes Gewebe. Die Morphologie von PanINs und PDACs hat zu der
Annahme gefiihrt, dass diese Lasionen von epithelialen Zellen ausgehen. Neuere und
detailliertere Untersuchungen zurerkunft des PDACs mit Hilfe von Markern zeigen jedoch,
dass andere Zelltypen als Quelle fur die epithelialen Strukturen in Frage kommen. Eine
Behandlung von Explantaten aus Mausen deih WachstumsfaktoreiGF dzy R | DC 06 S g A NJ
die Umwandlung azinarer iduktale Strukturen[190]. Durch Sichtbarmachung der Zellen mit
einer MarkerproteirExpressiomnter Kontrolle eines Znuszelspezifischen Promotors wurde
nachgewiesen, dass eine direkte Transdifferenzierung derr@zirZellen in epitheliale Zellen
stattfindet und nicht lediglich eine Depletion azinarer Zellen vorliegt. Dabei lag eine
Zellpopulationals Internediat vor, die sowohl azinare, als auch epitheliale Mapkateine,
zusammen mit einem Markerprotein fur exdke Vorlauferzellen (NESTIN) exprimierte. Dies
weist darauf hin, das&zindre Zellen durch Deoder Transdifferenzierung den Charakter
duktaler Zellenannehmen, wenn eine Stimulatiodurch Wachstumsfaktoren erfolgt. Diese
Situation liegt auchbei Geweberepraturen wie beispielsweise im Zuge der Pankreatitis
vor (Review[219]).

Zentroazinare Zellen sind weitere Kandidaten fur den zelluldren Ursprung im PDAC. Bei einem
Knockoutvon Pten proliferieren zentroazinare Zellen und bilden duktusdhnliche Strukturen,
welchedie ainaren Strukturen ersetzeff81]. Ein Knackoutvon Ptenin azindren Zellen hat
diesen Effekt nichtPten istein negativerRegulator des PI3Rignalvegs Letzterer wirdauch

von mutiertem KRAS induziert. Als Ursache wird diskutiert, dagentroazinare Zellen im
adulten Pankreas daNotch-Ziegen HES exprimiert wird, was auf einen aktiven Signalweg
hindeutet [203]. Notch ist wichtig fur den Erhalt des undifferenzierten Status von
Vorlauferzellen unddie Expression von konstitutiv aktivem NoteREezeptor fihrt zu einer
ausbleibenden Differenzierung exokriner und auch endokriner Panidelés mit der Bildung
duktusahnlicher Strukturer215]. ZentroazindreZellen konnten daher anféer fur die
Dedifferenzierung odefransdiffeenzierungaufgrund erworbener Mutationesein.

Erkenntnisse aus PDAMdellen beim Hamster deuten an, dass auch Inselzellen
Ausgangspunkt fir die Entwicklung eines PDAC sein kdnnen. Behandlungen mit einem
YFENI Ay23Sy 1 aSy t5!1/a ldaAx ¢l a 2SrRelénkesdSNKAYR
Pankrea depletiert werden[239]. Die Transplantation von Inselzellen |6st zudem die
Entwicklung von abnormen duktalen Strukturen bei Hamsteran der Stde der
Transplantation aus[240]. Einschrdnkend muss hier angemerkt werden, dass eine

Kontamination mit nichdnselzellen nicht ausgeschlossgarden kann.
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Die prominenteste deWeranderungen im Expressionsprograguie im PDAC gefunden wird,

ist die Mutation von KRAS Bereits im Stadium der chronisechePankreatitis istdies
nachweisbar. Jedoch werden auch in gesundem PaniGeasbeteilweise bereitsKRAS
Mutationen detektiert, sodass die Aussagekraft als Tumormarker lihein Stadien strittig
ist[181]. Allerdingssteigt die MutationsHaufigkeit mit fortschreitendem Grd der PanINs
stark an und erreichim PDAC nahezu 1088 der untersuchten Fall§8311]. Zudem wurden in
einzelnen Patienten in verschiedenen Neoplasien innerle@lles Pankreas unterschiedliche
KRASVutationen nachgewiesenwas ein weiteres Indiz fir die Haufigkeit dieMurtationen

ist [210]. Hinweise, dass dicKRASMutationen funktionell bedeutend sind, wurden unter
anderem durch Verwendunginer siRNA/ermittelten Depletion vonKRASNn PDA&ellen
gefunden [83]. Hier induzierte derKnockdown die Apoptose und verminderte die
Proliferationgahigkeit sowie die Migration von PD&ZEllen. Auch die Expression von VEGF
(vascular endothelial growth factowar verringert

Die chronische Pankreatitis jistie erwéhnt ein bedeutender Risikofaktor fidie Entstehung
eines PDACs. Als zugrundeliegender Mechanismus wird diskutiert, dass die €shvieligung
durch Freisetzung von Wachstumsfaktoren im Zuge der Gewpbgatur zu einer
gesteigertenProliferation fiihrt unddadurchzur Selektion von Mutatizen beitiégt, die auch
durch die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies aufgrund der Entziindung mitverursacht
werden. Im Zuge der Reparatur proliferieren azinére Zellen und nehmen dabei morphologische
Charakteristika von Dukti an und exprimieren zuddviarker wie ZYTOKERATIN9
(Reviewg116,208). Dieser Zustand ist nicht von Dauer und nach Abschluss der Reparatur
differenzieren die Zellen erneut. Jedoch verhindert éddmasMutation die Ruckkehr der Zellen

zu ihren differenzierten Formej207]. Durch die Notwendigkeit der Gewebereparatur mit der
damit verbundenen Dedifferenzierung in der chischen Pankreatitis ist damit ein Zustand
gegeben, der eine zuféllige somatische Mutation WdRASund/oder weiteren Signalwegen
selektiert.

Bestandteileder Signalweg von Wachstumsfaktoreniiber EGFRezeptoren sind im PDAC
dereguliert. So ist der EG¥ezptor ERBB in PDAGchnitten Uberexprimiert und dies
korreliert mit einer ungtinstigen Progno§&7]. Auchweitere EGFRezeptoen (EGFR und HER

2) sowie Wachstumsfaktorerf9 D C  dzy Rsindtifd ®DAC relativ zu normalem Gewebe
Uberexprimiert[154,311]Jund im Tiermodell wurde eine positive Wirkung von B@F R ¢ DCh
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auf das Wachstum von Pankreastumoren gezfgi. IGF1 induziert die Proliferatiorvon
PDA&ellen, aktiviert die MARKInd PI3KSignalvege,und die Aktivitat des IGERezeptors

ist wichtig fur die Unterdriickung der Apoptogxl7]. SowohllGF1 als auch sein Rezeptor sind

im PDAC auf Transkriptebene Uberexprimi@2]. Auch weitere Wachstumsfaktoren haben
eine Rolle im PDAC und sind dort verstarkt exprimiert, hierunter HGF und9p@55]
Bedeutend ist,dass KRAS und die nachgeschaltete Signalkaskade durch ddteEspEor
aktiviert wird (Review[275]). Da eineKRASMutation unter Depletion des EGRezeptors
alleine nicht ausreichend ist, um PDACs zu induzieren, wird diskutiert, dass ein gewisser
Schwellenwert an KRA&Ktivitat Uberschritten werden muss, damit PDACs entstehen.
Zusatzlich zur Mutation des Gens kdnnte das durch weitere deregulierte Sighalwege, die KRAS
induzieren, erreicht werden.Die Ausschittung von Wachstumigktoren im Zuge der
Regermration wird als eine mogliche Ursache fiir dieoliferationvon Zellen mit Mitationen

von KRASIurch klonale Selektiogesehen und stellt eine plausible Erklarung fur die Rolle der
Pankreatitis als Risikofaktor da

Méause mit mutiertem Krasweisenzwar schnell PanINsuf, doch diese entwickelsich erst

nach langen Latenzzeiten zu hochgradigen Lasionen und P[RA&]s Bei gleichzeitiger
Depletion der Tumasuppressoremp16™*und p19" durch Deletion de€dkn2aGens, das in
alternativen Leserastern fur beide Proteine kodieentwickeln sich im Mausmodell im
Gaensatz zum alleinigeirasKnockinschnell und haufig PDACs mit schlechter Progfiise
Funktionell fihrt dieMutation von KRASum Austausch bestimmter Aminoséuren voemlan

der NukleotidBindedoméne. Diebefahigt das Proteinaufgrund der Inaktivierung deGTR
Hydrolysefahigkejt zur dauerhaften Bindung von GTP Dadurch wirddie nachfolgende
Signakaskadeaktiviert, ohne dass hierfur das Vorhandenseimn Wachstumsfaktoren notig

ist. Die Tatsache, dass die Mutat@minaktivierender Art sind (Verlust der Hgtyse€ahigkeit)
erschwert die Nutzung des Wissens fiur therapeutische Zwecke, da hierfur keine klassischen
Inhibitoren entwickelt werden kdnnen. KRAS fuhrt zur Aktivierung verschiedener Signalwege.
Die Hemmung von nachfolgenden Enzymen in diesen Kaslséelérdadurch eine Alternative

in der Therapie dar. Tatsachlich zerg Inhibitoren des RAMEKERKSignalwegs, der nach
KRASAktivierung fur den Signalveg essemiell ist, Wirkung auf PDAZellen in Form von
reduzierter Proliferation[107]. Auch die Signakaskade Uber BK und mTor,die ebenfalls
durch Kas aktiviert wird, vermittelt Effekte delKrasMutation. Das Wachstum Kkultivierter
PankreasEpithelzellender Maus wird durch mutiegs Kras in Abhangigkeit vom PI3K

Signalweg verstarkt, sowie deerlust der Expression v&aCadherininduziert[2].
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Weitere Signalwegeie Hedgehogund Notch die im PDAC dereguliert sifthben Relevanz in
EntwicklungprozessenDerHedgehogSignalweg hat bedeutende Funktionen in der Erhaltung
von Stammzellen, der Geweberegeneration sowie in Entwicklungsvorgangen (Review
[133,208). Die in Saugern vorhandenen Liganden SHH, DHH undsdnld (esert und
indianhedgehog setzen dabei eine Signalkaskade in Gang, die Einfluisse auf Funktionen wie
die Zellproliferation ha Am Beginn der Kaskade steht die Bindung der Liganden an den
Rezeptor PATCHED, der das Transmenpibodgin SMOOTHENEBemmt. Nach Liganden
bindung ist diese Hemmung unterbunddfineweitere Auswirkung ist die Akkumulation von
aktiven Formen der GIIranskriptionsfaktoren (GLI1, GLI2 und GLI3). GLI2 und GLI3 kénnen in
aktivierender und reprimierender Form vorliegen, wobei bei GLI2 die aktivierende Form
stabiler ist und es daher einen aktivierenden Transkriptionsfaktor darstellt, wahrend GLI3
aufgrund derfavorisierten repressiven Form eher hemmende Wirkung hat. Die Expression von
GLI1 welches nur als Ak@tor vorliegt, wird nach Ligandbindung induziert und verstéarkt die
aktivierenden Funktionen der Kaskade. Die Aktivitat der Transkriftibtasen wird reguliert,

indem diese ohne Bindung der Liganden an den Rezeptor zu repressiven Formen degradiert
werden. Diese Degradation bleibt nach Ligandbindung aus und es kommt zusatzlich zu einer
Verlagerung der Lokalisation von GLI in den ZellkdedgehogZielgene sind unter anderem

das Glil-Gen selbst sowieCycline [142], N-Myc [199] und das antapoptotische Gen
BCLZJ247].

In Tumoren sind verschiedene Bestandteile des Sigrgddereguliert, beispielsweise durch
Depletion von repressiven oder Uberexpression von aktivierenden Faktoren des Sgmalw
sowie durch ¥randerung der Balance aktivierender zu reprimierenden - GLI
Transkriptionsfaktorerf208]. Dem Hedgehoe®ignalweg kommt im PDAC auch deshalb eine
besondere Bedeutung zu, da fir dieseine parakrineWirkung auf Zellen nachgewiesen
wurde. Der SHHligand ist in PanINs und PDACs im LaufeTdemorEntwicklung verstarkt
exprimiert und eine Repression des Signalwegs hemmt das Tumorwachstum und induziert die
Apoptose [292]. In den Epithelzellen produziertes SHH induziert dabei die Hedgehog
Signalkaskade in Stromazellen, nicht jedoch in den Epithelzellen $8R#%t Durch eine
Depletion von @oothenedin Bindegewebszellen wurde zudem klar, dass eine spezifische
Hemmung von Hedgehog im Stroma das Wachstum des gesamten Tumors inhibiert. Neben
dem ShRProtein ist auch da&lil-Transkript im PDAC der Maus Uberexpern[221]. In PDAC

Zellen ist GLI1 wichtifjir die Proliferationsfahigkeit und eine Depletion von GLI1 fihrt zur

Auslésung der Apoptos¢221]. Interessanterweise wurde durch direkten Vergleich der
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Expressionsspiegel erkannt, daSBl etwa 100Gfach starker im Stroma exprimiert ist, als im
Epithel [296]. Unter Einbezug der bereits erwéhnten Tatsachen, dass SHH in Epithelzellen
Uberexprimiert ist, aber fur die Signalkaskade in eben diesen Zelleheasgshnziell is{322],

stellt sich die Frage, wie die Aktivierung der Zielgenexpression, unter andere@L¥bim den
Epithelzellen stattfidet. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass sowohl
mutiertes KRAS: £ & | dzOK RAS { (A Ydz | (Sighajkaskadeiin TonBbCi RA S
Epithelzellen unabhdngig von®MOOTHENERezeptor und damit Ligandamabhéngig
induzieren [70,132,162,221] Warum ein relativ geringer Spiegel an GLI1 fir RDAC
Epithelzellen von Vorteil sein kdnnte, wurde klar, als entdeckt wurde, dass eine Depletion von
GLI1 in PDAEZellen die Expression vor(RADHERIN verringert und zum Verlust weiterer
epithelialer Marker sové zu gesteigerter Motilitat fihril35].

Tumorassoziierte Fibroblasten, sogenannte Myofibroblasten als aktivierte Pankreas
Sternzellen, sind wichtiger Bestandteil des desmoplastischen Stromas in PDACs. Diese
Zelltypen sezernieren viel extrazellulare Matrixduwerden als entscheidende Komponenten
der Aufrechterhaltung von Tumoren gesehen, unter anderem durch Férderung des
Tumorwachstums und der Angiogenese (Revig8g,208). SHH fihrim PDAQu vermehrter
Rekrutierung und Proliferation von diesen Fibroblastgtb], wodurch eine positive
Ruckkopplung zwischen verstarkter Desmoplasie und Proliferation der Tumorzellen gegeben
ist.

Verscliedene Komponenten dedNotchSignalvegs sind im PDAC gegenuber gesundem
Gewebe verstarkt exprimieff03]. Dabei wirddie Notch-Signalgebunglurch ¢ D Giktiviert.

Es wurden auch Zusammenhinge der Uberexpression MotchBestandteilen mit
auftretenden Mutationen vonKRASentdeckt, wobei sich diese beiden Umstande bei der
Auslosung von PanINs und PDACs verstarken (RE22)y. Die genannten Beispiele machen
deutlich, dass dieV/ielzahl der bekannten Deregtionen im PDAC nicht nur unabhangige
Ereignisseind, sondern ein Netzwerk an Auskingenund Interaktionerbilden.

Weiterhin ist die entwicklung&t S @ y (i SCATENiMignalkaskade durch verstarkte
Aktivierung einzelner Bestandteile im PDAC deregulj2B3]. Neueste Untersuchungen
belegen eine essenzielle Rolle dieser im PE328]. Wird diese gehemmt, folgt daraus eine
Blockierung der mwicklung von PanINs und PDACXKimockinMausen, die mutierteKras
exprimieren. Auch die azinaaduktale Metaplasie wird unterbunden. Zudem ist der Signalweg
notwendig fur die Proliferation von PDARRIllen und eine Blockade induziert die
Apoptose[233]. Dies stellt eine Diskrepanz zur Erkenntnis ddass é& Hemmung von

i -Catenin durch mutiertes Kras ursachlich fur die azinarduktale Metaplasie bei der
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Regeneration nach Gewebeschadigungendé¥]. Es scheinen zeitlich gesteuerte Funktionen
des Signalwegs vorzuliegen, der fur die Tumorinitiierung reprimiert und fur die Progression
induziert vorliegen muss. Auch hier wird die Interaktion verschiedenera®igge deutlich,
denn auch Uberexpressionen von Gtanskriptionfaktoren aktivieren die WNT
Aktivitat [233].

cMYCA &l SAy %A SLATENISIgREWegd216] ik Vielfaltigen Funktionen in
Zellen, wie beispielsweise die Beeinflussung deriferation, aber auch der Differenzierung
(Review[276]). Es handelt sich um ein Pre@nkogen.Wahrend eine mafig gesteigerte
Aktivitat von eMYC und die damit einhergehende Proliferation von Zellen toleriert wird, ohne
die Apoptose Uber den pf3~-MDM2-p53-Weg auszulésen, I6st eine starke Erhéhung der
Expressionsspiegel die Apoptose aig213]. Entsprechend tragen die kombinierte
Deregulationen der-8MYGAKktivitéat selbst und die weiterer Faktoren wie pT4oder p53 zur
Entstehung von malignen Tumoren bei. Bereits in der EntwicklundPaekreas spielt-MYC

eine Rolle. Eine Depletion fuihrt zu einer gestorten Entwicklung sowohl der Azini als auch des
DuktusSystemg33]. Eine Azinuszedipezifische, konstitutionelle Uberexpression vellyc in
Mausen fihrt zu einer schnellen Entwicklung von Tumoren, wobei es sich um Azinuszell
Karzinome und nur teilweise um gemischte AzinugigithelzeltKarzinome handelt. Diese
erinnern histdogisch nur teilweise an PDA@sd sie weisen bezeichnenderweigeineKras
Mutationen auf, sodass-klYC alleine ausreichend zu sein scheint, um diese Art von Tumoren
auszuloseri262].

Die gesteigae Expression von-®IYC, die in humanen PDACs vorhanden ist, korreliert mit der
GSNERGNNJ Sy 9CATENIE H.ADEeyUbe@@osssion des Transkriptitahsors
NFATc1 in PDACs ist ein weiterer Mechanismus, Uber den die Transkriptiotia@erhéht

wird [36]. Die proliferationsfordernden Effekte sowieso der positive Effekt auf das
ankerunabhangige Wachstum dieser NRAJrexpression sind iber -MYC vermittelt.
Weiterhin hat auch der PISKKTSignalweg induzierende Wirkung auMd C[13]. In diesem
Zusammenhang wurde eine verminderte Expression von RIEHNhibitor des Signalweges im
PDAC entdekt. Die Auswirkungen von -MYC auf die Proliferationkénnten dabei
beispielsweise in einer Erhéhung der Expression von E2F1 diidtCcin Abhangigkeit der
PI3kSignalkaskade begrinditgen[263].

1.23.329L¢85mwm@9D! [ ! ¢Lthbdb La

Auch die Signalgwege Uber die Transkriptionsfak@milie NFkBsind im PDAC dereguliert

Der VertreterRelAbeispielsweisdst in PDA&ellen konstitutiv aktivier{305]. Diesist von
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einem aberrantaktiven IKKKomplexvemittelt und abhangig von KRAS und dem Rezeptor fir
EGH175]. Eine Hemmung des NFER®jnalwegs fuhrt zur Auslésung der Apoptose und zur
Verminderung von ankerunabh&ngigem Wachstum in RD&IEn.

Der Zellzyklusregulator und Tumorsuppressii6"<** ist bereits friih und mit steigender
Haufigkeit in denPanINStadienmutiert [311]. Keimbahmutationen sind mit einer 22ach
erhohten Wahrscheinlichkeit veunden, ein PDAC zu entwick§dT].

Im Mausmodell kooperieren die Faktoren Kras, '5%6und p19" in der Entwicklung von
PDAC$17]. Dabeiist eine Mutation vorKrasalleine nicht ausreichendym PDACsit hoher
Wahrscheinlichkeit und zd@riihen Zeitpunkten zunduzieren. Erst durch den zusétzlichen
Knockoutvon sowohlp16™*als auchp19*sind Karzinome mit einer hohen Rate und frithem
Auftreten nachweisbar Die Funktion von p6"™** besteht darin,als Tumorsuppressor durch
eine gesteigerte Expression auf Stressstimuli und auch aubeliegulation von Onkogenen
wie RASzu reagieren268]. Dadurch erklart sich diBeobachtung, dass die Mutatiorder

Deldion von p16™“A

eine notwerdige Vorausseting fur die Entwicklung von PDACs bei
Vorliegen von mutiertemKRASst. Ubereinstimmend mit dieser Annahme zeigt s&ihe
Heraufregulation von p18“*in Vorstufen des Lungenkarzinomwézhrend im Karzinom
letztendlich eine Depletionfeststellbar ist[59]. Eine gleichzeitige Mutation vokras sowie
Deletion vonp16™* und p19™ induziert NotchLiganden und die Expression véiotch
Zielgenen. @iches gilt fir die Induktion von NFEkBuch diese wirdurchDeletion vonp16™42

und p19*" verstakt [307].

Ein weiterer Faktor, der im PDAC haufig Mutationen oder Deletionen unterliegt, ist
SMADADPC), ein Bestandteil der T@FSignalkaskade. Er wurde durch Analysen v
Deletionenim Chromosom 18dentifiziert, die im PDAC haufig auftreten und ist in%80der
untersuchten Pankreaskarzinongeletiert, wovonsich der Name (DPCdeleted in pancreatic
carcinomalocus 4 ableitet [108]. In einigen weiteren PDACSs, die nicht von @eletion
betroffen waren, wurden im Zuge dieser Untersuchungen zudem Mutationen des Gens
entdeckt. Eine Depletion des Proteins ist dabei erst spat in der Entwicklung ab dem -PanIN3
Stadium festzusteller{185,311] Die Rolle des betroffenen TG¥# -Signalvegs in
Krebserkrankungen ist komplex und je nach betrachtetem Gewebe und betroffener Zellart
gegenlaufig, da TGF &2 ¢ 2 Kt (i dzY 2 NF-teptiRi&dhileFER)enschatiebebitdzO K
(Review{4,76)). Ein Modell, das die Funktion in Tumoren wie dem PDAC zu erklaren versucht
ist die Annahme, dass TGF SKSNJ (dzY2 NERdzLILINBS&aaA @dS 9A3ISyaoK!| 3
tumorférdernde Eigenschaften auf Stromazellen oder Epithelzellen in der EMT hat und damit

entscheidende Rollen beim Zusammenspiel epithelialer Tumorzellen mit der Migefaung
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des Tumos spielt. Mutationen von einzelnen Bestandteilen der Sigaskadewerden als

urséachlich fir eine Veranderung der Wirkung von TGF@2 Yy (i dzY 2 NBR dzLILINS & a A @S NJ
Funktion gesehen. Unterstutzend zu dieser Annahme wurde gezeigt, dashisSMAD4

abhéngige als auchunabhangige TGFregulierte Gene existierefil66]. Die Depletion von

SMAD4 beeintréchtigt dabei zwar die Induktion des Zellzykitestes durch TGF~ Yy A OK&G | 6 SN
die Auslosung ddEMT.

Der Tumorsuppressor BRCA2\ge auch in anderen Krebsartgmei der erblichen Anfalligkeit

fur die Entwicklung des PDA@levant [214]. 17 % der untersuchten, familiar béuft

auftretenden PDAEélle, hatten Mutationen imBRCAZsen. Das Protein hat wichtige

Aufgaben in der genomischen StabilittReview [295]). Ein Venst oder eine Mutation

ermdglicht somit im Kontext von weiteren Mutationen wie denen von p53 eine Ansammlung

von Aberrationen der DNABei der Untersuchung von PanINs von fRaten mit
Keimahnmutationen eines der beideBRCARllele zeigte sich eine [Eion deszweiten

Allels (loss of heterozygityg) erst in spaten Stadien (PanINBRCAZahlt alsozu den Genen,

die erst st in der Entwicklung des PDAEletiert werden[96].
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1.3 o[ {9¢%! bD

PRMT1ist im PDAC auf Transkriptebene Uberexprimiert. In der Arbeitsgruppe konnte gezeigt
werden, dass auch die Proteinspiegel von PRMT1 in Schnitten von humanem PDAC relativ zu
gesundem Gewebe erhoht sind. Da in Krebszellen, so auch im PDAC, viele Deregulation
stattfinden, stellt sich dabei grundsatzlich die Frage nach der Relevanz einer solchen
Entdeckung hinsichtlich des Verhaltens von Zellen und auch der Entwicklung und
Aufrechterhaltung von Tumoren.

In einem ersten Schritt sollte hier Uberprift werden, die Expression voRRMTIfur die
Proliferation von PDA#Zellen wichtig ist und ob die tumorrelevante Fahigkeit zum
ankerunabhangigen Wachstum durch PRMT1 beeinflusst ist. Dazu wurden die
Verdopplungsraten von Panglsowie MiaPaCaRDAGZellen und zudemon HelLaZellen in
Wachstumskurven errechnet und ein Einfluss einer siR@thittelten Depletion vorPRMT1
bestimmt. Die Fahigkeit zum ankerunabhangigen Wachstum wurde inA§afAssays
gemessen, indem gewachsene Zellkolonien von SHEID&KECZellen mit und ohneKnockdown

von PRMTIgezahlt wurden.

Um die Rolle von PRMT1 im PDAC mechanistisch zu untersuchen, sollten zudem zuvor
gemachte Beobachtungen zur Assoziation von PRMT1 mit dem Transkriptionsfaktor GLI1
verifiziert werden. Ein negativer Einfluss vdRNPT 1 auf die Expressionsspiegel @irilwurde

mit Knockdownsvon PRMT1uberprift. Auch der Frage einer physischen Interaktion der
beiden Proteine sollte durch Coimmunprazipitationen urdlldownsnachgegangen sowie
eine mogliche Methylierung des Transhigmsfaktors durch PRMTL1 untersucht werden. Eine
Modulation der Transaktivierungsfahigkeit wurde zudem in Reportargesuchen mit einem
GLItabhangigen Reporterkonstrukt untersucht.

Eine im Tiermodell (Krallenfrosch) nachgewiesene Induktion der ExpressidPrmtl durch
c-MYC wurde auf die Ubertragbarkeit auf humane Zellen durch siRNittelten Knockdown

von c-MYCin PDA&ellen untersucht. Zusétzlich wurde einer mdglichen reziproken Regulation
von ¢MYC durch PRMT1 nachgegangen.

In einer zweiten, umereingenommenen Herangehensweise sollten Auswirkungen der
Expression von PRMT1 auf das Transkriptom von FRDé&IZellen mit Hilfe der
Hybridisierung und Auswertung eines Oligonukledfitroarrays untersucht werden. Dazu
wurden Knockdownsvon PRMT1durchgefiihrt und die Genexpressionsprofile von PRMT1
Depletionen mit KontrolBedingungen verglichen. Hauptaufgabe war danach die Validierung

der erhaltenen regulierten Kandidatengene durch biologisch unabhangige Experimente.
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Validierte Zielgene sollten erstanechanistischen Untersuchungen, wie der Rekrutierung von

PRMT1 an die entsprechenden Genbereiche, unterzogen werden.

24



[ @nk-N
w»

al

2 al ¢owlL! |

21 {hcez21 wo

Fur die Aufzeichnung und Speicherung der Daten aus -4B@®n wurde die Software

MX300P, v4.10 Build 38%on Stratagene / Agilent verwendet. Berechnungen der relativen

Expressionen und die Darstellung in Diagrammen sowie die graphische Darstellung von

Reporter-Aktivitdten und Rekrutierungen in der ChIP erfolgten mit Hilfe von Microsoft Excel
2007 / 2010 und mit Adobe lllustrator CS4. Bildbearbeitungen wurden mit Adobe Photoshop
CS4durchgefuhrt. Diese Arbeit wurde mit Microsoftdfd 2010 erstellt und Lératurverweise

mit Hilfe von

Mendeley Desktop 1.9.2 automatisiert

eingefugt. Bilder fir die

Immunhistochemie wurde mit Leica Application Suit®.5.0 RBuild 975 aufgenommen. Zur

Aufmahme von Bildern fur die Immuytochemie wurdePictureFrame 2.8erwendet.
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Alle Vorgange zur Anfertigung des Oligonukledidroarrays mit Hilfe der bereitgestellten
RNA wurden in der Genomics Unit des IMT von Herrn Dr. Michael Krause durchgefihrt. Hierftr
wurden folgende Gerate und Materialien sowie weitere,hier nicht aufgefihte Geréte

(z.B.Heizblocke) und Materialen (z. B. Aufreinigungskits) verwendet:

Y2YLRYySyidS | SNEGStEt SNE T dzANGT £ A OKS
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Alle Plasmide beinhalten ein Gen flie dusbildung einer Ampicilliesistenz.
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Fiur dieReverse Transkription wird eidigo-dT-Primer benutzt. Die Lange betrdgt 17 Basen

paare (SequenETTTTTTTTTTTITTTI).
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Die angegebeMNCBIDatenbankZugriffsnummerngebendie Isoformenan, die von den Pri
mern amplifiziert werdenEs sind nur Isofmen angegeben, die in der NG@Béndatenbank
aufgefihrt sind.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=374429550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=374429551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=374429553
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_002467.4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=87196338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=118600976
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=54111253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=323422857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=222831594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=149408121
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=224809486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=229892344
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=263190679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=110825979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_014696.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_181711.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=380420368
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=48762941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005514.6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=194272170
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=55925613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=166706910
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=395393979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=400286377
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=400286378
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=400286380
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=400286382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=400286384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=153082754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=197276657
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=197276656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005542.4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_198336.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_198337.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=196049386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=193083170
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=302393542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=134244283
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Bei murinen Genen, deren Name von déomenklatur beim Menschen abweicht, sind die

humanen Orthologe in Klammern angegeben
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=222136618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=222136616
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=182507167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=182507166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=74229018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=74229016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=74229020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=387849325
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=387849326
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=387849329
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=46397315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=46397309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=46397307
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=154813198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=238859650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=238859652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001536.5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_033397.4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_198318.4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=149588790
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=255708402
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=203097875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=90186265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=54607028
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=67906173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=226371631
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_027391.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001144950.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001195267.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=270265886
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=270265882
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=270265888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=270265890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=270265892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_017523.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_199139.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_046396.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_046397.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_046398.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=33946332
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=27477137
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Die angegeben NCBlatenbank Zugriffsnummern geben die Isoformen an, die von den
Primern amplifiziert werderEs sind nur Isofmen angegeben, die in der NGBérdatenbank
aufgefihrt sind.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=126012538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=262205572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=262205577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=142377277
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=218156288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=218156290
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=226443045
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=103472018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=158937281
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=158631238
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=118130939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=146149215
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=357197156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=357197157
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=357197159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_045521.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=228480288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=141802678
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Die angegebenen Namen entsprechen d&reichnungeimm Kapitel Ergenisse. Die exakte
t2aAlA2y 0 S & Kyidikbnb&dichselgiiwzur Transkriptionsstartstelle (+1)

des jeweiligen Gens
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Die angegeben NGBhatenbankZugriffsnummern geben die Isoformen an, die duke
siRNAs depletiert werden. Es sind nur Isoformen angegeben, die in deiGdtditetank
aufgefihrt sind.

1 tfS {SljdzSyT Iy3aroSy Ay wiOKildzyda pW¥W yl OK
Isoformen in eckigen Klammern bezeichnen Transkripte ohne P#tadrerung.

Es werden lediglich mRNAsgegeben, die zu 10% homolog zukompletten siRNASequenz

sind

40

ovYo



al 08§

blIYS R 5SLX Su Laz¥F2Ncb/ - L { SljdzSy 1Y

aiAwb! DSy ssTTy RS ! 00Saan FydAras
aAaAtwactmit wactm ME ®OWIMZ QO baynnmpo:/ D} D} !} DD/} |/
n bwygnoododg /! D}/ D!'!I DI/

baymdbpyom:
AAtwactmit wactm MY W MX W baynampo:} /! 11 D! D} DD/
n bwygnooodg || !! DD/ /N

baymdbpyom:
aAaAtwactmit wactm ME ®OWIMZ Olbaynampo D/ VYV /Y /v D}
n n bwygnootod | |!} D11 /11 DD

baymdbpyom:

baynnmHun-
aAaAtwactmit watm ME ®OIMZ Qlbaynnampo D/ |}V /DI 1]}
n n bwynootod |/ D|]!D!'' D! DD/

baymdbpyom:

baynnmHun-
aAAtwactmit wactm MZ WIMZ @l baynnmpo DD}/ '}/ DDD! |/
n n bwygnoododgp! /Nt / D'/ /D!

baymdcbyom:

baynnmun-
AAtwdge&mit wactm MZ WIMZ @l baynampo D} | D/ V111V ] D/
n n bwynoood ;! DD/ D}!!!

baymdcbyom:

baynnmHun-
AAtwgdg&mit wactm MY W MXZ @ baynnmpo DDD! DDD/ '/} ]/
n n bwynootodg! D}/ !/ D! D} D/

baymdpyom:

bawnnmun-
AAb2yym - 1D/ DU/
i D! i DD, i!'D
AAbD2YYH - "1 1 DD/ ' ! D! D
Dy 'y /vy
AAb2yygyo - 'y Dyt 1 DD/ /} D
/Y11t /1 DD/ /!
aAb2yyn - ' DIt/ DI DIt
DYDYV
aAb2yuwup - DD} vy DY
1! D}y / D!/} D}
AA[ dzOA F ¢ D!!!'1 ' D!/ / DD!
1/ 1Yt/ ] DD
AA{ ONJ Y /1111 D/ D!D!!
'DI I D!V D
aADCt D/t ! D/} DY/ ]}
It/ '/ 1 DDD! /!
axaQ/ ym Ga, |/ M M bagynnanunc -/ D1 D/
D DRD! ' D/ D
axaQ/ yu Ga, |/ M M baynnunc DD!'! /P11 DI/ [}
11D}/ D! DD} /Y]
axaQ/ o Ga, !/ M M baynnuwnc-/!!//1DD/! D/D
11 D/ D/ D/I'!' DD/
afbwtvym D[ Ltwwm M M baywynncypi | DD/} D/ D/ ! D} |
11t pr1 /' D/ D
Al DvtvyH D[ Lt wwm M M baynncyp D!}/ ! D! DD} D! !
D, i DDy LT
afwmyo D[ Lt wwm M M baynncypi Dy / v/ V[ DI
'yt Dl D/l D!


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001536.5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_033397.4
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Unter Verwendung sind die gebrauchlichsten Verdiinnungen aufgeflihrt. Abweichungen in

einzelnen Experimenten sind moglich.

Antikérperbezeichnung Antikérpertyp Herkunft Verwendung

(Spezifitat)

CDK2 Kaninchen, Santa Cruz, st63 1:5000
polyklonale 1gG

c-MYC Maus AG Eilers 1:1000

GAPDH Kaninchen, Santa Cruz, s25778 1:2000
polyklonale 1gG

GLI1 Maus, Cell Signaling, L42B10 1:1000
Y2y 21t2yl

PRMT1 Kaninchen, Millipore, 07-404 1:2000
polyklonale 1gG

Prmtl Kaninchen, AG Bauer 1:1000

(Detektion von polyklonale 1gG

murinem Prmt1)
I -TUBULIN Maus, Millipore, MAB3408 1:20000

monoklonale 1gG2b

4 2
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Antikorperbezeichnung  Antikorpertyp Herkunft Verwendung
(Spezifitat)
h-Kaninchen Ziege, Dako, P0448 1:5000

polyklonale 19G, HRP

gekoppelt
h-Maus Ziege, Dako,P0447 1:5000

polyklonale 19G, HRP
gekoppelt

2173laa! bl L{¢h+1bMab9bi%, ¢h/-Iwlaa&®w! b¢LYmwt 9w

Antikdrperbezeichnung  Antikdrpertyp Herkunft Verwendung
(Spezifitat)
PRMT1 Kaninchen, AG Bauer 1:100

polyklonale 1gG

2174 laa! b¥%, ¢ h/-{o9va b5 &w! b¢LYmwt 9w

Antikérperbezeichnung Antikoérpertyp Herkunft Verwendung
(Spezifitat)
h-Kaninchen Ziege, Cygiekoppelt Jackson 1:200
ImmunoResearch,
111-165-045
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Antikorperbezeichnung Antikorpertyp Herkunft Verwendung
(Spezifitat)
GLILIP) Maus, Cell Signalind,42B105 pl pro
monoklonale 1gG1 500 pg Extrakt
H3 (ChIP) Kaninchen, Abcam,ab1791 1 pg pro
polyklonale 1gG 20 pg Chromatin
HATag(IP) Maus, Cell Signalin®362 5 pul pro
monoklonale 1gG1 500 ug Extrakt
Kaninchen Ig@ChIP) Kaninchen, SigmaAldrich, 5 ug pro
polyklonale 1gG 1500610MG 75 pg Chromatin
p53(ChlIP) Kaninchen, Santa Cruzc6243 3 ug pro
polyklonale 1gG (FL393 30 pug Chromatin

PRMT1 (ChIP)

Kaninchen,

polyklonale IgG

Millipore, 07404

S Mg pro
75ug Chromatin

PRMT1 (ChIP)

Kaninchen,

polyklonale 1gG

Abcam,ab3768

S Mg pro
75ug Chromatin

4 4
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Stammkulturen von Zellliniergie fur die durchgefiihrtenExperimente verwendetverden,
werdenin Zellkulturflaschen baginer Temperatur voi37 °C und einem C&5ehalt von 3%in
Kultur gehalten.DasPassagiererrfolgt, sobald sich ein optisch dichter Zellrasen gebildet hat.
Je nach Wachstumsverhaltender verwendeten Zelllinie, beispielsweise bé&ildung
kolonieartiger Zellhaufen, erfolgtdies auch schon voidem Erreicheneiner geschlossenen

Wachstumsflache
al GSNRAI fY
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Unter der Sterilbank wird dakulturmedium mittels einer Unterdruckpumpe von den Zellen
grindlich abgesaugt. Zum Entfernen restlichen Mediums wird je nach GroRRe des Kulturgefal3es
ein angemessenes Volumen PBS zugegeben und erneut abgesaugt. Das Waschen wird ein
zweites Mal durchgefihrtZum Ablésen der Zellen von der Wadcinssflache wird ein
Volumen anTrypsirREDTAzupipettiert, das ausreichend ist, undie Flache komplett zu
benetzen DasAblésen der Zellen wird durch Betrachtenter dem Mikroskop tberprufDer
Verdau wird durch Zugabeines Uberschusses frischem Kultumedium abgestoppt. Durch
wiederholtes Auf und Ab-pipettieren wird sichergestellt, dass die Zellen vereinzelt sind und
nicht in Form von Kolonieswfder Wachstumsflache neu anwachsen.

Zur Aufrechterhaltung der Stammbkur wird im Folgenden ein bestimmter Teil des
Gesamtvolumens der Zellsuspension in das bereits benutzte oder ein neues Zellkulturgefaf}
zuriickgegebenDer Anteil richtet sich nach dem Wachstumsverhalten der Zellen und der
beabsichtigten Zeit bis zum ernemn Passagieren. Er liegt je naZzRlllinieund Umstanden
zwischen 26 und 50% des Gesamtvolumens. Dieses Volumen wird mit Kulturmepiurach

GefalRangemessemufgefillt.
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Beim Ausplattieren von Zellen fur nachfolgende Experimente erfolgt nach demriFigrsiau
eine Zahlung mittels einer Neubau&éhlkammer(3.1.2. Im Folgenden werden definierte
Zellzahlen auf Zellkulturplatten ausgesét und Mieédium auf ein aagemessenes Volumen

aufgefullt.

3.1.2 W[ [ »&lyy b@Ww. ! LB W[ Y! aa9w

Fur die Durchfuhrung von Experimenten wie beispielweise der Erstellung einer
Wachstumskurve 3(1.20 werden definierte Zellzahlen ausgesat. Hierflr muss zuvor eine

Bestimmung der Zellzahl stattfinden.
al GSNRI Y
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Nach Abtrypsinieren der Zellen wie im Kap8el.1beschriebenwird die Zellsuspension zum
Erreichen einer sinnvollen Zellzahl wahrend der Auszéhlung verdifintlegens vier der

acht verfugbaren GroRquadrateerden ausgezahlt, wobei immer Quadrate beider Halften
verwendet werden. DurcBildung des Mittelwertsvird die Zellzahl pro Quadrat errechnet und

mit 1x10 (Zahlkammerfaktor) multipliziert. Eine gegeberalts zuvor stattgefundene
Verdinnung fur die Zahlung wird einberechnet. Das Ergebnis gibt die Anzahl der Zellen pro

Milliliter Suspensiomn.

313 9 bcwLOwlbCHIDISOBA ERPLDL9D
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Fir das Einfrieren von Zelllinien wird die Zellmenge einer dicht bewachsb#&rcn-

Zellkulturplatte pro Einfriergefa® verwendet Die Zellen werden wie bei der
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Stammbhaltung3.1.1) von altem Kulturmedium befreit undvon der Wachstumsflache
abgelést. Nach dem Vereinzeln der abgel6sten Zellen wird das komplette Volumen in ein
Falcon uberfuhrt und die Zellen bd00 g pelletiert. Nach Abnahme desypsinhaltigen
Uberstandeswird das Zellpellet in 1,5 ml Einfriermediurasuspendiert Die Zellsuspension

wird in das Einfriergefa@berfihrt unddieses sofort in einer Styroporbox b&80 °C gelagert.
Hierdurch wird ein langsames und schonendes Einfrieren gewdahrleistet. Nach diesem Vorgang
werden die Zellen fur die dauerhaftegerung zeitnah in flissigen Stickstoff umgelagert.

Um die Stammkultur einer Zelllinie zu starten, wird das Eirgefal direkt nach Entnahme aus

dem FlsigstickstofiTank in ein 37GWasserbad getaucht. Es soll ein mdglichst schnelles
Auftauen mit geingen Wartezeiten erreicht werdemm die Kontaktzeit der Zellen mit dem
toxischenDMSObei hoheren Temperatureau minimieren.Unmittelbar nach Auftauen der
Zellsuspension wird diese in ein Falcon Uberfiuhrt, mit Kultuiomadaufgefillt und be#00 g
zentiifugiert. Der Uberstand wirditbgenommen um das DMSO zu entfernen. Das Zellpellet
wird in Kulturmedium resuspendiert, in einé5 cm?2Zellkulturflasche Ubdihrt und das
Volumenangemessen aufgefullt.

Die Behandlung von Zellen mit DMS0Owie der Einfriervorgangfiihren meist zu einem
gewissen Grad an Zelltod. Es ist daher wichtig, am Folgetag das Medium zu wechseln, um tote
Zellen zu entfernen. Ab diesem Zeitpunkt wird die Stammkultur weiter gehalten.

3.1.4 5bdtw! b{ CO9Y¢Lhbh[aLo¢eeo[[{®PbOaLb

Diese Methode beruht auf dem Prinzip deéndozytosePEIl bindeDNAin positiv geladenen
Partikeln, die nach Bindung an anionische Teile der Zelloberflache internalisiert werden. Die
Methode kommt ohne Verwendung eines Kits aus und wird nur mit Hilfe \@edinnten

PolymersPEI durchgefihrt.
al GSNAIfY
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PlasmidDNA und PEI werden getrennt voneinander in PBS verdunnt. Fifediainer 6Well

Platte werden4,5 pl PEI bzw3,25 ug PlasmieDNA in je75 yl PBS verdunnt und fir funf
Minuten inkubiert. Danach werden die beiden Ansatze vereinigt, vorsichtig vermischt und fir
weitere 15 Minuten inkubiert. Hierauf erfolgt die Zugabe der LidguzumVollmedium Ein
vorheriger Mediumweckel findet nicht stattDiese Methodefuihrt zu einemrecht hohenGrad

an Zelltod, was einen Mediunechsel nach 5 bis 24 Stunden nétig macht. Die Ernte der Zellen
erfolgt 48 bis 72 Stunden nach der Transfektion.

3.15 wbh¥w! b{ CcovYe¢LhbL {9 BDIw Dtbe¢ ¢[athC9/ ¢! aLb9
wblh!

Lipofektionen mittels Lipofectamine RNAiMarrdenin dieser Arbeivverwendet, un siRNA in
Zellen einzubringen. Dies fuhrt zu einer sequenzspezifischen Degradation von
komplementaren mRNAMolekilen in der transfizierten Zelle.Die Translation

proteinkodierender mRNAleibt aus was in einer Deption des kdierten Proteins resultiert.
al GSNRAIF Y
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Die Transfektion erfolgieitgehendgemé&nrHerstellerprotokoll.

Zum Zeitpunkt der Transfektion sollten diellen eineKonfluenzvon etwa 20% nicht
Uberschritten haben. NocheringereKonfluenzensind von Vorteilempirische Erfahrungen)
Die Prozedurwird drei bis maximal 24 Stunden nach Aamisder Zellenohne vorherigen
Mediumwechsel in Vollmedium inklusive Antibiotikudurchgefiihrt. Reagenz und siRNA
werden in OptiMEM verdinnEswerden 3 pl Lipofecamine RNAiIMax prwVell einer 6Welk
Platte verwendetBei gréReren Platten findet eine propartiale Erh6hung dieses Volumens
statt. Die Endkonzentration an siRNA im Wachstumsmedium betédigt pmol/ml.

AbweichungerhiervonsindangegebenDa das Reagenz bei den vendeten Zelllinien keine

48



oder eine sehr geringe Toxizitéaufweist wird im Folgende kein Mediumwechsel

durchgefihrt.Die Erte der Zellen erfolgt zwischeaweiund sechs Tagaach derTransfektion

3.1.6 C/-lf5! Y¢LhH [¢[h%b

Die FCSduktion von Zellen wird in dieser Arbeit verwendet, um die Expression-kvi zu

erhdhen.
al GSNRAI fY
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Acht Stunden nach erfolgter Transfektion wird das Wachstumsmedium von den Zellen
abgesaugt und restliches F8&tiges Medium durch zweimaliges Waschen in reinem DMEM
entfernt. Zur weiteren Inkubation fiir drei Tage wird DMEM mit Penicillin/Streptomycie ohn
FCS zu den Zellen gegeben. Am dritten Tag werden die Zellen induziert, indem -ftaeeFCS
Medium durch Vollmediun10 % FC&nd Antibiotikun) ersetzt wird. Nicht induzierte Zellen
(NulkStundenZeitpunkt) verbleiben im Medium ohne FCS urerhalten keine
Mediumwechsel.

317 low{ ¢ 9[ [ bwh¢oldd ! a¢ %9 [ [ D! w/lvtYe{ 9

Zur Analyse deProteinexpression wirdin dieser Arbeit Gesamtzellextrakt verwendet, der
Proteine aller Zellorganellen enthélt, insofern diese l6éslich sind und nicht in Membranen
verankert vorliegen. Der Extrakt kanmit spezifischen Detektionsverfahren wie der

Coomassid-arbung 8.1.19 und der Immunfarbung3(1.17 weiter untersucht werden.
al GSNRIF Y
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Das Kulturmedium wird bis auf eigeringes Restvolumen von den zerntenden Zellen
entfernt. Im \erbleibenden Medium erfolgtias Abschaben der Zellen. Nach Uberfiihren der
Zellsuspension in ie geeignetes Gefald erfolgt ein 10-sekiindiges Abzentrifugieren bei
17.000g. Der Uberstand wird abgenommen, das Zellpellet in PBS aufgenommen,
resuspendiert und erneut unter den gleichen Bedingungetietiert. Die Lyse der Zellen
erfolgt anschlieBend durch Ldsen des Zellpellets in HPHffer mit je 10 pg/mi
(Endkonzentrationder Proteasenhibitoren Aprotinin, Leupeptin und PMSPBie verwendete
Salzkonzentration variiert je nach Experiment und zu extrahierenden Proteinenhewisc
150mM und 400 mMNaCl Um den Aufschluss der Zellen zu unterstitzen, wlied L6sung
einmalig bei-20 °C eingefroren undnschlieBendetwa 20 Minuten bei £C unter Rotation
inkubiert. Bei Verwendung von Salzkonzentrationen tber 200 mM NaCl wird die Konzentration
nach Durchfitung der Lyse auf 150 mM NacCl verring&hromatin und Aggregate werden
abschief3end bei 13000 g fir zehn Minuten pelletiert und der Gesamtzellextrakt mit dem
Uberstand gewonnenDie Lagerung erfolgt bis zur weiteren Verarbeiturgj -20 °C. Falls
Extrake fur Communprazipitationen verwendet werden, wird diesen vor détimfrierenzur
Lagerung 106 Glycerin (Endkonzentration) zugesetzt.

Ein Verdau des Chromatins wingtht durchgeftihrt

3.1.8 low{ ¢9[ [ Obwh¢olda ! a¢ %[ [ 9 -/¢IWIf ¢{ 95! w
al G SNRAI Y
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5 dZNOKFTNKNXzy Y
Die Zellernte erfolgt wie beder Durchfiihrung der IPHyse 8.1.7). Nach den Wasehund
Zentrifugationsschritten wird das Zellpellet iniffRffer mit je 10 pug/ml (Endkonzentration)
der Proteaseinhibitoren Aprotinin, Leupeptin und PM&$suspendiert und daBeagiergefal in
flissigen Stickstoff getaucht. Nach einigen Sekunden wird das Gef#bhdwarmes Wasser

umgelagert, um ein schnelles Auftauen zu erreichen. Der Gefried Auftauvorgang wird

noch zwei Mal wiederholt undiie Losunganschlie3end bei 4C unter Rotation inkubiert.
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Chromatin und Zelliste werden bei 1900 g abzentrifugiert, der Extrakt mit dem Uberstand
gewonnen und bei20 °C gelagert.

319 9 ¢cw! Y¢LIWb hp 9! Y!I w, WL {9/bl 9b

Die Gewinnung von RNA aus eukaryotischen Zellen ist fesgtarilteil der Prozedurerdie
fur die RTgPCR notwendig sind und wird daher im Kag@@tal6erklart.

3.1.10.9{ ¢Laa! biDvh#hbL b Yhb %9bGw! 8CH®WS D,

Mit dieser Methode kann die GesafRtoteinkonzentration eines Extraktes gemessen werden.
Der verwendete Triphenylmethanfarbstoff CoomasBiéllant Blau G250 bindet hierbeian
kationische und unpolare Aminosauren innerhalb von Proteinewpdurch sein
Absorptonsmaximum von 470 nm zu 595 nm verschoben viid. Absorption bei 595 nm ist
proportional zur Proteinkonzentration, sodass die Intensitét linear zur Konzentration zunimmt.
Zur guantitativen Berechnung derGesamiProteinlonzentration ist es notwendig, ®ien
Proteingandard mitufiihren, um erhaltene Absorptionswerte mit Protkimzenrationen

korrelieren zu konnen.
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Pro Probe werden Triplikate zur Messung hergestellt. In einer Einmalkivette werden 100 ul
destilliertes Wasser vorgelegt und je nach geernteter Zellzahl und damit je nach zu erwar
tender Proteinkonzentration zwischen 1,5 whd 6 pl Zellextrakt hinzugegeben. Innerhalb
einer Messreihe werden identische Probenvolumina verwendet. Separat wirgt e
Standardreihe mit einer BS&sung bekannter Konzentration als Referenz pipettiert. Zuletzt
werden DO pl BradfordL6sung zugegebemd die Losunglurch Schwenkergemischt Nach
kurzerInkubationkann die Absorption bei 595 nim Spektrgphotometer gemessenverden

Die Ruckrechnung von den erhaltenen Absorptionswerten aufRi@Eeirkonzentrationen
erfolgt anhand einer linearen Regrésssgleichung die aus der Standardreihe berechnet

wurde.
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Der Luziferasé\ssay gibt die Aktivitat eines Promotors oder eim@slerenregulatorischen

Elements anhand der Expression des Enzyms Luziferase wieder. Eine Anderung dieseér Aktivita

beispielsweise durch Manipulaticater Expressiomines bestimmten Faktors, kann in diesem

System mit einfachen Mitteln untersucht werden.
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Fur die Durchfihrung dieser Methode werddmiplikate pro Bedingungverwendet. Diese
stammen hierbei audrei individuellenWellseiner 6WellPlatte und werden nur in einfaer
Ausfihrung auf die Messplatte pipettiert. Die AEAnsfektion findet statt, wie iB.1.4erklart
Fur die Ernteverden die Zellen nach Abkippen des Zellkulturmediumsgeim verbleiberden
Volumen abgeschabt, bei 14.000 glpgért undin 100 plLuziferaseAssaylysispufferoder
100 ul KiRPufferresuspendiertNach 20minttiger Inkubation unteRotationbei 4°C werden
Zellreste bei 14.000 g abzentrifugiert und der Zellextrakt mit dem Uberstand gewoXoan.
diesem werden 20 pih spezielle 98VellPlatten pipettiert. Das Reagenz des Luziferd&ts
wird automatisiert vom Luminometer zugegeben und nach zweisekéndi¢artezeit fir eie
Sekunde die Lichtintensitgemessen. Aus den teclschenTriplikatenwird der Mittelwert mit
der Standardabweichung berechnet. Zdormalisierung der Luziferaseaktivitat wirdin
getrennten MessungerLJ: NJ f £ St R A SGalktpsidase beiihit, diR $1Ndllen
Ansatzentransfiziert wurde. Dafir werden 10 pl des Extraktpipettiert und manuell die
BS & 0 I y R Schlék®sidRs&ids nach Anleitung des Herstellers zugegeliiaMessung
erfolgt ebenfallsim Luminometer. Did&lormalisierungder Luziferaseaktivitat erfolgtum einen
| dzF -Balaosidaseaktivitaind zum anderen in getrennter Kalkulatianf die separat aus

dem Zellextrakt bestimmte Proteinkonzentratid®1.10.
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Die Methode der Immunprazipitatior(IP) wird verwendet, um Proteine aus Extrakten
spezifisch anzureichern, indem sie mit Antikbrpern gebunaieesh mit Protein AG-Sephaose
immobilisiert werden. Im Folgenden koénnen die aufkonzentrierteimd aufgereinigten
Proteine fur weitere Assays verwendet werden oder es koénnen interagierende Proteine in der
Coimmunprazipitation detektiert werden.
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Der Proteinextrakt wird vor Durchfilhrung der Immunprazipitation eindtneclearing
unterzogen. Hierdurch wird verhindert, dass spater Proteine prazipitiert werden, die
unspezifisch mit der Sepharos@lirekt oder Uber andere Proteineinteragieren. Dem
kompletten verfugbaren Volumen an Proteinextraktird ein angemessenes Volumen
Praein A- oder Protein GSepharosezupipettiert. Dieses Volumen wird so gewahlt, dass die
Konzentration arSepharosén der Losung der spateren Konzentration wahrend der IP in den
einzelnen Ansatzen entsprictdie Wahl zwischen Protein 8der Protein GSephaose wird je
nach ImmunglobulifBubtyp der verwendeten Antikérper anhdinder Affinitatsliste des
SepharoseHerstellers getroffen. Werden Antikorper eingesetzt, dierschiglene Arten an
Sepharoserfordern,sowerden sie zu gleichen Anteilen gemischt.

Die zumPreclearingsowie zur eigentlichen Prazipitatidirenutzte Sepharoswird zuvor durch
zweistiindige Inkubation mi200 g/ml BSA(Endkonzentration)n IPHPuffer (150mM NacCl)
gesattigt. Freies BSAvird nach dem Sattigungsvorgang durch zweimaliges Wasafie IPH
Puffer entfernt.

DasPreclearingerfolgt fur mindestens zwestunden bei £C unter Rotation. Danachird die
Sepharosebei 4000 g pelletiert, der Uberstandavird abgenommenund fur die Ansatzeder
Immunprazipitationweiter verwendetund aufgeteilt Fur diesewird 1 pg Antikorper fleine
Menge von500 g Proteinextrakt verwendeRie Volumina der einzelnen Ansatze werden mit
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IPHPuffer auf ein einheitliches Volumen aufgefiilDie Bindung der Zielproteine an die
Antikdrper erfolgt Gler Nacht bei £C unter Rotation.

Am néachsten Tag werden die Ansatze mit 30 pl der vorbereiteten (mit BSA abgesattigten)
Protein A/GSepharose versetzt und fir zwei Stunden b&C4unter Rotation inkubiert.

Danachwird die Sepharosamit den gebundenen Aikorper-ProteinKomplexenfunf Mal in

einem Milliliter IPHPuffer (150 mM NaCbewaschenDieZentrifugationen finden fir jeweils

drei Minuten bei Raumtemperatur und .800 g statt. Die Analyseder vorliegende
Proteinkomplexe erfolgt durch Immunfarbungen (3.1.179, woflr die Sepharose in
Probenpuffer bei 95 °C aufgekocht und mschliel@ad die Gemiscle mittels SDSPAGE
aufgetrennt(3.1.149 und auf eindPVDFPMembranilbertragen werden3.1.16.

3.1.13/1 wha!dalab bt w&%LtAld! t¢ Ohb

Die Chomatin-lmmunprazipitation wird verwendet, um die Assoziation von Proteinen mit
DNAAbschnitten zu untersuchen.

Zunachst werden Proteinmit der DNA mitteldFormaldehydquervernetzt um die in der Zelle
vorliegenden ProteDNAKomplexe zu konservieren. IRolgenden muss das Chromatin mit
geeigneten Methoden in kleine Bruchstiickeptimal sind etwa 500 Basenpaarggrteilt
werden, um spatedie Interaktion eines Proteins auf einen mdglichsschranktenAbschnitt

der DNA eingrenzen zu kénnen. Wahrend Praeind DNA noch immer quervernetzt sind,
erfolgt eine spezifische Anreicherung des zu untersuchenden Proteins mit Hilfe von
Antikérpern. Eventuellvom Proteingebundene DNA wird hierbei mit aufgereinigt und kann
nach derenzymatischerund hitzevermittelten Abspaltung vom Protein mit Hilfspezifischer

Primer in degPCR3.2.6 nachgewiesen werden.
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Die Durchfihrung dieser Methode erstreckt si@lber mehrere Tage und ist werschiedene

Abschnitte unterteilt

1. Chromatn-Isolationmit Quenvemetzung von Protein und DNA

Da fir die Clomatinisolation eine grof3e Anzahl an Zellen bendtigt wiverden po Kultur
bedingung mehrere Schalen verwendet und im Verlauf der Ernte zusammengd&§éhdem
beschriebenen Erntevorgangind jeweils eine Schale (identische Wachstumsflache) pro
Bedingung separat geerntet und spéater fur die Herstellung RooteinGesamtzellextrakt
durch IPHLyse(3.1.7) und zur Gewinnung von RNA&Z.6 verwendet. Diese separate Schale
wird keiner Quervernetzung unterzogefiusatzlich wird anhand dieser die Zellzahl bestimmt.
Sieist fur die Bestimmung der zu verwendenden Volumina fir deélyge wahrend der
Chromatinterstellungentscheidend.

Zur Quervernetzung von Protein und DNA whotmaldehyd mit einer finalen Konziation

von einem Volumenprozent zugegebdie Inkubation erfolgt fiir zehn Minuten bei 3€ oder
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fir 20 Minuten bei Ramtemperatur. Die Reaktion wird durch Zugabe von Glycin mit einer
Endkonzentration von 125 mMnd funfminttigelnkubationabgestoppt. Das Medium sowie
das enthalteneFormaldehyd werden abgeschiittet und durch zmailiges Waschen des
Zellrasens mitkaltem PBS entfernt. Hierauf werden die Zellen in einem Milliliter PBS
abgeschabt und in ein Falcon uberfuh#lle Vorgange ab diesem Zeitpunkt werden auf Eis
bzw. in einer Kihlzentrifuge durchgefuhrt. Die Zellen werden durch Pelletieren begj vO®
PBS befreitAls nachstes wird das Zellpellet in Lysispuffeisuspendiert wobei zwei Milliliter
Puffer pro finf Schalen eingesetzt werd@ieser Puffebewirkt ein Lysieren der Zellen, ohne
jedoch den Zellkern aufzubrechen. Nach mindestens zehnminutiger In&obagrden die
Zellkerne bei 40@ pelletiert und der Uberstand verworfen. Die Kerne werden in Lysispuffer Il
(0,3% SDSjufgenommenHierbei wird durch Einsetzen eines entsprechenden Volumens die
Zellzahl auf30 Millionen Zellen pro Milliliter eingestelltDies ist entscheidend, um die
Vergleiclbarkeit von Experimenten zwewahteisten da die Effizienz der spateren
Sonifizierung des Chromatins auch von @aromatirdichte in der Losung abhéangtn diesem
Puffer werden die lysierten Zellen mindestezehn Minuten, bei Bedarf aber bis zu zwei Tage,
gelagert.

Das Protokoll fur die Fragmentierung débromatinsmittels eines Sonikators variiert leicht
zwischen den Experimenten, da fur die Wehr Intensitat und Haufigkeder Pulseauch der
Zustand derSonikatorpitze mit einbezogen werden muss. Es werden jedoch bei allen
Experimenten Pulse von ein&ekundeDauerund einer Pause vomrei Sekunden zwischen
den Pulsen verwendet. Die Anzahl &nagmentierungsulsen liegt zwischen 50 und 80
Wiederholungen,wahrend die Amplitude zwischen 20 und 30 Prozent des Maximums
eingestellt wird.Eswerden Aliquots mit einem Volumen voB00 pl in 15 mFalconsfur die
Sonifizierung eingesetzt. Nach der Sonifizierung wird Zelldebris durch -n3i@utige
Zentrifugation bei6.900 g pelletiert und das fragmentierte Chromatin mit den Uberstanden
gewonnen und die Ansatze einer Bedingwegeint

In einem anschlielendechritt wird die Qualitat der Chromatirdgmentierung geprift.
Hierfur werden 50 pl des Chromatins einem Proteirdau mit einem Mikroliter Proteinase K
(20 mg/ml) unterzogen. Zuséatzlich wirehthaltene RNA durch Zugabe von zwei Mikroliter
RNase A10 mg/ml) abgebautDer Verdau findet fur drei Stunden bei 85 mit anschlie3ender
Inkubation bei 65C fir mindestes acht Stunden statt.

Danach wd die DNA mittels Affinitdtgsilen nach Herstellerptokoll (Qiagen)aufgereinigt.
Nach DNAKonzentrationsmessungnittels NanoDrop (3.2.4 werden zwischen 800 und

150 ng DNA auf ein einprozentige&garosegel(3.2.5 aufgetragen. Die Atdilung der

56



aufgetrennten DNA auf verschiedene Grof3enbereiche wird unteLichv beurteilt. Optimal
ist eine Akkumlation in einem Bereich von 500 Basenpaargsoferneine Fragmentierung
grundsatzlichstattgefunden hat, also nicht ausschlielich Chrdmam hochmolekularen

Bereich vorhanden ist, wird das Experiment unabhangig vom erzielten Ergebnis fortgefihrt.

2. Immunprazipitation

Die Immunprazipitation findet weitgehend wie in Kapigl.12erklart statt. Vor Beginn des
Preclearingswvird die SKonzentration der Chromatidsung durch Zugabe dezweifachen
Volumens an Lysigffer Il (0 % SDFauf 0,1 % angepasstDie zumPreclearingbenutzte
Sepharosewird bei dieser Methodezuvor durchzwei bis zwdlfstiindige Inkubation mit
1 mg/ml BSA und 400 pg/ml sonifizierter DNA aus Lachssperma (jeweils Endkatizeen)
in Lysispuffer Il (0,% SDS)gesattigt. Freies BSA undreie DNA werden nach dem
Sattigungsvagang durch zweimaliges Waschen mit Lysispuffer Il entfernt.

Fir die Immunprézipitationwerden 5 pg Antikorperpro 75 pg Giromatin verwendet.Fur
Antikérper, die eine sehr gute Anreicherung zeige®3(und H3), wird dieChromatinMenge
auf30 ugo o pSB-Antikorper)bzw. 20 ugd m  KHIAntikorper)reduziert.

Zuséatzlichzu denAliquotsfir die verschiedenen IPs wird pro Bedingung Tes IR/olumens
vom Chromatin (nachPreclearinyy abgenommen.Dies dient bei der spateren gPCR als
Bezugwert fur dietotale Chromatinnenge vorDurchfihrungdet. t 6 a L y LJdz{ & O @
Nach der Ubernachtinkubation der Chromatinlosung mit den Antikérpern udér
Immobilisierungder AntikorperPraein-DNAKomplexe mit Sepharodéir drei Stundenwird

die Sepharosamit den gebundenerKomplexen nach folgendem Schemmdit je 1 ml Puffer

gewaschen:
U2 a@RBPSNI LT HE
02 a@RPSNI LLE HE
021 adMM3L nkE
U ¢NAAKI95¢! T LIyX HE

Das Waschen erfolgt durch zweimindtigé®otieren Alle Zentrifugationen finden bei

Raumtemperatur und 6009 statt.

3. Auflésen der Quervernetzung von Protein und DNéachweis der DNA durch gPCR

Um analysieren zu kdnnen, welche DABschnitte mit dem aufgereinigten Protein verbunden

waren, mussen die ProteiDNAKomplexe zuerst voder Sepharosegelbst und danach die
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Proteinkomponente entfernt werdenAufgrund des hohen SDGehalts des Elutionspuffers
mussen die folgenden Schritte bei Raumtemperatur erfolgen.

Dazuwird die Sepharosenach dem Waschen mit 250 pl Elutionspuffersetzt, stark gevortext
und 20 Minutenrotierend inkubiert. Nach Zentrifugation bei.600 g und Abnahme des
Uberstandes wird der Vorgang ein zweites Mal wiederholt. Die beiden Eluate werden vereinigt.
Die zuvor abgenommenen Inputs @ der Chromatiomenge der IPs) werden parallel
behandelt indem Elutionspuffer zugegeben wirdJm enthaltenes Protein und RNA zu
verdauen, werden 52 [ReversionspuffezugegebenDer Verdau erfolgt fiir drei Stunden bei
55 °C, gefolgt von acht bis zwolf Stunden bei°65Danachwird die DNA (ber ein Kit nach
Angaberdes Herstellers aufgereinigt.

Die DNA, diebei dem Aufreinigungsverfahregewonnen wurde, wird fir den Einsatz in der
gPCR in einer Verdinnung von 1:6 bis 1:12 eingesetzt. Von dieser Verdinnung &gl gen
Messung inTriplikatenin eine 96WellPlattevorgelegt.Die Bestimmungler DNAMengenund

die Berechnung der Anreicherungen von Proteir€iolgt wie im KapiteB.2.6beschrieben.

3.1.14{ 5€h[ , '/ w,-D9a2BovYewha { BoD® U

Die SD®AGE dient der Auftrennung von Proteingemischen, beispielsweise von
eukaryotischen Zellextrakten oderon rekombinanten Proteinen auBakterien. Durch die
Auftrennung ist sie Ausgangspunkt fir weitere AnalyseverfahEsnwerden Gele mit einer
Gitterstruktur aus Polymeren verwendet, die je nach verwendeter Prozentigkeit des Polymers
eine mehr oder weniger dichte Gitstruktur aufweisen und somit den Proteinen beim
Durchlauf einerentsprechendenViderstand bieten. Diebewirkt ein schnelleres Durchlaufen
von kleinen Proteinen, wahrend gréRere zurtickgehalten werden, was in einer Auftrenasing d
Proteingemisches resultiert.

Die verwendeten Gele sind zweiteilig, zwimen bestehend aus einem Sammelgel, das ein
gleichzeitigs, konzentriertes Einlaufen degeladenenProteine sicherstellt. Zunanderen

findet die eigentliche Aufennung im Trenngel statt.
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Trenn und Sammelgel werden separat nach folgendem Schgipettiert, wobei das Volumen

an Acrylamid im Trenngel abhangig von der gewilinschten Prozentigkeit#ierdichte des

Gels is{Volumina pro Gel mit einer Dicke von 1,5 mm)
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Das Trenngel wird zuerst in die dafir vorgesehene Vdumch gegossen und sofort mit

Isopropanol tberschichtet. Dies dietér Herstellung einer geraden Kante zwischam@el

und Trenngel sowie der gleichmé&Rigen Polymerisation, da diese beim t&dnmit Luft

verlangsamt ist. Nach erfolgter Polymerisation wird der Alkoémifernt, das Sammelgel

dartibergegossen und Kdmme zum Einfligen von Aussparungen eingebracht.
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Nach Abschlusder Polymerisationdes gesamterGels wird dieses in ein@ellaufapparatur
eingebaut und dieApparatur mit SDSaufpuffer aufgefillt. Die aufzutrennenden Proben
werden vorbereitet. Wenn sich hierbei aufgrund verschiedener Proteinkonzentrationen
ungleiche Volumina ergeben, wird mit deslbenPuffer auf das maximalVolumen aufgeflillt,

mit dem die verwendeten Extrakte hergestellt wurddfswird Probenpuffermit einfacher
Endkonzentration zugegebeNachfunfminitigemAufkochen der Proben bei 9& erfolgt der
Auftrag in die Geltaschen. Nicht besetzte Taschen weréndemselben Puffer (mit SBS
Proberpuffer) versetzt, der auch in den Proben vorliegt. Dies vermeidet einen ungleichen Lauf
RSNJ CNRYy G |y RS9TDSIHénd sepabaye Tasche doarialfmativ in eine
bereits beladene wirdorgefarbterPotein-GroRerstandardaufgeladen.

Der Lauf erfolgt mieinerfesten Spannung von 150 Voftir zirka 90 Minuten, bis die Farbstoff
Lauffront aus dem Gel gelaufen ist. Die Gele werden fur den Westerr{381ot§ oder eine

Farbung durch Coomasdi@rbstoff(3.1.15 weiter verwendet.

3.1.15/hha! {-@w. ! bD

In der Coomassiearbung werden der GroRBe nachaufgetrennte Proteine in einem
Polyacrylamidgl sichtbargemacht. Die Methode dient der Detektion grof3eR¥oteirmengen
von mindestend,5 g pro BandeSie istauRerdemnur geeignet ir aufgereinigte Proteine
oder Gemische weniger Proteine, da die Anfarbung mit deanbstoffCoomassie Brillant Blau
G-250 unspezifisch erfolgt und die Abschatzung der Spezifitat @reteirbandenur anhand

der Molekiilgré3e mdglich ist.
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Direkt nach der SDBAGE wird das Gel kurz in Wassewaschen und dann fir 10 bis
20Minuten in Coomassiearber unter Schwenken inkubieie genaue Dauer der Farbung
hangt von der Prozentigkeit und der Dicke des Gels ab und wird optisch beurteilt. Nach der

Farbung wird Uberschissige Ldosung abgekippt und mehrmals mit Wasser nachgewaschen
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Danach wird di¢dintergrundfarbungles Gels durch mehrmalige Inkubation in jew&ikchem

Entfarber entfernt, ohne die angefarbtdtroteintanden zuentfarben

3.1.162 9{ ¢ aWwhO b{ {[ hkC¢ b Y[ hlk

Die Ubertragungan Proteinen aus Polyacrylamign aufMembranen dient als Vbereitung
fir einen spezifischen Nachweis mittefer Antikdrperfarbung In dieser Arbeitkommen

PVDRViembranen zum Einsatz.
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Nach Durchfuhrung der SIPAGE wird das Gel naftigendemScheman die BlotApparatur
eingebaut:
Anode (+)

@

Synthetik-Schwamm
2x WhatmanPapier
PVDRMembran
Gel
2x WhatmanPapier
SynthetikSchwamm

o)

Kathode ()

Die Membran muss zuvor kurz in 1@ Methanol vorbereitet werden, da di®berflache

auRerst hydrophob istwas die Ubertragung verhindern wiirdélle Komponenten sind mit
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Tank BlotLaufpuffer getrankt und werden in defApparaturschlie3lich kompletmit diesem
Uibergossen.

Die Ubertragungder Proteine auf die Membran wird durémlegeneiner Spannung von 45 bis

50 Volt gestartet. Die Dauer betragt je nach Grof3e der zu analysierenden Proteine zwischen
45 Minuten unddrei Stunden.

3.117laa! bCc&w. ! btDx Ba®a. w! b9 b

Proteine, die im Western Blaterfahren aukine PVDMembran Ubertragen wrden, kdnnen

mit Hilfe von Antikdrpern spezifisch detektiert werden.
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AlsVorbereitung fiir die Antikérpedirbungwird die Membran flr mindestens 3@inuten in
Western BlotBloclpuffer inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigBwer
gewiinschtePrimarantikbrper mit der entsprecheden Proteinpezifitat wird in definierter
Verdinnung(2.17.]) in Bloclpuffer in einem 50 mFalcon vorbereitetDie Membran wird an
die Falconwand angelegt und unter Rotatidber Nacht mit der Antikdrpedung inkubiert.
Nicht oder schweh gebundeneAntikdrper werden daraufhin durch dreimalige Inkubatider
Membran mit Wasclpuffer fir zehn Minuten entfernt. In einem weiteren Schritt wird die
Membran im Falcon miginem PeroxidasgekoppeltenSekundarantikérper benetzt und eine
Stunde unér Rotation inkubiert.Schwach gebundener Sekund&rantikdrper wird wiederum
durch dreimaliges Waschen in Wagchfer fur finf Minuten entfernt. Abschliel3end wird die
Membran einmal mit reaem TBS gewaschen, umastlichesDetergenz zu entfernen.

Fiur die Sichtbarmachung déroteinbanden werderECLL6sungl (enthélt das Chromogen
Lumino) und ECLL6sundl (enthalt Wasserstoffperoxid afSxidationsmitte) vereinigt undauf

die Membran gegebenNach kurzer Inkubation findet di&xpositioneines Films auf der
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Membran statt. Die Entwicklundes Filmserfolgt automatisiert. Fir den Grof3envergleich der
erhaltenen Banden wird die &uder Membran sichtbare Markegiter auf den Film
abgezeichnet.

3.1.18laa! b%, ¢h/MOaLYmwt 9 wC&W.! 'Yl Dv, e BO{[ /[ 19%b

In derimmunzytochemiaverden Proteine in Zellerdie auf Deckglaschefixiert sind, mit Hilfe
von spezifischen Antikdrpern angefarbt. Die Zellen kdnnen zuvor in der Zellkultur
Behandlungen unterzogen worden sein, deren Auswirkungen auf die Proteinexpressi

untersucht werden soll.
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Die Zellen werden 24 Stunden vor der Farbung auf Deckgléaschen ausgesat, die zuvor auf den
Boden von éVNellPlatten gelegt wurden. Am Tag darauf erfafgich zweimaligem Waschen

mit PBSdie Fixierung dr Zellen durchzehnminitige Inkubation in 46 Formaldehyd bei
Raumtemperatur. AnschlieRend wird dasrmaldehydentfernt und die Zellen vier Mal mit
PBS fur funf Minuten gewaschen. Durch einen Inkubationsschriienmeabilisationguffer
(enthalt 0,2% Triton %X100) von funf Minuten Dauer werden die Zellen permeabilisiert und
nachfolgendin PBS gewascherEine Inkubation in Blockpuffer (enthalt 4% BSA)fur
30Minuten dient zum Blocken unspezifischer Bindungen. Ungebundenes BSA wird durch
Waschen in PBS entferrdie Deckglaschen werden aus défellsentnommen und in einer
feuchten Kammer mit einem ausreichestd Volumen an Primarakidrpeddsung (inWasch
puffer) benetzt. Die Inkubation erfolgt fiir zwei Stunden bei Rawmtperatur. Uberschiissiger

Antikérper wird durch Schwenken in einem Behalter mit PBS entfernt. EigeRpPpelter
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Sekundaantikdrper wird verdinnt in Blockpuffefl:200) auf die Zellen aufgetrdpund in de
feuchten Kammer fir 30 Minuten bei Raumteenatur im Dunkleninkubiert. Ungebundener
Antikdrper wird wiederum durch Schwenken in PBS entfernt. Nun werden die Zellkerne durch
Anfarbung der DNA mittels DAPI sichtbar gemacht. Hierzu werden die Deckgladdimrten

mit einer DARL6sung (1:1@00-Verdinnung der Ing/ml-Stockldsungn PB$ inkubiert und
anschlieend zweimal in PBS und einmal in dsieriem Wasser geschwenktUm ein
Austrocknen zu verhindern, werden die Zellen durch Auftropfen von 20 pwidoauf

Objekttragern eingedeckelt und bis zum Anfertigen der Fotos im Dunkeln kihl gelagert.

3119laa!bl L{¢h¥bTalYonwIWOGD =hb {I/LI{KhpbhDIt 9b

In der Immunhistochemie werden Proteine in fixierten Zellen innerhalb von histologischen

Schniten unter Verwendung spezifischer Antikormergefarbt.
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Die zu farbenden Schnitte werden auf 8D vorgewarmt, um das Entfernen des Paraffins zu

erleichtern. DieDeparaffinierung und Hydrierung wird nach folgendem Protokoll dysithnrt:

MADN - efpafAY diiBSy

MATN 9QUGKIFIYy2ftX W aAydziSy

Gt 9UKEFYy2ft3 W aAydziSy

yie QUKIyYy2fX H aAydziSy

T QUKFYy2fX W aAydziSy
5SA2yA&ASNISE 21 34SNE H aAydziSy
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Danach erfolgt die Demaskierung der Proteinepitope in den Zellen durch Aufkochen in
Zdtratpuffer (Endkonzentration 10mM Zitronenséaurg bei pH 6 fir 20 Minuten in der
Mikrowelle, gefolgt von 3@minitiger Abkihlung. Zum Blockieren endogener Peroxidase
aktivitdat werden die Schnitte nun flizehn Minuten in einer dreiprozentigen Wasserstoff
peroxidlésing inkubiert und anschlieRend zwei Mal flr zwei Minuten in deionisiertem Wasser
gewaschen. Unspezifischgindungsstellenwerden durch Inkubation der Schnitte iriner
zweiprozentigen BSAdsung (irPBS) fur eine Stunde abgesattigb diesem Schritt erfolgen
langere Inkubationen in der feuchten Kammer, um ein Austrocknen xerhindern
Primarantikorperwird in 0,1 % BSA.6sung(in PBS)verdiinnt und die Schnitte UbeNacht
damit inkubiert. Am darauffolgenden Tag wird Uberschissiger Antikérper durch Waschen in
Waschpuffer (mit 0,26 Tween 20jir finf Minuten entfernt. Jetzt folgt die Inkubation mit
dem biotinylierten Sekundarantikper des Kits, der universell Prinaétikdrper erkennt, die in
Maus oder Kaninchen hergestellt wurden. Nach 30 Minutearden nicht gebundene
Antikérper durch Eintauchen in Waschpuffer fur fiinf Minuten entfernt. Fir weitere
30 Minuten werden de Schnitte nun mit ABQAvidinBiotin-Complex)Reagenz inkubiert. In
diesem liegt dieMeerrettich-Peroxidase gekoppelt an Biotin vor. Biotin wiederum bindet mit
hoher Affinitat an Avidin, das vier Bindestellen fur Biotin enthalt. Dadurch findet eine|logp

der Peroxidase an den Sekundarantikorptatt, der seinerseits biatiliert ist. Uberschiissiges
ABGReagenz wird furfunf Minuten durch Inkubation in Waschpuffer erfernt. Zur
letztendlichenAnfarbungwird DABals Substrat fir die Peroxidase verwendet. p werden

in 200 ml TBS gelost und 1Q0 Wasserstoffperoxid zugegebebie Inkubationdauer ist
variabel und wird anhand desgisuellen Farbeeindrucks bestimmt. Die Bareaktion wird
durch Abkippen der DABdsung und Waschen in deionisiertem Wasser abgestoppt. Im

Anschluss werden die Zellates Schnittes mit Hamalaun gegengefarbt. Dazu werden die
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Schnitte zuerst fir 15 Sekundangebrauchsfertigélamalaunlésung getaucter eigentliche
Farbevorgang findet daraufhin unter flieRendem Leitungswasser durchlrpsthlag statt

6 o. f NABSoiEReénd werden die Schnitte durch Umkehr der oben beschriebenen- Xylol
und Alkoholreihe dehydriert, wobei die Anzahl der Inkubationsschritte im Xylol haViett

Zur Konservierungler Farbungerfolgt Eindeckeln mit Hilfe vo Deckglaschen, die durch
DEPEXindeckmittel fixiert werden.

312021 /71 {¢!'a{Y!'wxo

Die Erstellung von sogenannten Wachstumskurven diemtUntersuchung deProliferdions-
fahigkeitvon Zellen. Hierzu wird in bestimmten Intervallen die Anzahl der vorhandenen Zellen
bestimmt und durch Vergleticmit der urspringlich ausgeséten Zellzahl der Verdopplungswert
errechnet. Es wird lediglich die Proliferation der Zellen bestimmt. Eine Messung des

Wachstums, also der GroRRe der Zellen, findet nicht statt.
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Alle Wachstumskurven in der vorliegenden Arbeit werden mit Zellen durchgefiihrt, die mit
siRNA transfiziert wurden. Daher wird das Vorgehen mit dieser Behandlung im Detall
beschrieben.

Pro Kulturbedingungwerden Tripkate in definierter Zellzahl autells einer 6WellPlatte
ausgesat.Drei Stunden nach der Aussafindet die RNATransfektion mit LipoRNAiMax
statt (3.1.5. Nach drei Tagen in Kultwird die erste Zahlunglurchgefuhrt Hierflr wird das
Medium von den Zellen grindlich abgenommen und @&l zwei Mal mit PBS gewaschen
und dieses jeweils moglichst restlabgesaugtNachfolgend wirdlrypsin zupipettiert und so
lange bei 37 °C inkubiert, bis unter denMikroskop die Abl&gung aller Zellen von der
Wachstumdlache nachweisbar ist.Der Trypsingrdau wird durch Zugabe von Vollmedium
abgestoppt und die Zellen durch kiiges Pipettieren vereinzel®0 % desGesamtvolumes
werden n ein Reagiergefald UberfUhiEin eventueller zusatzlicher Verdinnungsfakver zu

grofRer Zelldichtewird in der spateren Rechnung bericksichtigt. Die Zahlung erfolgt unter
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Zuhilfenahme eine Neubauer Zahlkammer durch Auszahlung aller zur Verfligung stehender
Quadranten (acht Quadranter3.1.2. Anhand der ermittelten Zellzahl wird wiederum eine
definierte Anzahl auf eine neue-®/ell-Platte ausgesat. Die Verdopplung der Zellen wird
bestimmt, indem die ermittelte Zellzahl deWells zu der zuvorausgesatenins Verhaltnis
gesetzt wird Hierbei werden die igebnisse der Triplikate gemittelt.

Die nach der ernean Aussat verbliebenen Zellen werden zum Herstellen von Pretamd
RNAEXxtrakt (3.1.7 und 3.1.9 verwendet. Die neu ausplattierten Zellen werden nach drei
Stunden einer weiteren Transfektion mit SIRNA unterzodas beschriebene Vorgehen wird

fur einen zweiten Z&ahlzeitpunkt nach weiger drei Tagen wiederholt. Auch hier findeine
erneute Transfktion statt. Nach cei Tagen Wartezeit wird ein letztes Mal geerntet und die
Zellzahl bestimmt. Nach dieser dritten Bestimmung der Verdopplungsrate ist das Experiment
abgeschlossen.

Fur de Vedopplungsrate der Zellen wird eine kumulative Darstellung gewahlt, da hierdurch
eine Verringeung der Zellzahl, beispielsweise durch Apoptose, dargestellt werden kann. Be
einer additiven Darstellung wde diese Verringerung darstellungsbedingt als Anstieg
Kurve ausgegeben werden. Die kumulierte Verdopplungsrate nach Abschluss der dritten
Zahlung ergibt sich dabei durch Multiplikation aller drei einzelnemrechneten
Verdoppungsraten.Die Streuung der Eegnisse in den Triplikaten wird in Form der (ivgin

und negativen Standardabweichung als Balken im Diagramm angegeben. Die Berechnung
erfolgt ohne Fehlerfortpflanzung.Die absolute Standardabweichung des jeweiligen
Einzelwertes wird zuerst in einen relativen Wert umgerechnet, um sie im Diagrammug Bez

auf die kumulierten Werte erneut absolut darstellen zu kdnnen.

3.121{hctD! W{ {1,

Im SoftAgarAssaywachsen Tumorzellen in einer erharteten Agarlosung, was indikativ fur
deren Grad der Entartung gewertet werden kariDas Agar,welches in @NellPlatten
eingebracht wird ist dabei zweischichtig. Die untere Schicht mit-x&ézentigem Agar dient
als Barriere, sodass die Zellen keinen Kontakt zur Oberflache/diserhalten konnen. Die
obere Schicht ist die eigentliche Wachstumsschicht der Zellen und e6tB8&bo Agarose. Das

Agar bleibt im erharteten Zustand zahflussig.
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Zellen, die diggewinschtenBehandlungen erhalten hatten, werden trypsiniert wie bei der
Methode Wachstumskurveerklart 3.1.20 und die Zellzahl in der Neubauer Zé&tthmer
bestimmt @.1.2. Eine flinfprozentige Agarlésung wird hergestellt und autoklaviert. Diese wird
bei 50°C im Wasserbad gelagert. Volimediwind bei 37°C bereigehalten.

Fur die Hestellung desWachstumsagars wird die vorbereigefgarldsung im Verhéltnis 1:10

mit Vollmedium verdinnt und sofort zwei Milliliter davon jedes Well einer 6-WellPlatte
pipettiert. Die Erhartung wird abgewartet uneénbleibendes Wachstumsagar weiter &£ °C
gelagert.Unterdessen werdedx1d Zellen in einem Milliliter Vollmedium mit zwei Millilitern
Wachstumsagar vermischt. Dabei muss beachtet werden, dass die Ldsung nicht vor dem
Pipettieren in dasWell (teilweise) erhartet und gleichzeitig die Zellercht durch zu hohe
Temperaturen des Wachstumsagars abgetttet veerdDie hergestellte ZellgarSuspension

wird sofort auf dreWellsaufgeteilt, um ein technisches Triplikat zu erhalten. Rfellwerden

750 pl Suspensiorpipettiert, was 1x16 Zellen entgricht. Verbleibende Zellen werden zur
Extraktion von Protein und RNA verwendstach Aushartemles Wachstumegarserfolgt die
Inkubation im Brutschrank flir zehn Tage. Danach werden die entstandenen Zellkolonien unter
dem Binokularfotografiert und compuergestiitzt manuell ausgezahlt. Dabei werden feste
Schwellenwerte fiir die MindestgroRe einer Kolonie verwendet. Die Auszahlung erfolgt

anonymisiert

3122t ' [[5h2b

Im Pulldown werden Interaktionen von Proteinen untersucht. Die potenziellen
Interaktionspartner kdnnen dabei alle iB.ColBakterien exprimiert werden. Im Falle einer
positiven Interaktion wéare dann gezeigt, dass diese direkt ist und keine weiteren Bestandteile,
wie weitere Proteine, benotigt. In dieser Arbeit wird die Methode allerdings dazu verwendet,
um groRe Mengen an ProteinGLI) durch bakterielle Expression zu produzieren. Die
potenziellen Interaktionspartner werden in  Form von eukaryotischem Protein

Gesamtzellextrig eingesetzt.
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Die bakteriell exprimierten, aAgarosegebundenen Proteine werden in 1,5-Réagiegefalie
vorgelegt. Da Volumen an GlutathieAgarosewird in den einzelnen Bedjungen durch
Zugabe frischr Agaroseauf dashéchstevorliegende Volumen aufgefillidlle Ansatze werden
durch einstindige Inkubation in0D pl IPHPuffer mit 200 pg/ml BSA (Endkonzentration)
abgesittigt. Die Agarose wird nachfolgend zweimal in IPPuffer gewaschen. Protein
Gesamtzellextrakt wird zugegebenit IPHPuffer auf 700 ul aufgefullt und Uber Nacht gekuhit
unter Rotationinkubiert. Am néchsten Tagird die Agarosefiinfmal in IPHPuffer gewaschen
(Zentrifugationen bei 4000 ghei 95°Caufgekocht und das Proteingemisch in der $ID&E
aufgetrennt 8.1.14 und auf eine PVD®embran Ubertragen3.1.16.

3.1.23Lb +a®@wh , [ LOWEp'DhwhDw! t | L9

Die Methode deiin vitro-Methylierung dient dem Nachweis depsttranslationalen Modika
tion eines bestimmta Zielproteins durch eine Methyhnsferase. Sowohl Enzym als auch
Zielprotein wurden inE.ColiBakterien produzig und aufgereinigt 3.2.3. Bei der Detektion
bedient man sich eines radioakém Verfahrens.
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Rekombinante ProteinéEnzyme eluiert, Zielproteine an Agarose gebundesiden vereint,

2 ul “GSAM(ca. 0,02 pCi/plrugegeberund das Gesamtvolumetter Ansétzedurch Zugabe

von PBS auflas gro3te Volumen eer Einzelbedingungngeglichen.Die Methyierungs
reaktion erfolgtbei 37°C unter Schutteln fir drei Stunden und wird durch Zugabe voteiRf
Probenpuffer (zweifache Endkonzentration) abgestoppt. Danach wird das Proteingemisch in
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der SDPAGEJ.1.19 aufgetrennt und auf eine PVBMFembran Ubertragen3.1.19. Um dée
Detektion der radioaktiv markierten Methylgruppen zu erméglichen, wird der Membran eine
Verstarkerfolie aufgelegt, die die Energie de8rahlung in die Aussendung von Energie in
Form von Photonen umsetzt und damit die Detektion mit Rontgenfiimen erlaub

(Fluorographie).

3.2 aLYwh.Lh[hDBHh[OY! [BbS. LAOKEDL{5/91b9
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E.ColiBakterien konnenmit bestimmten Behandlungen kompetenter hinsichtlich der -Auf
nahmeahigkeitvon DNAgemacht werden. Diese Bakien werden genutzt, unfPlasmidDNA

zuamplifizieren oder auch, um Proteine zu exprimieren und daraufhirzaefnigen.
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Die Bakterien werden von der Lagerung b&8D °C auf Eis langsam aufgetaut. Etwa 1 pg
PlasmidDNA wird zupipettiert und vermischt. Nach 20 Minuten Inkubation auf Eis edaigt
Hitzeschockbei 42 °C fir 120 Sekunden. Nach einer kurzen Ahkithlauf Eis wirddie

Bakteriensuspensiofiir die weiteren Schritte der Gewinnung von PlasiDA 8.2.2 oder

der Aufreinigung von Proteinen3@.3y @SNBSYRSGP® 9Ay awSaoddzsSa

Resistenzgens findet nicht statt.
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¢ NI y a F 2 N -BakinderSwemslénpiber Nacht 600 ml LBMedium und zugesetztem
Ampicillin (1:1000) bé 37 °C schwenkend inkubiert. Am nachsten Tag werden die Zellen fir
zehn Minuten bei 4000 rpngekihlt pelletiert. Die Lyse der Zellen dndie Gewinnung der
PlasmidDNA erfolgen nach Herstellerprotokoll. Das Eluat der verwendeten Séautdrzur
Fallung der DNAit 15 ml 100% Isopropanol versetzt, durch Invertiergamischt und fur funf
Minuten (Raumtemperatuy inkubiert. Die DNA wirddurch 20mindtige Zentrifgation bei
6.900 g pelletiert, daraufhin in 300 pl destilliertem Wasser geldstd mit NaCl versetzt
(250mM Endkonzentration).Eine weitere Fallung erfolgdurch Zugabe von900 pl
100%Ethanol. Die sichtbare DNAocke wird duth Ubertagen in ein weiteres GefaR mit
75% Ethanol gewaschen. Der Waschvorgang wird ein weiteres Mal wiederholt. Die DNA wird
luftgetrocknet und abschlieBend in einem angemessenen Volumen destillientem

autoklavietem Wasser resuspendiert und die tiaentration im NaneDrop bestimmt 8.2.4).
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Transformierte BL2Bakterien werden Uber Nacht in einer Vorkultieei 37 °C unter
Schwenkeninkubiert. Enthalten sind 2% (v/v) Glucose in LBledium bei einem Gesamt
volumen von 30 ml. Ampicillisowie die Proteaseinhibitoren werden jeweita Verhaltnis
1:1000 zugesetzt. Glucose verhindert in den Zellen die vorzeitige Expression des nekembi
ten Proteins. Am nachsten Tag wird die optischehf® der Bakteriensuspensionm
Spektrophotometer gemessen und eine weitere Kultur reiber optischen Dichte von
0,10D/ml mit der Bakteriensuspensiomokuliert. Die Zusammensetag ist identisch zur
Vorkultur und hat eirvolumen von 400 ml. Diekubation erfolgt unter Schwenken bei 3C.

Bei Erreichen einer optischen Dichte von 0,6 OD/ml wird die Expression des rekombinanten
Proteins durch Zugabe von 1 mM IP{ERdkonzentrationpestartet. Die weitere Inkubation
erfolgt bei Raumtemeratur. Nach drei Stunden werden die Bakterien durch zehnminiitige
Zentrifugation bei 400 rpm unter Kihlung pelletiertDasPelletwird in 10 ml PBS mit %
Triton X100 und Proteaseinhibitoren (1:500) resuspendiert. Zur Untezsiif der Lyse wird
die Suspensioreinmal 60 Sekunden, zweal 30 Sekunden und ein weiteres mal 60 Sekunden
sonifiziert. Bakterielle Bestandteile werden fur 20 Minuten ®&00g gekihlt abzentrifugiert.
Der Uberstand mit dem rekombinanten Proteivird in ein 50ml-Falon tberfuhrt, 400 pl
GlutathionAgarose werden zugegeben und fir zwei Stunden unter Kihhatigrend
inkubiert. Danachwird die Agaroseviemrmal in 20 ml PBS mit %Triton und abschliel3end
einmal in reinem PBS gewaschen und dabeiejis mit 4000pm zentrifugiert. Falls die
Proteine anAgarosegebunden weiter verwendet werden sollen, werdenséienit 400 ul PBS
mit 10 % (v/v) Glycerin Uberschichtet und 20 °C gelagert. Zur Elution der rekombinanten
Proteine vonder Agarosewird 25 mM Glutathion (Endkonzentian in 50 nM Tris, pH 8,0)
zugegeben und fir 30 Minuten geklhibtiert. Die Agarosewird abzentrifugiert und der
Uberstand gewonnen. Zum Entfernen des Glutathions erfolgt Biatyse der Proteine gegen
einen Lier PBS mit 106 (v/v) GlycerirDie Lagerung findet be20 °C statt.
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Mit Hilfe des NandDrop-Gerates kann die Konzentration von Nukleinsduren in einer Losung

bestimmt werden. Hierzu wird digbsorption bei 260 nm gemessen.
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Das Gerat wird midemselbenLdsungsmittel, in dem auch die Nukleinsduren gel6st sind,
genullt Danach findet die Messung der Absorption dufalipipettieren von 15 pl Lésung
statt. Das Gerat gibt die DNBzw. RNAKonzentration aus.

3.25 !'D! whD®[ 9[ 9 Y¢wht |l hw9o{9

Wahrend die SBBAGE zum Auftrennen von Proteérgischen dient, werden in der Agarese
Gelelektrophorese DNAoder RNAGemische der Grof3e nach separieBabei setzt die
polymerigerte Agarose den Nukleinsduteingen einen Widerstand entgegen, der zur

Auftrennung fuihrt, da kleinere Strénge schneller hindurch laufen.
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Je nach gewinschtem Auftrennungsbereich waithe entsprechede Menge Agarose in
einfachkonzentriertesTBE eingewogerde mehr Agarose verwendet wird, desto dichter ist die
Gitterstruktur, was sich besser zum Auftrennen kleiner GréRenbereiche eiDietiibliche
Prozentigkeit betragt 26, weshalbfolglich 1g Agarose in 100 ml TBE Erlermeyeikolben
eingewogenwird. Die Suspension wird durch Erhitzung in der Mikrowellen Z&ochen
gelracht, sodass sich das Agarosker komplett I6st. Naclerfolgter Abkuhlung wird 1l
Ethidiumbromid pro 100 ml Lésung zugbgn und gemischt. Danach erfolgis Giel3en des

Gels in eine Kammer, in die ein Kamm zur Aussparungveotiefungeneingebracht wird.
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Nach komplettem Auspolymerisieren werden die Proben, versetzt mit-Dadiapufferin
einfacher Endkonzentration, in dieeMiefungen pipettiert. In eine separate Spur wird DNA
GroRerstandard gegeben. Der Lauf erfolgt bei 120 Volt, bis die gewlinschte Auftrennung
erreicht ist. Dies wird durcHJnterbrechungdes Laufs und Beurteilung unter i¢ht
entschieden.Unter U\Licht wid dabei dasEthidiumbromid sichtbar, das sich in die DNA
Strange eingelagert hat.

3.26 wet / w

Mit Hilfe der RFgPCR (reverse Transkriptigmguantitative Polymeras&ettenreaktion) kann

die in der Zelle vorliegende Menge einer bestimmten mRNA relativ bestimemtten. Bei dem

hier verwendeten Verfahren werden Mengen bestimmt, die relativ zu einem Bezugswert
angegeben werden. So lassen sich beispielsweise Expressionsunterschiede nach einer

Stimulationim Vergleictzu unbehandelten Zellen ermitteln.
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Die Durchfihrung dieser Methode umfasst mehrere Einzelprotekalid erfolgt in drei
Schritten.

1. Gewinnung der RNA

Das Kulturmedium wird von den adledten Zellen abgenommen. In einem Restvolumen

werden die Zedin abgeschabt und in ein 1,54Rkeagiergefal’ tberfihrt. Nach zedskiindiger
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Zentrifugationbei 17.000 gvird das Pellet im Lysispuffer des RMAi-Kits aufgenommen. Ein
Waschen der Zellen fintleuvor nicht statt.

Der weitere Ablauf deRNAAufreinigung richtet sich nach dem Protokoll des Herstellers. Als
zusatzlicher Schritt wird ein DNerdau durchgefiihrt, sobald die Nukleinsduren auf den
Saulen gebunden wurden. Hierzu wird 1 pl DNasé5ml DNaseVerdaupuffer(jeweils aus
dem DNas«Kit) pro Saule zugegeben urfir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wird mit den Wassbhriten des Protokolls fortgefahren.

Nach Hition der RNA von den S&aulen wird diese kurz-b@°C eingefreen undnachfolgend

die RNAKonzentration im Nan®rop gemessen.

Wird bei einem Experiment sowohl Protein, als auch RNA gewonnen, so erfolgt dies
grundsétzlich von derselben Platte oder aus demselPenl mehrerer zugleich geernteter
Platten. Dabei wird fiidie RNAErnte ein kleiner Teil des Gesamtvolumens abgenommen.
Dadurch wirdsichergestellt dassdie Ergebnisséeider Methoden (Expressionsspiegel auf

Protein- und Transkriptebenedirekt vergleichbar sind.

2. Reverselranskription

Bei der beschriebenen Eaktionsmethode wird GesarRNA aus den Zellen gewonnéder

darin enthaltene Anteil an mRNA wirdun mit Hilfe eines oligo-dT-Primeis in cDM
umgeschrieben.

Nach der Messunder RNAKonzentrationm NaneDrop(3.2.4) werden zwischen 0,2 @h2 ug
GesamtRNA in ein Mikroreagiergefall pipettiert. Pro Ansatz wird nach folgendem Schema
pipettiert:

U N x3ABHING -SoNByL2
U R wdzl k6 AaSTNBEASE 21 aa8$s
i p RHUd¢x &R@AE
0SAIRKISYm YKt WMNmNat BSORb¢t 0
M KE-REINRIRENW XIkxfo {G201F 1 &adzy3
n xt ydzZ1S2a&5SNINBASa

Nach Vermischen dieser Komponenten wird fiimf Minuten auf65 °C erwarmi um Sekun
darstrukturen aufzubrechen und anschlieeadf 4 °C abgekuhlt, wobei die Anlagerung der
Primer stattfindet. Die Ansatzewerden aus demThermogcler entnommen und weitere
Komponenten zugegeben. Die Zugabe der reversen Transkriptase musenaétmlagern der

Primer stattfinden, dadas Enzymnicht hitzestabil istDen Anséatzen werden 10 pl Mix mit
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folgenden Einzelkomponemezugegeben (Angaben pro Ansatz, teilweise aus Kérfiir die

reverse Transkription
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nzp xf oawAAgKROKRG2WDbl as
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reverse Transkriptase Kit (Invitrogeb)ie Ansétze werden fur eirt@s zwei Stunden bei 3T
und anschlieRendir 15 Minuten bei B °C inkubiert. Nach Abschluss des Prozesses wird die

cDNAIm Verhaltnisl:12 mit nukleasieiem Wasser verdiinnt und be20 °C gelagert.

3. gPCRauf

Von der verdinnten cDNA werden jeweils pd Bedingung ifriplikatenin die Vertiefungen
einer 96Well-Platte vorgelegt. Zuletzt werden 1@ des folgenden Mixes zugegeben:

0 mxft t-BR¥ESKHNB GRSy A IR ¥EHETs R B2 k f

0 yxf ydzlfSFHASTNBASE 21 aaSNJ

i Mt {DNBSBY o6Syld KNt dDNDBbStytza z 2{f e&YWSE NI &aS dzy R |
i whwSTSNByYI6F I[dND REAF )t/ £ del 8K e Yioy A dn nn

Nach luftdichtem Verschluss der Platte durch Hitzeverklebwind der Lauf im gPGRycler

mit folgendem Temperatumpgrammgestartet

Q! {GAPASNHzy IYRSNI t 2f &Y SNl/&58 mp aiydziSy
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Die Messung der Absorptionen von SEXMRBen und ROX erfolgin Ende jedes Polymerisa
tionsvorgangs. Je nach eingesetzten Primern werden zwischen 25 und 55 Zykterendet.
Bei jedem Lauf wird eine Schmelzku®® °C bis 95C)zur Beurteilung der Primerspezifitat
angefertigt.

Bei der Messungler Absorption durch SYBReen bestehkin Hintergrundrauschen, das erst
ab einem bestimmten Zyklus klar Uberschritten wibdeserZyklusWert wird CtWert (cycle

threshold genannt und von der Software dg®CRGeraes anhandeiner Amplifikéionskurve
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errechnet, welche die Absorption in Abhangigkeit von der Zyklenzahl darstellt. Je friher der
Messhintergrund Utberschritten wird, also je geringer dei\rt ist, desto mehr Molekdile der

betreffenden mRNA habeentsprechendn der Probe zu Beginn der Afiffkation vorgelegen.

Vergleicht man die GWerte zwischen zweéBehandlungaustanden aer Zelllinie, so kann ein

eventueller Expressionsunterschiater betrachteten mRNArrechnet werden.

Geringe Abweichungen in den eingesetzten Mengen an cDb&spfesweise durch
Pipettierungamauigkeiten oder urterschiedlicheEffizienzen bei der reversen Transkripdion

werden durch EinbezugreesNormalisierung 3Sy a @ SNNB OKy S Gtbettoded SA 6 A NF
verwendet,um Expressionsunterschiede zwischen verschiedersginBungen zu errecten,

wobeigleichzeitig ditNormalisierungz. B.auf das Gen GAPDéinbezogen wird:

WWO 0w 6 QQNE QO XD 6 QQQE WO € Q
G A6 o0600E 0 QBBRE 60 £1 AdaQ QQI 6& Qi QQE

Hierbei wird Bedingung 2 auf Bedingung 1 bezogen. Die Expressiddedingung 1 wird bei
der graphischen Darstellung zur Vereinfachung meist als 1 definiert. Die Differenz-tiée

Ay C2 NX) -Weded wrg in éine fache Induktion der Expression umgerechnet. Es wird
hierbei vereinfachend davon ausgegangen, dass durch eine Primereffizienz vét (a0

nicht nachgewiesergine Verdopplung der cDNMlenge pro Zyklus erreicht wird:

"OG@RO w1y 1@ & ¢

Fur dieBerechnungen werden die -Mittelwerte der Mesdriplikate verwendet.

Die Fehlerwertdn Form der Standardabweichung des Mittelwentsrden als Balken in den
Diagrammen angegeben. Da die Ergebnisse zweier Messungen (unterségbtesund

Normalisierunggen) einbezogen werden, erfolgt eine Verrechnung der beiden eiarel

Standardabw&hungennach dem Prinzip der Fehlerfortpflanzuggmal folgendeFormel:

YO OO Za€Z YON®WE O QI BORE YOOWE I dwa Qi QQI 6¢& 1 QQ¢E

Die Standardabweichungen deinzelnenGene werden dabgeweils aus den Messplikaten

ermittelt.
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Berechnung der Anreicherung eines Proteins an einem BereiddAar(bei der ChiP)

Um eine Aussage Ubalie Anreicherung eines Proteins an einer bestimmten BRégion

(3.1.13 treffen zu konnen, wird die totale Mengdieser Regionim Input, also in der

Chromatindsurg vor Durchfuhrung der IP, ebenfalls in der gPCR gemessen. Da die DNA hier

deutlich héher konzentriert ist, wirdediglichl % der Chromatinmenge der IPs eingesetzt.
Dieser Umstand wird bei den spateren Berechnungen berlcksichtigt.

Die Differenz zwischerned CtWerten des Inputs und einer #edingung wird nach folgender
Formel in einen prozentualen Wert umgerechnet undpfiach dargestellt:

61 TRD W ¢

Diese Formel gilt bei Einsatz von einem Prozent Input Dwrchfihrung der qPCR. Die
eingesetzten CWerte entsprechen den Mittelwerten der Triplikate. Die Standdwdeichun
gen werden in der graphischen Darstellung als positiveneghtive Fehlerbalken angegeben
und analog zur RGPCR nach folgender Fornbelrechnet:

Yo & &G 2 éz YO OE N 6 OV G b

Fur die RYPCR und die ChtPCR gilt, dase Einzelfallen offensichtliche Fehimessungen aus
den Triplikaten ausgeschlosseserdenund die Mittelwerte sowie Standardabweichgen aus
den verbliebenen beiden Werten berechneerden Ein Ausschluss eines Wertes erfolgt nur
bei eindeutiger Abweichung ach durchgéngig einheitlich angewandteReurteilungs

grundlagen.
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Von den ProteirArgininMethyltranderasen PRMT1 und PRMT6 ist bekannt, dass sie in
mehreren humanen Tumorenm Vergeich zu gesunderisewebenin ihrer Genepgression
dereguliert sind323]. Wahrend die gesteigerte Expression der beiden Enzyemrpielsweise

in Basentumoren sowohl auf Trangjt- als auch auf Proteifeene gezeigt wurde, liegen fir

die Expression vo®PRMT1im PDAC nur Daten aulbene der mRNAor. In 10 von 16
untersuchten Tumorproben wde hierbei eine mehr als zwache Heraukegulation
gegenuber gesundem Pankreasgewebe ermitteltder Bachelorarbeit voAnna Lena Mrkel

(AG Bauer2010) wurde mit Hilfe von immunhistochemischen Farbung&RMT1 auch auf
Proteinebenein humanen PDAGewebeschnitten nachgewieseim.allen 13 gefarbtenPDAC
Schnitten lagen deutlich erhthte Expressionsiegel von PRMT1 in den Zellen der
Gangsystemé¢Ducti)vor, wahrendn denDucti vonPankreaschnittenfinf gesundePersonen
keinerlei PRMT-Farbungvorhandenwar, wobeiin letzteren leichte Farbungen des Proteins in
Zellen der £ini und der LangerhaAnselnnachweisbar warenZusatzlich zu den Epithelzellen

der Ducti zeigtesich, dass auch vereinzelt Zellen im Stroma didgbung fir PRMT1
aufwiesen. Eine Moglichkeit der Interpretation dieses Ergebnisses war die Annahme, dass sich
Zellen aus dem Epithelverbarrausiésen(EMT)und durch die gesteigerte Invasivitat zur
Metastasierung befahigt werdenDiese Zellen kdénnten dann entsprechendeZielgewebe
einwandern und durch Umkehrung der EMT wiederuritregiale Strukturen ausbilden.

Um die Rolle von PRMT1 auch in spaten Tumorstadien beurteilen zu kdnnen, stellte sich daher
die Frage, ob nach Metastasierung in entlern Organsysteme &ahnliche PRMT1
Expressiongsegel undVerteilungsmusteerhalten bleibenFir weitere Farbungen wurde im
Vorfeld der affinitatsaufgereinigte Antikdrpegegen PRMTL1 in der Immunzytochemie auf
Spezifiat getestet. Abbildung4 (A) zeigt die Farbeergebnisse RanctZellen die unbehandelt
warenoder einer Transfektiomit sSiRNAunterzogerwurden Sowohl in der unbedindelten als

auch der kontrolltransfizierten Bedingur{giGFP)st eine deutliche Farbung von PRMT1 zu
erkennen. Diese ist im Zellkern am starksten, jedoch auch im Zytoplasma vorhanden. Nach
Knockdownvon PRMT1(siPRMT1)verschwinden die Signalen der PRMTEFarbungzum
Grof3teil. Die Gegenfarbung mit DAdReéNnt dem Sichtbarmachen voiDNA und belegt das
Vorhandensein von Zellen in d&nockdowrBedingung In Abbildung4 (B) ist die Depletion

von PRMT1 auf Ebene des Protamsler Immunfarbungyezeigt. Es sind noch geringe Spiegel

von PRMT1 vorhanden, was erklart, dass einige Zellen in der Immaoheptee farbbar
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blieben.
Aufgrund der reduzierten Farbungn Krockdown von PRMT1kann cer Antikorper als

spezifisch in der Immunzytochemie und daher auch in der Immunhistochemie angesehen
werden. Weitere Spezifititsnachweise in Form vomtkdlen eventueller Hintergrund
farbungen durch desekundarantikiper wurden zuvor von Anna Lena Merkel erbracht uimd

dieser Arbeiticht erneut durchgefihrt.
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Um die Frage zu klaren, ob PRMT1l in entfernten Metastasbenfalls erhdhte
Expressionsspiegelufweist, wurde eine PDA@/etastasein einem Lymphknotenmit dem
PRMTZ%spezifischen Antikorper gefarbtAbbildung 5 zeigt diesse immunhistochemische

Farbungeines paraffireingebetteten Schnittes.

10x

braun: PRMT1
blau: Kernfarbung

40x
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00
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SNENJ 0 SNUzy3Sy RSNESt 0SSy ZICKND dyvIcdza(fh ¥ R{ &SR GBI
THAG wmaS Wl G AYB St { Sy a8k ot ndaIBat ¥R §f ORP YV
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Der abgebildete Lymphknoten ist von e& PDA@Vetastase fast ganzlicktingenommen.
Lediglich amunteren Rand gtehnfache VergroRerung) sind Reststrukturen mit einer
Ansammlung von ImmunzelleQiZ) erkenrbar. Zudem sindein stark vergroRerter und
aufgefdteter Ductus (D) sowieder hohe Anteil an Tumorstroma (S), das die Ducti umgibt

zu erkennen
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PRMT3positive Zellen ind an der BraunfarbundDAB)zu erkennen.Regionenbesonders
grofRer Farbungsintensitat sind Bereiche mit Dgaiwvie der untere Randbereickzehnfache
VergrolRerung)Die dort befindlichedmmunzellensind zumindest teilweisgoositiv fir PRMT1
(nicht genater gezeigt)und vermitteln aufgrundihrer vergleichsweise geringe@mf3e und
dem geringen Anteil an yIoplasna einen starken Féarbeeindruckda PRMT1in der
vorliegenden Farbungorwiegend kernstéandig ist

In der 40fachen VergroRerung lassen sich die deutlich angefarbten Epithelzellen des Ductus
erkennen. Der Zellkern ist dabei starker angefarbt als das Zytoplasma, wie es auch in der
Immunzytochemie inAbbildung4 der Fall war. Zudenist sichtbar, dass auch im Stroma
einzelne Zellemositiv fur PRMT1 singchware Pfeike), wahrend andere Stromalten keine
detektierbaren PRIT1-Expressiongsegel haben (weilR3éfeie). Um zu klaren, um welchen
Zelltyp es sich bei den farbbaren Stromazellen handelt, wurdeRahmen der Vorarbeiten
und in der vorliegenden ArbeKofarbungen von PRMT1 nitarkerproteinen durchgefiihrt.
CD68 diente als Marker fur Monozyten und Makrophagej232] und VIMENTINals
mesenchymalerMarker fir epitheliale Zellen, dé sich in der EMT befindej827]. Beide
Farbungenergaben keine klar UberlappendeMuster (nicht gezeigt) Auch wurdedurch
Kofarbung vonZYTOKERATIBI18 als Marker fur Epithelzellemeprift, ob es sich um
epitheliale Zellen handelt, die si@us dem Verband herausgelost haben. Dies liel3 sich nicht
bestitigen Bisheikonnte die Identitat dieses Zelltygemitnicht geklart werden.

Die immunhistochemische FarbungAbbildung5 zeigt, dass PRMT1 auch im metastasierte
PDAC in den gleichen Zellemd in vergleichbarer Starkevie im PankreadPrimartumor
exprimert bleibt (Vergleich mitarbungen von Anna Lena Merkeicht gezeigt

42 t watMe C«w 5! {1 BbDPRAWBOby{ ¢! at W[ [ 9b
bh¢29b5LD

Die Tatsache, das’8RMT1 im PDAC im Vergleich zu gesundem PanBmasbe verstarkt
exprimiert wirdund bereits in PanINs farbbar &ersuche im Rahmen der Bachelorarbeit von
Anna Lena Merkel)asst eine Bedeutung dieses Enzyms inTdenorpromotion undoder der
Tumoiprogression vermuten. EiKennzeichen entarteter Krebszellewor dlem hinsichtlich
der Metastasierungijst de Fahigkeitsich unabhéangig von vorhandenen Ankerskturen zu
vermehren [57,206] Um zu untersuchen, ob PRMT1 eiRanktionim ankerunabhangigen
Wachstum von PankreaBumorzellerhat, wurdenSuitO0ZPDAEZelleneinem SoftAgarAssay
unterzogen. Bei diesem Experiment wachseltes in einer erhéarteten Agaisung, ohne dabei

Kontakt zur Oberflache der Zellkuischale erhalten zu kénnen. Bbbildung6 wurden die
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Auswirkurgen einer Depletion voPRMTlauf Suit007Zellenim SoftAgarAssayuntersucht.

SoftAgarAssay in SuitO0-Zellen
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Hier und bei weiteren Versuchen werden konstante Bezeichnungen fiir die einZeRidi 1
spezifischensiRNAs erwendet. Dadurch ergeben sichvenn nicht alle siRNAs verwendet
wurden, unter Umstanden icht-durchgangige Benennungen.

Als Bezugsbedingungen wurden unbehandelbevie kontroltransfiziere Zellengewahit. Um
einen Effekt dedransfektionsreagenz auf das ankerunabhéngige Wachstum sadmen
wurde zusatzlich eine Bedingueingeschlossernbei derohne Zugabe von siRNédiglich mit
dem TransfektionsreagenzipoRNAiMaxbehandelt wurde. Bei Verweling von siRNA mit
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irreleventer Spezifitdt giLuciferase,siGFP,siNon 2) oder dem Transfekionsreagenz allein
zeigen sicimur geringeEffekte auf das Wachstum i®oftAgar Bei Verwendung von sieben
verschiedenen siRNAs gedeRMT Izeigt sich bei vier SequenzéPRMT13, 4, 5,UTR1kine
deutliche und bei zwei weitere(siPRMT1_6, UTR2)ne moderate Inhibition der Fahigkeit
zum ankerunabhangigen WachstubediglichrsPRMT1_1 zeigt keinen Effeler tber den der
Kontrollenhinausgeht Bem Mischen jeweils aller Kontrelind PRMT1-spezifischen siRNAs zu
gleichen Teiler{Poolg zeigt sich ebenfalls deutlich ein Einfluss der PRB&gleion auf das
Entstehen von Zelthonien (siPRMT1Poolim Vergleich zu siKtdPoo). Abbildung6 (B) zeigtin
der Immunfarbungdie Depletiondes PRMT3Proteinsdurch diespezifischersiRNAs. Es sind
lediglich geringe Restmengen an PRMT1 festzustellen. Die eingesetzten Kontrollen
beeinflussen di®€RMT1Spiegehicht.

43t watMme Ctwh[SLEIWCKLEDWELEh whO[ [ 9D 9P { 9D

Es ist bekannt, dass PDACZellenbestimmte Schlisselfaktoremlereguliert sind, dign der
Kontrolle der Zellproliferatio eine Rolle spielenHierzu zahlt unter anderem die gesteigerte
Expressiorvon Zyklinen.Dementsprechendiihrt eine Depletiondieser Faktoen zu einer
Verlangsamung der Proliferationsfahigkéieispielsweise voRanctZellen[5,243]. Da PRMT1

in Epithelzellendes Pankreaskarzinomsine verstarkte Expression aufweist, wurde ein
moglicher Einfluss auf di€roliferatiorsfahigkeit von PDA&ellen in Wachstumskurven
untersucht. PRMTwurde dazumit Hilfe mehrerewerschiedenesiRNAslepletiert.

Zur Anfertigung einer Wachstumskunist eine lange Inkubationsdauer miReplattierungen
der Zellen von Notenyeshalbim Vorfeld ein Protokoll fur deKnockdowretabliert werden
musste Die entscheidende Fragestellung war dabei, ob eine d@meékransfektion nach
Replattierung der Zellen erforderlich isum die Depletion des Proteins stabil zu halten. Da
eine Behandlungon Zellergenerell zwnerwinschte Nebeneffekte flihren kann wéare eine
einmalige Transfektion wiinschenswert gewesen. Dah wurden in einem
Etablierungsexperiment ie Proteinspiegel von PRMT1 in Zellen untersucht, die trotz
zweimaligeReplattierunghur eine einmalige Transfektictu Beginn des Experimergghalten
hatten. Diese wurden mit den Proteinspiegeln verglichen didagen,wenn die Zellen nach
jeder Replattierung erneut transfiziert wurden. Die Erkenntnisse dieses Versuchs sind in
Abbildung7 dargestellt.

Die Proteinspiegel vonRMT1 veréandern sich durch die Kulturhaltung und Replattierong
unbehandelten Zustandicht (Bedingungen lind 2. Bei beiden verwendeten siRNAs mit

Spezifitat fUrPRMTlist bei einmaliger Transfektion nachei Tagen eie effiziente Depletion
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zu sehen (Bdingungen 3und 6). Werden die Zellerohne erneute Transfektiorzweimal
passagiert(Bedngungen 4und 7), sind zum Zeitpunkt der Ernte bereitsindhernddie
Ausgangsspiegel von PRMT1 wiederhergestellt, die vor der Transfektion vonhaaden.
Werden dieZellen nach der erneuten Awsg wieder transfiziert (Bedingungeéhund §, bleibt
der Knockdowrauf Prdeinebere jedoch bestehen. Aufgrund dieser Ergetse wurde fur die

Erstellung aller Wachstumskurven ein Protokoll mit Transfektion nach jeder Replattierung
gewahlt.

unbehandelt siPRMT1_2 SiPRMT1_6
0 2 0 2 2 0 2 2 : Anzahl Passagen
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- + + + + + : Tfx bei Aussaat
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Fur die Erstellung der Whstumskuve wurde PRMT1mit Hilfe von siRNA depletiert,
nachdem eine definierte Zahl an Zellen ausgeg#tden war Nachdrei Tagen Inkubation fand
die este Zahlung der Zellen mit darauffolgender erneuter Aas®iner definieren Zellzahl
statt. Um dieDepletion vonPRMT Istabil zu halten, erfolgte erneut eine siRNlFansfektion.
Ansechsten Tagachder urspriinglicherAusgat wurde die Zahlund Trandektionsprozedur

ein weiteres Mal wiederholt, worauf an Tag 9 eine abschlieRende Bestimmung der Zellzahl

stattfand. Fir die Darstellung der ermittelten Verdoppysraten wurde eine kumulierte
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(multiplikative) Verrechnung gewahlt, umiren Riickgang detellzahlen adguat darstellen zu
konnen. In additiven Darstellungen wirde eine Verringerung der Zellzahl verfalschend als
Anstieg der Kurve ausgegeben werden.

Wachstumskurve in PaneZellen
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Abbildung8 (A) zeigt die Ergebnisse einer WachstumskurvdamctPDAEZellen Alle drei
verwendeten siRNA Kontrollen (siScramble, siNon_5, sig&dig®n einen hemmenden Effekt
auf die Proliferationsfahigkeit der Zallegegeniber fehlender Behandlungvelcher bei
siScramble am starksten isDies ist auf einen Effekt der verwendeten siRM@lekile
zuriickzufuhren, da in weiteren Experimenten eine Behandlung der Zellen demt
TransfektioneeagenzLipoRNAiIMaxallein keine Veranderung des Verhaltens im Vergleich zu
unbehandelten Zellen aufwies (nicht gezeigbie vier verwendeten PRMTispezifischen
SiRNAs(siPRMT1_1, 5, UTR1, UTR2)gen einen sehr stark hemmenden Effekt auf die
Teilungsrate der Zellen. Esdet nur eine Vermehrung wahrend der erstdrei Tage statt, die
zwischen Tag 3 und Tag 6 stagniert und schlieR3lich bis Tag 9 in einem Riickgang der Zellzahl
endet. Dieser starke Effekt ist bei keiner der Kontrollen zu beobachten. Durch die geringe
Wachstumsate liegen die Kurven allé?RMT 1KnockdownBedingungen so nahe beieinander,
dass eine Unterscheidung der einmh Bedingungen nicht méglich ist. Daher sind diese
I dza I YY Syt waitimhaeizhnet.Abbildung8 (B) zeigt die effiziente Depletion von
PRMT1bei Verwendung aller vier spezifischen siRN&®its an Tag 3 und noclerstarktan

Tag 9, wahrend die Kontrollen keinen Einfluss auf die PFR3giEDel haben.

Um zu uberpriufenob es sich bei der Inhibition dé?roliferationum einen zelltypspezifischen
Effekt handelt, wurderMiaPaCaZPDAellenund HelLaCervixkarzinomallen ebenfalls fir
die Erstlung von Wachstumskurven hem@zogen. Durch die Verwendung vbleLaZellen
konnte zudem der Frageachgegangewerden, ob auch dmorzellen die nicht aus dem PDAC
stammen in ihrer Proliferation von PRMT1 abhangig siAdsAbbildung9 (A) ist ersichtlich,
dass MiaPaCazZellen ahnlich wie PanctZellen auf die Depletion von PRMT1 reagieren.
Wahrend bei Transfektion von KontrgiRNA eine Vermehrung der Zellen zu verzeichnen ist,
weisen drei der vier verwendeteRRMTispezifischensiRNAS(siPRMT1_5, 6, UTRé&nen
deutlichen Rikgang derProliferatiorsfahigkeitbis zum volligen Ausbleiben auf. Lediglich bei
siPRMT1_UTR2 ist kein Effekt nachweisbar, der Uulmlsn der am starksten
wachstumshemranden Kontrolle (siNon_4) hinausgehtAbbildung9 (B) zeigt furHeLaZellen
ebenfallseine deutliche Abnahme der Vermehrung von Zellen. Dieser Zellgig in den
Kontrolltransfektioneneine sehrhohe Verdopplungsrate auf, wodurch der infebende Effekt
durch den Knockdownvon PRMT1noch prominenter erscheintDie einzelnen Kurven der
individuellen PRMT-Depletionen liegenauch hier sehr nahe beieinander, sodass die

. SAOKNR Tsii ded @ MY A G & dza | Yy &yl@abuhfiarBuagiwirdedeffiziente
Depletion von PRMT1 irMiaPaCaz2 (Abbildung9 (©Q) und HeLaZellen (Abbildung 9 (D))
bestatigt
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Bei Anfertigung einer Wachstumskurve uss generell beachtet werden, dass die
verbleibenden Zellen wahrend der Auszéhlung einzelner Bedingungen weiter proliferieren.
Insbesondere bei Zellen mit hohBroliferatiorsrate kann dieser Umstand zu Verfalschungen
bei den ermittelten Ergebnissen filhren. Aus den ermittelten WerteAbbildung9 (B) ergibt

sich eine rechnerisch&eneratonszeit vonetwa 20 Stunden. Liegen bei der Ausz&hlungr
Stunden zwischen den Auszéhlungeweier Bedingungen so ergibt sich hier bereitsein
signifikanter systematischer FehletJm diese Problematik zu umgehen, wden immer
moglichst alle Bedingungegieichzeilg geerntet und gezahlt. Aufgrund des Zeitaufwandes und
der Tatsache, dass die Zellen lebensféahig bleiben missen, ist dadurch die Anzahl der
maximalen Bedingungen proxeriment begrenzt. Daher wurd@ro Experiment eine
begrenzte Anzahl an siRM&ntrollen gewahlt. Umaber auszuschlielen, dass einzelne
Kontrollen abweichende Effekte auf die Proliferationsfahigkeit habemden diese zwischen

den Experimenterteils gewechselt.

44 t wa¢ms 59wDOKhDb! [29D

Der Hedgehogpignalweg zéahlt zu deng8alwegen, die im PDAC héufig Mutationen oder
Deregulationen erfahrefiL34]. Insbesondere konnte gezeigt werden, dass er entscheidend fur
dasAusmall an Desmoplasist [15]. FUr denTranskiptionsfaktor GLI1ist eine Rollebei der

Inhibition derepitheliakmesenchymalef ransitionbekannt[135].

441 bs! vyeLhD NBCwb{ YwLt ¢ LYbbh /5 5wk2hbi wa ¢ M

Bei Vorarbden in der Arbeitsgruppevar gezeigtworden, dass eine Depletion von PRMIL
einer Induktion der Transkription vo@LI1und eberalls zu erhéhtenGLIXProteinspiegeln
fuhrt (Diplomarbeit Patrick SchopohlDiese Experimente stutzten sich zum Grof3teil auf
PRMTKnockdowsmit Hilfe vonPoolsaus siRNA, diaus mehrerenfir PRMT3ispezifischen
siRNAsbestanden. Der Nachweider GLItSpiegelwar auf Transkript sowie Proteinebene
geflhrt worden

In dieser Arbeit sollte eine Validierung dieser Ergebnisse durch Verwendung einzelner siRNAs
in getrennten Ansatzemurchgefihrt werden. Dadurch sollteuggeschlossen werdendass
unspezifischeeffekte von einzelnen siRNAs daselrgs imPool verfalschenHierfir wurden
PanctZellenmit einer groRen Auswahl an siRiAntrollen undPRMTispezifischen siRNAs
transfiziert und nachdrei Tageninkubation RNA aus den Zellen extrahielurch reverse

Transkriptionwurde mRNAIn dDNA Ubersetzt und diese in der dRQerwendet, um die
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Mengen anGLL-mRNA in denrPRMTiKnockdownsrelativ zu den Kontrollbedingungen zu
ermitteln. Diezusatzliche/erwendung vorPRMT1siRNAPoolsdiente dazu, eine Auswirkung

der Effekte einzelner siRNAs auf d@oolbeurteilenzu kénnen.

Abbildung 10 (A) zeigt die Ergebnisse der gPCR mit Primeia, spezifischGLIZcDNA
amplifizieren. Die Darstellung erfolgt normalisiert auf ein Bezugsgenauszustiel3en, dass

ein Bezugsgen verwendet wijrdvelches selbst eine Regtibn durch die gewahltesiRNA
erfahrt, sind dieGLItSpiegel auf zwei verschiedene Referenzgérier: RPLPQnd GAPDM
normalisiert angegeben. AllErgebnisse aus gPC®arden in dieserArbeit durch getrennte
Normalisierung auf mindestens zwei Referenzgene abgesichert, auch wenn dies aus Griinden
der Ubersichtlichkeit im Weiteremeistnicht dargstellt wird.

Wie ausAbbildungl0 (A) ersichtlich wird, ist die Expression Whllauf mMRNAEbene von der
Transfektion mit siRNA sowohl heraafls auch herunterreguliert. Dabei zeigen siScramble,
siNon_3 und siNon_4 leicht&erhdhungen derGLIZSpiegel. Bei VerwendungRMT1
spezifischer siRNAs liegen hierbei die Ausmal3e der Heraufregulationen durch siPRMT1_4 und
SiPRMT1_6 in etwa im Bereich der Regulation durch die unspezifischen Kontrollen. Jedoch
zeigt siPRMT1_5 einen ddatl hoheren Anstieg deBLIXTranskripspiegel (4,5ach). Da nur

eine spezifische siRNA eine deutlich starkere Regulation zeigt als die Kontrollen, und zudem
lediglich drei der sieben verwendeteiPRMTisiRNAs (siPRMT1 4, 5 und 6) eine
Heraufregulation vo GLI1gegeniber der unbehandelten Bedingung zeigen, kann nicht von
einem spezifischen Effekt ausgegangen werden. Obwohl nur eine der sieB&T1
spezifischen siRNAs eine starke positive Veranderun@t&kSpiegel zeigt, bleibt der Effekt

bei einem reltiven Anteil dieser siRNA von lediglich 14,3 % des Gesamtansatzes bei
Verwendung von siPRMTRool Il zu einem grof3en Teil erhalten (3gehe Heraufregulation
gegenuber der unbehandelten Bedingundbbildung 10 (B) dient dem Nachweis der
erfolgreichen Depletion von PRMT1auf Transkriptebene. Durch allBERMTispezifischen
siRNAs wird eine Reduktion deRMT1Spiegel von mindestens 90 erreicht. Die Kontrollen
fuhren zvar zu leichten Schwankungen, welche aber deutlich schwécher sind als die erzielte
Reduktion durch dePRMT3iKnockdown

Die Proteinspiegel von GLI1 konnten nicht untersucht werden, da kein Antikorper zur

Verfiigung stand, der endogene Spiegel des Prowiusrlassig detektierte.
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Bei weiteren Vorarbeiten(Diplomarbeit Patrick Schopohlyar der Frage nachgegangen
worden, ob es eine funktionelle Interaktion zwischen dé&lt und PRMT®rotein gibt.Mit

Hilfe von Reportergn-Versucherwurde untersucht, ob PRMT1 eineEinfluss aludie Tranak-
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tivierungg$ahigkeit vonGLI1lhat. Bei Verwendung eines Reportéspmidsmit Bindestellen fiir
GLI1 dasnacheiner Aktivierung da Enzyms Luziferagxprimiert war festgestellt worden
dass eineektopische Expression von PRMAI einem Ruckgang der Luziferakgvitét fuhrt.
Abbildungl1 zeigt die Ergefisse eines Reportergehssays itHelLaZellen. Die Zellen wden
hierfur mit einem Reporterfasmid transfiziert, das acht hintereinanderliegerBimdestellen
fur GLI1enthalt und bei einer Aktivierung die Luziferaseexprimiert Es wurden sowohl
Bedingungen ohne zusatzlich®edingungenl-3) als auch mit zusatzlichemahsfektion
(Bedingunged-8) von GLIXPlasmid gewahlt. Bei diesen beiden Grundbgdigen wurde
aullerden PRMTL1in steigenden Mengen lexprimiert, um einen Effekt deektopischen
Expression auf die Transaktivierungséibit von GLI1beurteilen zu kénnen. Die Bedingun
gen7 und 8dienen als KontrolleHier wurde GFRn Stelle voriPRMT1 &exprimiert, um auszu
schliele, dass allei die Expression eines weiterdreliebigen Proteins einen Effekt auf die
Transakivierungsfahigkeit voLI1hat. Bei der Darstellung der Ergebnisse wurde Bedingung 1
(endogeneGLI1 und PRMT-Spiegellals 1definiert unddie weiteren Bedingungen afache
Luziferasektivitat angegeben

Die Normalisierung der Ergebnisse erfolgte Abbildung 11 (A) auf die Aktivitdt der

i -Galaktosidaseind inAbbildungl1 (C) auf die GesanRtroteinkonzentration des Extraktes.

In Abbildungl11 (A) ist sowohl bei endogenen Spiegeln von GLI1 (Bedingunggnals auch
bei dessen ektopischer Expression (Bedingung®) din leichter Rickgang der Luziferase
aktivitat zu verzeichnen, wenn PRMT1 koexprimiert wird. Dieser Riuckganudhittauf, wenn
GFP anstelle von PRMT1 koexprimiert wird (Bedingung®). Allerdings war bei der
Auswertung dieser und friherer Luziferafssays aufgefallen, dass die Aktivitat der
I -Galaktosidase von der Expression von PRMT1 beeinflusst sein kaen.sibahinAbbildung
116. 0 RAS w2-GakkdsiiaSeakRvBandargestellt. Bei Koexpression von PRMT1
zeigen sich leichte Induktionen dieser Aktivitat, westdibNormalisierungsart in diesem Fall

als weniger geeignet angesehen werden muss.
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BeiNormalisierungauf dieGesamiProteinkonzentratiorzeigt sich imAbbildungl1 (C), dass in

diesem Versuch keine Beeinflusguder GLIXTransaktierungsaktivitat vorlagwenn PRMT1

koexprimiert wird (Bedingungen3 und 46). Die Proteinkonzentrationen sind dabei durch die

Expression von PRMT1 nicht beeinflusst (nicht gez&gt)Expression von GFP lasst sich eine
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Erhchung cer normierten Luziferasdaivitat feststellen(Bedingungen -B). Dies kann darauf
zuriickzufuhren sein, dass die Expression von GFP einen starken Einfluss auf die
Zellteilungsrate hatte und daher zu grofReren Schwankungen in der Proteinausbeute, die zur
Normalisieruncherangezogen wurde, gefiihrt hddie Interpretation, dasdie GLItgetriebene
Genexpressionnter den gewéhlten Bedingungemcht von PRMT1 beeinflusst istjrd durch

die nichtnormalisierten Rolerte der Luziferasddivitat unterstitzt (nicht gezeigt)

Eine zuverlassige Interpretation der Ergebnisse des Experiments wird digrchatbache
erschwert dass die -Galaktosidasaktivitat in HeLaZellendurch eineExpression von PRMT1
beeinflusst ist. Da aberim Hinblick auf die bekannten Deregtibnen des Hedgeheg
Signalvegs Effekte von PRMT1 in PD#&ZElllinien besonders interessasind, wurden die
ReportergerVersuche inMiaPaCaZellen wiederholt. Abbildung 12 zeigt die Luziferase
aktivitat des 8xGli-Reporters in Abhangigkeit von der Expresssteigender Mengeran GLI1

und PRMT1.
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In Abbildung12 (A) ist eineNormalisierungauf die i -Galaktosidasaktivitat gezeigt, wahrend
in Abbildungl12 (B) dieGesamiProteinkonzentration zuNormalisierungzerwendetwurde. In
beiden Féllen ist kein Elogs von PRMT1 auf die Reportaraitat beim Vorliegen endogener
GLI1Spiegel festzustellen (Bedingungef3)1 Bei geringen Mengen an transfiziert&hlllasst
sich unabhangig von der gewahlten Normalisierung einchter Rickgang der
Luziferasektivitat durch Expression von PRMT1 ersehen. Bei groReren Mamg@hllist das
Bild uneinheitlich (Bedingungen 81). Wéahrend bei Bezug auf-Galaktosidase beillan
gewahlten PRMTMengen ein Ruckgang festzukés ist, weist die Luziferaskawvitat bei
Bezug aufdie Proteinpiegel nur in der Bedingung mit geringen PRNWéngen einen
Ruckgang auf (Bedingungen #). Nicht gezeigt sind hier die Rohwerte der
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I -Galakosidasedtivitat. Wie auch beHeLaZellen(Abbildungll) sind diese durch Expression
von PRMT1 stets erhéht. Dennoch zeigt N@malisierungauf Gesam®Protein in desem Fall
in einigen Bedingungeaine Regulation deGLItTransaktivierungaktivitat durch vorhandene
Uberexpressionvon PRMT1In einem wéeren, nicht gezeigten Versuclurden &hnliche
Ergebnisse erzielt.

443 b +Ll-bwiew! YeLDph | Hovibwa ¢ ™M

Die im Abschnitt.4.2aufgezeigten Einflisse v&dRMTL auf die Transaktivierungsaktivitat von
GLlIllassen eine physische Interaktion der beiden Proteine als nhoglischeinen. Da die
Detektion endogeneiGLIXMengen aufgrund der geringen Expressiopgsgel schwierig ist,
wurde ein in vitro-PulldownVersuch durchgefihrt, bei dem bakteriell exprinés GLI1
verwendet wurde. Diesesst mit einem GSTag verseheniiber den eine Aufreinigung
stattfinden kann Abbildung13 (A) zeigt steigende Mengen an aufgereinigtem, bakteriellem
GSTTagneben GSTLIL Dies dient dazujie einzusetende Mengean GSTag als Kontrolle
so zu wahlen, dass die enthaltene MengeRroteinhintergrunddem in der Praparation von
GSTGLI1 entspricht Eine spezifischéBande fur GSTGLILlist in der CoomassiEarbung
aufgrund zu geringer Expression nicht sichtb&iir den Pulldown wurdeGSTGLI1 in
steigenden Mengen aAgarosegebunden eingesetzt, um Proteine aus Zellextrakt zu binden.
Gebundenes Protein wurde #bbildungl3 (B) durchAnfarbung mit spezifischen Antikbrpern
in der Immunfarbung detektierDie Farbung voLI1lbelegtden Einsatz steigender Mengen
fir den Pulldown Im Zdextrakt sind die endogenen Spiegel des Proteins, auch bei langerer
Exposition (nicht gezeigthicht nachweisbar.
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Beim Einsatz grof3er Mengen &il1zeigen sichin Abbildung13 (B) Banden in dePRMT1

Farbung, die beVerwendung von GSllag alleine nicht auftretenBei Durchfiihrung des
Experiments war jedoch beiEinsatz groRer MengeBSTGLI1(50 ul Agarosg offensichtlich,

dass eine Protemggregationstattfand. Umzu untersuchenob eine artifizielle Interakibn

aufgrund zu grofR3er Proteinemgenaufgetreten war wurde i -TUBULINals weiteres Protein
gefarbt. Auch dieses zeigtine deutliche Interaktion mitGLI1 bei Verwendung grof3er

Proteinmengen Es muss daher von einainspezifischen Interaktion durckggregation
ausgegangen werden. Das Problem zeigte sich bei Verwendung von Wemgenan GLI1

auch bei Farbungles ProteinsSTATL als weitere Kontrollgnicht gezeigt) undn weiteren,

unabhangigen Experimenten untgerwendung angepasst&ufferbedingungen.

Bei denin Abbildung13 (B) verwendeten geringeren Mengen &BLI1(10 pl Agarosé trat

dieser unerwiinschte Effekt nicht optisch in Erscheinung. Bei dieserdBediist dieFarbung
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auf interagierendes PRMT1 schwéacher. Zwar zeigt sich die unterste der drei {BRMIED,
deren Starke jedoch cint Uber dem Hintergrund der GEbntrolle liegt.Die Kontrollfarling

Y A GTUBULINt frei von Hintergrund.

Bakteriell exprimiertes GLI1 kénnte eine Fehlfaltug aufweisen,wodurch eine nomale
Funktion und damit Interaktion mit a@®eren Proteinen verhindert wéare. Um dies
auszuschlieBenyurde als Positivkontrolle die Farbung gegen SUtippfessornof fused) mit
gefihrt. Fir SUFU ist dlateraktion mit GLI1lbekannt[71]. Wéahrend die Kontrollein Form
einesPulldowrs durch GSITag alleinnur ein sehr schwaches Hintergrundsignal fir SUFU bei
groRen Mengen GST zeigt, ist die Interaktion von SUFU bei Verwendung v@&1IGSahr
stark. Die Interaktion von SUFU n@LI1verdeutlicht, dass bakteriell exprimiertes&GST
getagtesGLI1die Rihigkeit zur Proteimteraktion hat und die ge&hlten Pufferledingungen
diese zulassen. Dennoch ist eine spezifische Interaktiokdimit PRMT1 nichfeststellbat
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Aufgrund der bereits erwahnten geringen Expressiopgsgel von GLI1 wurde eine
Cdmmunprazipitaton (ColP) vorGLI1lund PRMT1 irHeLaZellen sowohl mit endogenen
Spiegeln vorGLI1 als auch miektopischerExpression von HéetagtemGLI1ldurchgefiihrt.
Wie in Abbildungl14 zu sehenist, wurde einelmmunprazipitationmit GLI1spezifischenoder

Tagspezifischem AntikOrpegurchgédihrt.

- + + +  :HAGLIN
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== &Y | esuru
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3S40KYyAGGSY 6dzNRS® 11ffS 3I3STSAIGSYy ' 6a0OKYyAGHES

Der Vergleich der beiden Inpu8edingungen 1 und)@elegt die Uberexpression von HA
GLI1 Sowohl didmmunprazipitationbei Verwendung von HAals auch vorGLITAntikorper
fuhrt zu einerAnreicherungvon HAGLI1(Bedingungen 4 und 5)n beiden Féllen ist eine
Interaktion vonGLL und SUFUeststellbar, die in den Kontrollbedingungehne ektopische
Expression von H&LI1(Bedingungen 2 und 3)icht auftritt. In der SUFWFarbungist eine
Bande sichtbar, dian Vergleich zur SUFBANnde des Inputs tiefdéuft und die schwere Kette
der verwendeten Antikorper datellt. Zwar gelingt mit demGLItAntikérper auch die
Anreicherurg endogener Mengenvon GLI1 doch diese reichen nicht augym eine
Communprazigtation von SUFU zu zeigéBedingung 3)

Die Farbung gegen PRMT1 ergibt schwache SignaéleimImmunpréazipitationen Da die

Banden allerdings auch bei der HAIP aus Zellextrakt ohne Expression von
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HAGLILBedingun®) auftreten muissen sieals unspezifisch gewertet werden. Eine
spezifische Interaktion von PRMT1 rGikIlist unabhangig vom verwendeten Antikorper bei
den gewahltenIP-Bedingungen nidhnachweisbar. Eineveitere Communprézipitation in
Pand-Zellenmit ektopischer Expression von K3 11zeigte ebenfalls keinen Hinweis auf eine
Interaktion von PRMT1 ur@LI1(nicht gezeigt).

445 b xLawh! [ L9wDoDEmabiwa ¢ m

Es liefXsich keine spezifische Interai vonGLIImit PRMTI1n vitro (Abschnitt4.4.3 sowie
in vivo (Abschnitt4.4.4) zeigen. ddoch ist eine Methyérung vonGLI1ldurch PRMT1 auch bei
einer sehr transienten und daher schwer nachweisbaren Interaktion der beiden Proteine
denkbar. Um dieser Frage nachzugehenrde einin vitro-Methylierungsssay durchgihrt.
Hierbei wurden sowohl das Enzym PRMT1 als &ldiin Bakterienexprimiert und mittels
GS¥Tag aufgereinigt.Bei dieser Methodewerden beide Proteine in Gegenwart von
SAdenosyMethionin als Methylgruppendonomkubiert, der eine radioaktive Markirungam
Kohlenstoffatomdes Methylrestesenthalt. Nach SDBAGE und Western Blot kannnei
erfolgte Methylierung durch éflegen eines Rontgenfilnauf die PVDMembran durch
Fluorographiesichtbar gemacht werde(Details zur Methodén 3.1.23. Die Einschi&ung der
Spezifitdt einer erhaltenen Banden der Fluorographie muss dabei auch vom
Molekulargewicht abhangig gemacht werden. Dazu wird die Membran nach Aufndbme
radioaktiven Bildes mit spezifischem Antikdrper gbfaund die Laufhéhe der erhaltenen
spezifischen Bandea der Immunfarbungnit dem Signahusder Fluorographieverglichen.

Das fur dieProteinproduktionverwendete Konstrukt fuhrt zUexpressioreinesrekombinanten
Proteins, dasich auf einer H6he von etwa 200 kDa spezifischGhittAntikorper anfarben
lasst Abbildungl5 (C) und nicht gezeigte Farbungen).

Abbildungl15 (A) zeigt eine Coomassiérbung der Proteinpraparationen, was dem Abgleich
der relativen Proteinmengen vor allem hinsichtlich dsteinHintergrundes dientGSFGLI1
kannhier aufgrund ni@riger Expressionpgegeljedochnicht sichtbar gemachiverden Da das
Fusionsprotein eine hohe Abbaurate odAbspaltungsratedes Tagsaufzuweisen scheint
wurde eine entsprechend grofe Menge an G@g zur Kontrolle eingesetzvefgleiche
Bedingunger¥ und 9). Aufgrund deistarkenExpressiordes GSragswurde wenigerAgarose
als bei GSGLIleingesetzt, was einegeringeren allgemeinefRroteirhintergrund zur Folge
hat.
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Da wie in Abbildungl5 (B) zu sehenGSTGLI1lan Agarosegebunden starker konzentrieist

als im Eluatwas auch fir die GEHRMTPraparationen gilt (nicht gezeigte Immférbungen),
wurdenim Folgenden dié\garosegebundenen Formen weiter verwenddtm im Falle eines
positiven Ergebnisses eine spezifische Funktion fir PRMTL1 untersuchen zu kénnen, wurde
Prmt4 (murin) als weiteres Enzym in der Methylierungsreaktion eingEssen.Prmt4 wurde

dabei relativ zu den Mengen an PRMT1 im Uberschuss eingéabgschatzt anhand der
Western BlotFarbung des GSllags, nicht gezeigt).

Die Methylierung von GSjetagem GAR, einer Doméne des ProteirBRILLARIMiIt 14
Argininen,dient alsPositikontrolle [289]. Fir Sequenzen mit R@®tiven wie in Fibrillarinst

eine starke Methylierung bekanifi218]. In Bedingung 6 zeigt die Flographie bereits nach
18-stiindiger Exposition sehr starke Signale, die methyliertes GAR anzeigen. Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass ®8&MT1 funktionell expriiart ist und Zielproteine
prinzipiellmethylieren kann.

In Abbildung15 (C)sind die Ergebnisse der Methylierungaktion von GSIGLI1durch GST
PRMTIin der Fluorographigezeigt. In Bedingung 3 ist die Methylierung von-G&Mdurch
GSTPRMTL1 zu sehen. Es zeigen sich hier bei einer Expositionsdauer von sechs IMethen
Banden. Zwar halten sich diese in einem hohen Molekularbereich von etwa 130 kDa auf,
allerdings zeigt der direkte Vergleich mit der Laufhéhe von-@STin der Immunfarbung
(etwa 200 kDa) einerdeutlichen Unterschied der GroRenbereiche der Banden. In der
Immunfarbung treten Abbaubanden auf, von denen jedoch keine im Bereich der Banden der
Fluorographie liegtZudem tritt in der Kontrolle, die GShg anstatt GSGLI1 enthalt, auf
gleicher Hohe ebenfalls eine Methylierungsbande auf (Bedingyhp diese war auf dem Gel

von Bedingung 3 durch zwei weitere Kont$®fiuren abgetrennt).

Die Mettylierungsreaktion durch GSIrm# fihrte zu keiner Detektion in der Flugraphie
(Bedingungen 4 uhb5). Die Aktivitdt von GSIrmi# wurde durch Methijerung von Histonen
Uberprift (nicht gezeigt). Auch bei Inkubation von PRMT1 alleine, ohne Zugabe weiterer
Agarose tritt kein Methylierungsignal auf (Bedingung 1). Bei Reprktionsversuchen zeigte

sich bei einer Inkubation von G&LI1mit GSTPRMT1 stets die beschriebene Doppelbande.
Dabei bestatigte sich ausnahmslos das zu geringe Molglaviacht der Banden in der GST
GLIIPRMT1Bedingung in der Fluorographie im Vergleicit der Immunféarbung.
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Der Transkriptionsfaktor-MYC ist als Prot®@nkoprotein bekannt und in vielen humanen
Tumoren aufgrund verschiedenster Mechanismen in seiner Expression oder Aktivitat
dereguliert. Dies istni Tumorzellen beispielsweise durch eine Amplifikation des Genlocus
erreicht (Review [67], und [23]). Kuirzlich wurde entdeckt, dassM¥C wahrend de
Entwicklung des Krallenfrosches an regulatorische Bereich®B®&$T1Gens bindet und dort

fur die Aktivierung de®romotors wichtig isf89]. Im PDAC sind Deregulationen veM¥C in
Form von Uberexpressionen bekanfi6,265] Aufgrund dieser Gegebenheitemurde im
Folgendenein mdgliche Zusammenbng der Expression von PRMT1 unt¥C im PDAC

untersucht

451 ' {2LwY! bDWvb b XYLt ¢Lh/bg CUYChiswa ¢ M
9 two9{{Lhb{{tLO9D9]

Eine moglichdnduktion der Expression von PRMT1 durddXCwar aufgrund der geschil
derten Kenntnisse eine naheliegende Vermutudm dieser Frage nachzugeh&rurde c-MYC

in PanctZellen mittels siRNA depletiert und die Auswirkwmgauf die Transkript und
Proteinspegel von PRMTL1 untersucht.

Die Depletion vor-MYCist in Abbildungl6 (A) auf Ebene des Transkriptes nachgewiesen. Die
Normalisierung der Spiegel musste in diesenpefiment abweichend von den bisher
benutzten Bezugsgenen auf alternative Gene iwiBJBULINrfolgen. Grund hierfuwar, dass
sich ribosomale Gene wi&14 und RPLPOvon einem Knockdownvon c-MYC als stark
beeinflusst erwiesematten (nicht gezeigt) und aufgrund dieser spezifischen Regulation nicht
zur Normalisierungn Fragekamen Eine Beeinfissung durch-81YC ist fur Genelie ander
Translation beteiligt sindbekannt. Zum einen werden ribosomale Bestandteile durbhYeC in
ihrer Expression verstaritl47] und zum anderen ist eine RoN®n cMYC bei der Induktion
der Translation einer Vielzahl von Genen durch eiHeraufregulation allgemeiner
Translationsfaktoren wie elF4E amgewiesen(Review [266]). Die in diesem Experiment
ermittelten Expressionsdaten wurden urtsingig voneinander auf mehrere Gene
normalisiert die selbst keine Regulation durch dénockdowraufwiesen (nicht gezeigt). Alle
diese Normalisierungn zeigten vergleichbare Ergebnisse wie die Abbildung 16
dargestellten.

In Abbildung16 (B) wird deutlich, dass die mRMpiegel voiPRMTlunter c-MY CKnockdown
eine Reduktionaufweisen. Dieser Effekt ist spezifisch fiir die sSiRNAs gelyfCund bei allen
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drei verwendetenSequazen vorhanden Die Kontrollenverursachendiese Beeiflussung

nicht.
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Die Immunfarbung imAbbildung16 (C) zeigt, dass auch die Proteinspiegel von PRMT1 leicht
reduziert sind, wenre-MY Cherunterreguliert ist. Abgebildet ist eine sehr kurze Exposition der
Immunfarbung fir PRMT1, da diese Farbung aufgrund sehr grof3er Proteinmengen zur
Sattigung neigt. Der Effekt bleibt auch bei langerer Exposition sichtbakamate in einem
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weiteren Expement reproduziert werdenGleiches gilt flr die Transkriptspiegel VeRMT1

5AS [FTRS12Y0UNREES Ay CITUBOLINBeRY)ddsyddRIRGUWIQIIGria A2y O
PRMT1Spiegel nicht in einer geringeren Beladung begrindet liegt.
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Die bereits erwahnte Uberexpression voiviyC im PDAC wird zumindest teilweise von einer
gesteigertenAktivitat des CalcineuriNFATSignalvegs induziert [36]. Fiur die Aktitéat des
Transkriptionsfaktors NFAT wiederum wurde gezeigt, dass PRMT1-Zelle eine
koaktivierende Funktion hat, indem es eine Methytlieg des NFAihteragierenden Riteins
NIP45 katalysiert. Didsedingt eine Induktion von NFAdielgenen211]. Kombiniert mit den
Ergebnissen au4.5.1list eine positive Riickkopplung der Expressionen von PRMT1-MivCc
daher denkbar.

Um einen Eifluss von PRMT1 auf die Expression vdiYeC zu prifen, wurdeRanctPDAC
Zelleneinem Knockdowrvon PRMTImittels siRNA unterzogen. Um die Detektierbarkeit von
c-MYC in der Immunfarbung zu erleichterwurden die Zellen nachfolgendin Medium
inkubiert, das kein FCSenthielt. Es ist bekannt, dass nach einigen Tagen unter diesen
Bedingungendie erneute Zugabe von FCS eine Induktion destdhspiegel von dMYC
ausldst{69]. Die Induktionmit FCSfand flr eine Stunde, zwei oder vier Stunden statt. Als
Vergleich wurdn Zellen uninduziert belassen.

Abbildungl7 zeigt die Ergbnis® desVersuchs.Beim beshriebenen Experiment wurden finf
verschiedene siRNAs geg&RMT1lund zwei KontrolsiRNAs sowie Trafektionseagenz
alleine verwendetZwei siRNAs sind beispielhaft abgebildém einen direkten Vergleich zu
ermoglichen, wurderProteinaliquots der beidenKnockdowrBedingung jeweils nebeBxtrakt
untransfizierter Zellen aufgetragenWeder diekaum detektierbaren eMYCProteingpiegel
ohne FCSnhduktion, noch dieerhdhten Spiegel in deimduzierten Zeitpunten waren von
einer Depletion von PRMTih Vergleich zu den unbehandelten Bedingunbeainflusst.

Die weiteren PRMTDepletionen zeigen ein uneinheitliches Bild. Bei zwei siRNAs lagen
leichte Erhéhungen der-ElYC Spiegel nach Induktion vor, wéhrend eine weig@RNA eine
Rediktion zeigte (nibt gezeigt). In einemweiteren, unabhéngigen Experiment mit FCS
Induktion nach PRMTRepletion konnte ebenfalls kein Einfluss dé€ésockdownsauf die
Transkriptspiegel vonc-MYC nach Induktion nachgeviesen werden (nicht gezeigt).
Zusammenfassend kann fgshalten werden, dass die-MYCExpressiosspiegel inPanct
Zellenunter den gewahlten Bedingungen, also einer Induktion mit Hilfe von FCS dnicdiit

eine Depletion von PRMTéguliert sind.
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Fur eine unvoreingenommen®entersuchung der Einflisseon PRMT1 auf Zellen des PDAC
wurde eine Analyse des Transkriptoms von PancZellen unter Verwendung eines
OligonukleotidMicroarrays duchgefuhrt. Um die bestmdglichen Ergebnisse zu erziglen
wurden Bedingungengewahlt bei denen das PRM¥Protein mdglichst effizient depletiert
wurde, ohne dass dabei die Inkubationsdauer zu lawge Eine zu lange Inkubation héatte zum
in Abschnitt 4.3 beschriebenen Proliferationsdefekt gefihrt, durch devahrscheinlich
sekundare Effekte entstanden waren. Folglichhatten gemessea Anderungen der
Transkription unter Umsténden nicht dem eigentlicKno&kdown zugeschriben werden
kdnnen Abbildungl8 zeigt die Kinetik der Depletion von PRMT1 n@icdnsfektiorvon Panct
Zellenmit spezifischer siRNifir eineZeitspanne zwischen einem und vier Tagen.
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Abbildungl18 (A) gibt dieTranskriptspiegeVon PRMTlwieder. Diese sintbereits nach einem

Tag sehr starkgesenki was Uber die gesamte Zeit des Experimentes stabil bleibt. Auf
Proteinebene hingehen i*RMT1 nach einem Tag noch naheallstidndigvorhanden wie in
Abbildung 18 (B) abgebildetErst nachzwei Tagen ist eine starke Reduktider PRMT1
Proteinspiegefegzustellen, die jedoch an Tag 3 noch deutlicher ist. Zwar ist nach vier Tagen
nochmals eireichter Riickgangu sehen, jedoch sind auch hier noch geringe Restnreage
PRMT1vorhanden Aufgrund déser Ergebnisse wurde eiriekubatiorsdauer von drei Tagen
nach Transfektion fur die Anfertigung des Genexpressidicsoarrays gewahit.

Der Microaray war mit 60meren Oligonukleotiden besetzt, die als Sonden fir die
Hybridisierungmit den fluoreszenmarkierten cDNAs dientenDie cDNA war zuvor aus der
RNA umgeduieben worden, die ausPanctZellengewonnen wurdeFur die Gewinnung der
RNA wurden zwei getrennte Transfektionen mit siRNA (siPRMT1_6 und siPRMT1_UTR1)
durchgefuhrt, umPRMT1spezifisch zu depletiererDie Sonden des Arrays deckten 28.000
GenRNAs und@.500 lineRNAs des menschlichen GenomsDie. Expressisgpiegeleinzelner
RNAsin den PRMT-Depktionsbedingungenwurden mit den Spiegeln in zwei Vergleiehs
bedingurgen abgeglichenHierzu dienten zwei separate Transfektionen mit den Kontroll

siRNAs &uciferase und siNon_RasDepletionseperimentin PanciZellenwurde in einem
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zeitlichen Abstand von einer Woche in gleicher Weise wiederhitein biologisches Duplikat
flr den Einsatz im Array zur Verfliigung zu haben

Als Referenzert fir die Expressin in einer siRNABedingung wurde eine Mischreferenz
gebildet, also eine mittlere Expression in allen vier benutzten Transfektidmbder
ExperimentReplikate Die Mischreferenz wurde dabei durdfereinenaller acht RNAroben
zu gleichen Teileund der Hybridisierungder daraus hergestellten cDNAnit dem Array
gebildet. Die Mischreferenz war Cygarkiert, wahrend die Einzelbedingungen @warkiert
waren

Es wurden nur solche Gene als spezifisch reguliert angesehen, dieidean siPRMTF1
Bedingungen jeweils versus beid®NiAKontrollkedingungen heraufbzw. herunterreguliert
waren Der Schwellenwert fidie Signifikanavurde daei aufeine 2-fache Regulationgesetzt.
Nur solche Expressionsderungen wurden algesicherterachtet, die in beiden Experimenten
in gleicher Richtung Uber-fach reguliert waren.Abbildung19 fasst die Definition spezifisch

regulierter Gene des Arrays schematisch zusammen.

SiPRMT1_6 ——> siluciferase

siPRMT1_UTR1 siNon_5

In allen 4 Relationen J x gleichermalien reguliert

regulierte Gene regulierte Gene
im biologischen im biologischen

Replikat 1 Replikat 2

Definition spezifisch regulierter Gene
Gene mit >2-facher Expressionsdanderung
in beiden Depletionen gegenlber beiden Kontrollen
in beiden unabhangigen Experimenten

| O0AfMMzZyEBSTFAYAGAZ2Y &LIST A DESYGE LING A GrNR B HNE BlE
5SLX StiA2y @2y twatwm
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Abbildung20 verdeutlicht die Berechnungsgrundlagen der Auswertung des Arrays stibema
anhand der Expressionswerte vétRMT1 Die Intensitaten der Messwerte liegen in allen
Bedingungen uber dem geforderten Schwellenwert von 5. Mehrere Balken pro Bedingung
zeigen an, dass diebetreffende Sonde auf dem Array an mehreren Stell@gmer zweifach)

gespottet war.

Einzelbedingung Bezug auf Mischreferenz
Expressionswerte Durchschnitt der Expressionen
in einzelnen Bedingungen durch Vereinen aller acht

RNA-Proben fir die Hybridisierung

(Beispiel-Gen: PRMT1)
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Vergleich der Expression zwischen Einzelbedingungen
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Die Transkriptmengedes PRMTi1Gens ist in allen Depletionen vonPRMT anndhernd
gleichermal3en herunteeguliert. Die Tatsache, dass sich diéschreferenz(entsprechend
einem logarithmischenExpressionswert von 0) nicht exakt in der Mitte aller Einzelwerte
befindet, lasst sich durch Sattigungseffelder Hybridisierungerklaren, auf die hier nicht
naher eingegangen wirdie letztendliche Ermittlung deexpessionsdifferenzwischen zwei
Bedingungen wird durch Bilden der Differenz d&garithmischen Expressionswerte
durchgefihrt, wie iPAbbildung20 erklart.

In Abbildung21 ist eine Immunfarbunglargestellt welche die erfolgreicheDepletion von
PRMT1in den Belingungen des Arrays legt. In beiden biologischen Replikaten ist natriei
Tagen Inkubation ein deutlicher Rickgang, allerdings kein komplettes Verdemvither
PRMT1Doppelbande ersichtlich.

a-PRMT1
Replikat 1

B e - . & 0-B-TUBULIN

o-PRMT1

e —

Replikat 2

M e s 0 -3-TUBULIN

| 00 AfHRMzyIwa St SGA 2 yeSXY Syl AW RAS | y FTSNI A3
.8aGAYYdzy3 RSa& DSYSELJNBééAZYéLJNE?Afé

LYYdzy F NI dgEd s &NRSY YAG RSy |yasa 0SySy aiw
b OK RNBA ¢3Sy LyldzmltiAizy gdz2NRSY F'MS »BSt

DSal YOl St t[S&EaD 1 8S8NYGSGie 545 oONyiES SNF2t 3

RSY&S3t 60t 54S wb! gdzZNRS FNNJ RSy aiAONRI NNJI &

<

{54! D9 dZFISANByYyy(z LISNI-25wuaimng NCE & NI NI dZFFS y'S A
ALISTAFAAOKSY I yGAllI NLISNI FyISTNNF LD o! (58 SYAy
OA2ft23A40KSY wSLIX A1l GS aayR 3sSi Sa3aido

Abbildung?22 listet in einemMengendagramm dieAnzahl regulierter Gendes Arraysn den
beidenDepletionen von PRMTrelativ zu den siRNKontrollenauf. In Abbildung22 (A)ist die
Anzahl derherunteregulierten Geneangegeben wéhrend Abbildung 22 (B) die heraut
regulierten Geneangibt Hiemeigeben die Bedingungen A bis D Aigzahlen an Genen an, die

in den entsprechenderRelationendifferenziell exprimiert sind wie in der Abbildung erklart.
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Bei diesen Angaben sind bereits lediglich die Regulationen gelistet, die in beiden
durchgefihrten biologischen Replikaten gleichermalR3en auftretenDie per Definition als
speifischreguliert ang@ommenenGenebefinden sich in der Schnittmenge der Bedingem

A, B, C und D. Daraus ergibt sich eine GesamtzaMdsenen, die herargguliert, undvon

6 Genen(inklusive PRMT), die herunterreguliert sind.Die Tatsache, dass nur ein geringe
Prozentsatz deregulierten Geneder einzelnenRelationenletztendich in der Schnithenge
erhalten bleibt, deutet auf ein grofes Mal} andividuellen Regultionen duch die

verwendeten siRNAS hin

I 1 SNUINBEBded A SNIIS DS | SNI dzF NB3dzf A SN

' 00AfIRNMzy AaSYISYRREMININBREdzf ASNIISY DSyS Ay R
SELINBKEMNE & & AT tt3yy ComySiSSLNED & (mAazeyim

ly3d3S3So6Sy aAyR RAS 1yl KfSy RBSOWEFSSMETRLGHM SN
2S8S6SAtA3SYy . S1 dz3a6SRAYy Idzy 3Syni 29 3R ABdzNIR/S Yo S/AIEN
wWSLIE Al GSy NBIdzA ASNI aAyR® o!0v 3IA6G RAS KSN
5AS wStrdA2ySy &AYRY

l'YaAtwac¢mypc @ad aA[ dzOAFSNI &S

.YaAtwa¢tmypc @Pad AAb2yp

/| YaAtwacemyp! ¢wm Pdad AA[ dzOAFSNI &a$s

5YaAt wac¢mup @i 2¢app

5AS Y2YOAYylLGA2ySy o! .3 /53 dzagd0d 3IS6Sy RASeE!
3t SAOKSNXI 0SSy RSNEB Il OKNIA ya RABE A2 $4 DKISE wi OKN
NELINNaESYGASNI RAS DSYySRSAADEIBNNYSREY bS8aA)

gSNRSy @

Tabellel listet die regulierten Gene in alphabetischer Reihenfolge, getrennt nach Richtung der
Regulationauf. Ale Gene sind preinkodierend.Dadie GeneANXA8ANXASLLNnd ANXAS8L2

von derselben Sonde detektiert werden, wifidr die Validierungsversuche ledigii ANXA8
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untersucht. Das GenXXbaeBPG116M5.17wird nicht untersucht, da ein Nachweis der
Expressiorhier nur auf Transkriptebene estiert und die Sonde zudemdentisch zu der Sonde

fur CFBist. PRMT1wird als Positivkontrollevon der Liste der herunterregulierten Gene
gestrichen. Somit ergibt sich eine Gesamtheit von 51 Kandidatengenen fir die Validierung.
Auffallig ist, dass 26 (5%) dieser Geneexperimentell alsnduzierbardurch Typl und/oder
Typll Interferone identifiziert wurden[18,37,49,54,55,93,94,103,110,126,163,180,182,204,
291,297,303,309,312Fur die GeneRTP4und SLC15A3vurde dies nur im bovinen System
nach Induktion mit IFN'au nachgewiesen, einem Interferon ohne humanes Homolog, das
allerdings zur Gruppe der Typ | Interferone mit entsprechender Rez8mdung gehort.
Daher werden diese Gene als Interfefimuzierbargewertet. Die Validierung der potenellen

PRMT%Zielgene des Arrays erfolgidochunabhé&ngig von ihrer Regulation durch Interferone.
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Im Folgenden wurden dien Microarray erhaltenen Gene, die vaoler Depletion des PRMT1
Proteins in ihrer Expression beeinflussivaren und als spezifisch reguliert angenomen

wurden, einer individuellerValidierung tber mehrere Schritte unterzogen.
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In einem ersterValidierungsshritt sollte Uberpriuft werden, ob sich die Art und das Ausmal
der Regulatioan der Gene reproduzieren lasst. Dafur wurdBe RNAProben desArrays fur
die Durchfuhrung idividueller Bestimmungen deExpressiongsegel pro Genin der g°PCR
herangezgen. Herzu wurde mRNA aus den RREbken in cDNA umgeschrieben und in der
gPCR unter Verwendung spéegher Primer die Expressiopgsgel fir einzelne Gene
bestimmit.

Andersals bei der Berechnung im Micnway erfolgte die Berechnung der Spiegel hier unter
Bezug auf Referenzgene. Die Expressionder BedingungsiLuciferase wirdjeweils
als1 definiert. Abbildung23 (A) und Abbildung23 (B) zeigerbeispielhaft dieAuswertingen
zweierKandidategenedes Microarays.CCL5das im Microarray eine Heraefjulation zeigte,
weist auch hier in allen Relationen eine deutliche Erhéhung der Transkriptspieg®&@8
ein Gen das inMicroarraydurch PRMT-Depletion wenigeistark exprimiert war ist auch in
der technischen Validierung herunteiguliert. Wie auch im Microarrayicht gezeigtysind hier
einzelne Rktionen, wie siPRMT1_6 zu siNgnBur knapp tber der Signifikanzschwelle

reguliert
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Tabelle 2 listet die stichprobenartigetechnische Validierung von Kandidatengenen des
Microarrays auf und stellt die absoluten Regulationen im Array denen gegeniber, die in den
gPCRs ermiéit wurden. Auf die Durchfihrundieser Validierungir alle Kandidatengene des
Microarrays wurde zugunsten weiterdniologisch unabhangiger Expmente verzichtet. Mit
Ausnahme der GenAHNAKund NSD1decken sich die Ergebnisse der g®@& mit den
Expessionswerten, wie sie im Array ermitgvorden waren. Bei den herauggulierten Genen
weichen lediglich die absoluten Werth, was vermutlich in den Gegebenheiten der gPCR
Methode begriindet liegt. Beispielsweise fiihrt die Tatsache, dass die Primerefim von

100 Prozent abweichen kdnnen, zu tbeder unterreprésentierten Expressicirederungen.

Die Effizienazder Primerwurde im Experiment allerdings nicht bestimmt und entsprechend
fand keine Korrekturberechnung dahingehend stafuudem resultiert dr Bezug auf die
Mischreferenz im Array notwendigerweise in leicht aleteinden Regulatieen in der
RTFgPCR, da in letzterer zwei Expressionen direkt miteinander verglichen werden, ohne sich

dabei auf eine durchschnittliche Expression zu beziehen.
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Die Reproduktion kann auf dieser Ebene als erfolgreich angesehen wétdeindie beiden

nicht validierbaren GendHNAKund NSD1gilt, dass in beiden Fallen mehrere verschiedene
Sondemsequenzen auf dem Array gespet waren. Eine Auswertung dieser hat ergeben, dass
jeweils nur ene der vorhandenen Sonden einExpressionsanderung@nzeigte, die zur
Klassifizierung des Gens als reguliert fuhrte. Die verbleibenden Sonden wiesen keine
Verédnderung der Spiegel auf, so wie es auch inegmischenvalidierung nicht der Fall war.

Das Gen wurde in solchen Féalleorerst als nicht regulig angenommen.Die Griinde und
Konsequenzen dieser Gegebenheiten werden im Kapitel Diskussion erlautert.

Tabelle 3 enthalt eine komplette Auflistung votKandidatengene, die in verschiedenen
Sondenteils widersprichlichexpressionswertém Microarray aufwiesernDie meistendieser

Gene wurden von der weiteren Validierung in dieser Arbeit ausgeschlog&sersind die
Funktionen der jeweiligen Genprodukte sowie Angaben za Gegebenheiten im Array
aufgefihrt Bei KCNH2und PPP2R2Bvies die Auswertung der Arraydaten Auffalligkeiten
beziglich der Expressionswerte auf. Hierbei befanden sich alle Expressionen der
Einzelbedingungen unterhalb der Mischreferenz. In Absprache rein dzustandigen
BioinformatikerFlorian Finkernageturden diese Regulationen als unspezifisch angesehen. Da
jedoch keine Erklarung fidas Phanomen gegeben werden kann, sollten diese Gene von

zukunftigenValidierungen nicht ausgeschlossen werden.
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Um die Ergebnisse des Microays in unabhéngigen Experimenten ipoerprifen, wurden
Pancizellen weiteren siRNAvermittelten Knockdownsvon PRMTL1 unterzogen. Hierbei
konnte, im Gegensatz zu den limitierten Moéglichkeiten des Arrays, eine gréRere Anzahl an
PRMTispezifischen und KontrediRNAs verwendet werderadurch war es mdglichder
Fragenachzugehenin wie weit dieermittelten Kandidatengen¢atsachlich auf die Depletion

von PRMTals solches zurlickzuflihren sind, oder ob im Einzelfall eine Regulatitdfekten

der Transfektion mit SIRNA begriindet liegt.

In Abbildung24 wurden Panc1ZellenTransfektionen mit einegréf3erenAuswahl an siRNAs
unterzogen.Der Nachweis der [pdetion von PRMTL1 ist iAbbildung24 (A) auf Ebeneales
Proteinserbracht Alleim Arrayals spezifischdefinierten Gene wurden in diesem Experiment
dem Versuch der Validierung unterzogékbbildung24 (B) und Abbildung24 (O zeigenmit

den beiden Kandidatengene@CL5und IFI4 zwei Beispiele, di eindeutig alsoff-target
eingestuft wurden. Im Fall vonCCL5heben sich die beiden im Microarray verwendeten
PRMT1ispezifischen siRNAs durch eine deutliche Induktion der Expression ab. Die weiteren
Depletionen zeigen diesen Effekt jedoch nicht, sondeewdgen sich innerhalb der
Regulationen, die unspezifisch durch die Kontrollen auftreBei.IFI44ist das Resultasehr
ahnlich. Da hier in den Kontrollen weniger Abweichungen auftreten, ist die Klassifizierung als
off-target jedoch noch eindeutigerKandidatengeng die ein vergleichbares Bild zeigten,
wurden unmittelbar aus der Liste moglicheurch PRMT1 regulientésene entfernt. Geman
dieser exemplarisch dargestellten Kriterien mussté® der Kandidatengene aleff-target
klassifiziert werdenBd den tbrigen Genen war aufgrund von teils unterschiedlide#akten

verschiedener siRNAs durch dieses Experiment noch keine eindeutige Aussage zu treffen.
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Abbildung24 (D) undAbbildung24 (E) fuhren hierzu zwei Beispiele in Form der GEBRASP

(im Array heraufreguliertund RGSZim Array herunterreguliertpuf. Die Genexpression von
GRASRst bei drei der PRMT1Depletionen (siPRMT1_5, 6 und UTRIBEY induziert Zwei
weitere Knocklown-Bedingungen (siPRMT1uhd UTR2) lassen eine leichterblufregulation
erkennen. Lediglich bei zwei der sieben verwendeBRRMTispezifischen sSiRNAs ist kein
Effekt erkennbar (siPRMT1_3 und 4). Da jedoch weniger als die Halfte der Sequenzen ein
eindeutiges Ergebnis zeigt, wurde das Gen zu diesem Zeitpunkt noch nicht als definitiv
reguliert angesehen. BRIGS2allt das Urteil noclschwerer. Lediglich eine d®RMTIsiRNAs
(siPRMT1_5¥t deutlicher nach unten reguliert als die Kontrollen.

Bei diesem uneinheitlichen Bild an Regulationen karkeine eindeutige Aussage geffien
werden. Daher wurden weitere Kontrollkedingungen bendétigt Fiur die Gruppe von
Kandidatengenen, bei denen noch keine Aussage getroffen werden komniele ein
weiteres Depletionexperiment in PanctZellen durchgefilihrt. Bei diesem wurdealle zur
Verfiigung stehenden Kontrelind PRMTispezifschen siRNAs verweed

Abbildung 25 zeigt erneut exemplarisch die Ergebnisse dieses Versuches. Die Depletion von
PRMT1wurde hier in Abbildung 25 (A) auf Transkriptebene nachgewiesdiile spezifischen
SiRNAs depletierenPRMTL1 zuverlassig, wahrend die Schwankungen in den Kontroll
Transfektionen minimal sindn Abbildung 25 (B) sind die Transkriptspiegel des G&idPR1
(glioma pathogemsisrelated 1) dargestellt, welches im Microarray untétnockdownvon
PRMT1schwacher exprimert war. Wie an den Kontrollen erkennbar ist, scheint das Gen in
seiner Transkriptionsrate sehr empfindlich auf die Transfektion mit siRNAagieren, da
sowohl sehr starke Heraudls auch ldrakregulationen zu verzeichnen sind.

In denPRMT21Knockdowngedoch sind in vier der sieben Bedingungen geringere Spiegel von
GLIPRhachweisba(siPRMT_1, 4 ,5 und UTRE)ne Bedingung zeigt einen leichten Rickgang
(siPRMT1_6) eine weitere ist gegentber der unbehandelten Kontrolle nicht reguliert
(siPRMT1_UTRANd die siebte ist stark heraufreguliggiPRMT1_3)Es scheint sich hier eine
verringerte Expression des Kandidatengens RRMT3IKnockdownabzuzeichen, die von
unspezifischen siRNEffektenin einzelnen Bedingungeiiberdeckt wird. InAbbildung 25 (C)

ist mit ANXA8 (Annexin AP ein Beispiel fur ein heraufreguliertes Gen abgebildet. Die
Regulationen in den Einzelbedingungisr Kontrollensind hier nicht ganz so stark, sodass sich
eine gesteigerte Expression vé&iNXA8unter PRMT3Knockdowneinfacher erkennen l&sst.
Jedoch zeigen auch hier drei der sieben spezifischen siBNARMT1_1, 3 und UTREght
diesen Effekt.
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An diesem Punkt mussten weitere acht Gene als unspezifisch reguliert klassifizidgn.
Hierbei wurden Gene, die ifabelle3 (unklare Daten im Microarraygufgefiihrt sind, nichton
der Kandidatengenliste gestricheie Grinde weten im Kapité Diskussion bespchen.
Kandidatengene, die wieGLIPR1und ANXA8im PRMT2iKnockdown vielversprehende
Regulationen zeigten, wurden abschlieRend einer Validierung in einem-ZelEkodell
unterzogen.

473 £ [ L5LOW v -BWD9. balf ¢ ®O w{a &mh / vh !ta 9 C
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Wie in Abbildung24 und Abbildung 25 ersichtlich wurde, stelldie Reaktion von Zelleauf
Transfektionen mit siRNA Form vonAnderungen der Genexpressiain offensichtlich
generelles Problem dar. Dies erschwert Bieurteilung der Spezifitat von Effektenheblich
Um die verbliebenen,potenziell spezifisch regalten Kandidatengenales Microarrays mit
Hilfe @ner von siRNAInabh&ngigerMethode zu tberprifen, wurden fir weitere Experimente
murine embryonale FibroblasterMEFRZeller) verwendet. Diese tragen einheterozygote
Deletion desPrmtl-Gens, wobei die verbleibende Kopie viomPBindestellenflankiert wird.
Diese werden vom Enzy@reRekombinaserkannt und die zwischen ihnen liegende Sequenz
durch Ausschneiden aus der DNA entfeie Zellen exprimieren die Rekombinase konstitutiv
in einer inaktiven Form, die im Zytoplasma vorliegirst nach Zugabe von-GHT
(4-Hydroxytamoxifenfindet eine Aktivierung und Relokalisation d@reRekombinasen den
Zellkern statt, was zu einekonditionellen, induzierbareKnoclkout von Prmtl fiihrt [45,326]

Fur die Durchfihrung des fximents wurdenMEFZellenmit 4-OHT oder dem Lésungsmittel
(100 % Ethanol) behandelt. Nactwei, drei, vier und siebeifagen wurden jeweils beide
Bedingungen geerntet und deknockoutvon Prmtl auf Transkript sowie Proteinbene
Uberprift. Abbildung26 (A) zeigt die Ergebnisse der qPCR. Bereits nael Tagen ist eine
Verringerungder Transkriptmengervon Prmtl sichtbar, die nahe der Detektionsgrenzegt.

In Abbildung26 (B) wurden die Proteinmengen in der Immunfarbung untersucht. An allen
Tagen ist eine klare Verminderudgr Mengendes Prmi-Proteins ersichtlichAm siebten Tag
sind keine Restspuren mehr zu erkennen. Bei der Darstellung der Tpamsrgen vorPrmtl

in Abbildung26 (A) und auch fur alle weiteren gP&Rgebnssevon MEFZellenwurden die
Expressionsspiegah den einzelnen Tagen bei den unbehandelten Zelleh definiert. Somit
werden zwarSchwankungen in der Expressidar Gene bei fortschreitender Inkubation im
unbehandelten Zustand unbeachtet gelasserodt sollen die Anderungen durdnockout

von Prmtl betrachtet werden, weshalb diese Ubersichtlichere Darstellungsart gewahlt wurde.

12
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Die schnellevollstandigeDepletion wn Prmil im MEFZellmodell macht dieses zu einer guten
Alternative, umEffekte eines Verlustes von Primauf potenzielle Zielgene zauntersuchen.
Durch Verwendung mehrerer Zeitpunkte bietet sich die Mdglichkeit, Auswirkungen in
zeitlicher Entwicklung darzustellen und gleichzeitig Replikate in einem Expedmeritalten

In Abbildung 27 sind beispielhaft vier Genalargestellf die der Validierung irMEFZellen
unterzogen wurden. IrAbbildung27 (A) ist mitlfid4 ein Kandidatengen gezeigt, das zuvor
bereits alsoff-target ausgeschlesen wurde Esweist auch in diesem Modell keine Regulation
durch die Depletion von Bntl auf. Das GenGrasp war zuvor nicht klar validierbarn
Abbildung27 (B) zeigt eshier keinerlei Anderung der Bression beimPrmtl-Knockout Zwei
Gene, die in diesem Zellmodell erfolgreich validiert werden konnten, siAdlidung27 (C)

und (D) abgebildetGliprl, dasim Microarray unterPrmtl-Knockdownschwécher exprinert

war, zeigt diese Reaktioauch hier. Interessanterweise wird das Ausmal im zeitlichen Verlauf
des Experiments verstarkt, was die Spezifitdt noch untermauémia8 ist, wie auch im
Microarray, unte Depletion von Prnit verstarkt exprimiert. Der Effekst bis zu Tag drei sehr

schwachgsetzt an Tag viesichtbareinundist an Tag sieben nodbicht verstarkt.
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Wie bereits erklart, konnten einige Kandidatengene durch ExperimentPACZellennicht
eindeutig validiert werden. Firiese Gene wurde eine weitere ValidierumgMEFRZellenmit
konditionellem Knockoutdurchgefiihrt wie in Abbildung27 dargestellt Tabelle4 listet die
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Gene auf, die erfolgreich validiert werden konnten oder die bis Alnschluss dieser Arbeit

nicht mit letzter Sicherheit validiert oder ausgeschlossen werden konnten.
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AbschlieRend kanfiestgehalten werden, dass von den 51 patiefi regulierten Genen des
Microarrays bisher zwei GenNXA8und GLIPRI erfolgreich validiert werden konnten.
Sieben weitere GeneT ébelle4) sind wahrscheinlich von PRMTL1 reguliert, konnten aber nicht
mit letzter Sicherheit validiert werden. Zwolf Gene bedirfen bei zukiinftigen Experimenten
einer genaueren Betrachtung aufgrund von unklaren Daten im Microafiaye{le3). Bei den
Ubrigen 30 Kandidatengenen handelt es sichaffrargets.

49 D[ L L weM CBwh [S5L C9 wa&ILLhbY{ Ot ¢coM¥B [ O9b bL/ I ¢
9{{9bwLI[

In Abschnitt4.2 wurde gezeigt, dass PRMT1 eine bedeutende Rolle inPdeliferations
fahigkeit von Tumorzellen spielt. Es stellt sich die Frage, durch welche Funktionen in der Zelle
diese Rolle asgefuhrt wird. Die Kandidatengene des Microarrays sind prinzipiell denkbare
Mediatoren. Zudem ist fir einzelne Gene und defgerprodukt in der Literatur bereits eine
Funktion in derProliferation beschriebenworden. FirGLIPRDbeispielsweisést in Gliomen
eine proproliferative Wirkung einer ekipischen Expression des Proteins nachgewiesen
worden [258]. Um der Frage nachzugehen, ob der-proliferative Efekt von PRMT1 Uber
GLIPRYermittelt sein konnte, wurde i\bbildung28 ein Knockdowrvon GLIPRnittels siRNA
durchgefuhrt und die Fahigkeit der Zellen zur Prddifien in Wachstumskurven bestimmt. Da
wie bereits zuvor erwéhnbei Transfektiomn mit siRNA eine Hemmung deroliferativen
Kapazitatvon Zelllinien zu beobachten ist, werdenAbbildung28 (A) undAbbildung28 (B)
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zwei biologisch unabhangige Experimente dargestélierdurch soll geklart werden, ob
Effekte spezifisch durcden Knockdownvon GLIPRIZzustande kommen oder in deiRNA
Transfektionals solche betjindet liegen.In beiden Fallen wurden siRMNMegativkontrollen
und PRMTispeifische siRNAs als Pogkibntrollen flr eine mhibition der Proliferation
mitgeflhrt. InAbbildung28 (A) zeigt sich, dass die vier verschiedeKeockdownson GLIPR1
eine Wirkung auf das Zellwachstum ausiben, die einer groRen StreuungjegiteDiese liegt
sowohl dberhalbals auch unterhallder Effektstarkedie die Kontrollen zeigen, jedoch immer
deutlich ertfernt von der PositivkontrollgsiPRMT1) Im zweiten Experiment ilbbildung
28(B) zeichnet sich ein ahnliches Bild ab. Auch lregen die Effekte deGLIPRKnockdowns
zwischen den beiden verwendeten Kontrolldder negative Effekt von siNon_4 ist hier zudem
besonders ausgepragt, reicht allerdings nicht an die Ausmale der Positivkontrolle heran.
AbschlieRend kann keine klare Inhibition der Proliferation duteh Knockdownvon GLIPR1
festgestellt werden. ImMbbildung28 (C) ist derKnockdownflr GLIPRIuf Transkriptebene
abgebildet. Alle siRN8equenzen fiihren zu einem deutlichen Rickgang der Spiageh
wenn siGLIPR14 east nach neun Tagen die volle Depletion zedgt Interessanterweise
bestatigte sich hier wiederum, dasGLIPRIurch PRMTiKnockdownreine Verringerung der
Expression erfahrt, die sich im Verlauf des Experimeoth erheblich verstérkt. Dieser Effekt
wurde im zweiten Experimenin gleicher Weise beobachtet (nicht gezeigt). Eine Uberprifung
der Proteinspiegel/on GLIPRWar aus Ermangelung eines qualitativ hochtigem Antikorpers
nicht moglich. Der erfolgreiche Knockdown von PRMT1 wurde auf Transkriptebene
nachgewiesen (nicht gezeigt).
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Es ist bekannt, dag3RMT1zur Regulationbzw. CoRegulationder Genexpressioan Bereiche

von Zidgenen rekrutiert sein kanr{152]. Daher wurde der Moglichkeit einer Rekrrung von
PRMT1 an daSLIPRIen nachgegangen.

Um die Spezifitdit der eingesetzten PRMArttikomper beurteilen zu kdénnen, wurde im
Experiment einkKnockdownvon PRMT1mit Hilfe von siRNA durchgefuhrt. Bei vorliegender
Spezifitét der Antikdrper sollte itdnockdowraufgrund der Depletion des Proteiein Verlust

der Rekrutierung resultiererbbildung29 zeigt die Ergebnisse der gPCRs aus dem erhaltenen
Chromatin nach Immunprézipitation mit Antikrpern die gegen das PRMNGtkin gerichtet
sind (ChIP) Die Verwendungvon Antikbrpern gegen Histol3 dientals Positivkontrolle, da
dieses sehr stark mit DNA assoziielist. Als Negativkontrolle wurdezusatzlich mit
speziesspezifischem Konteblly G A 1 | NILJIS imimunprédip@idta Aufgrund fehlender
Spezifitét sollte in dieséBedingungkeine oder eine geringeAnreicherung voriDNABerethen
stattfinden. Da es sich bébLIPRLmM ein p53induzierbares Gen handgR48], wurde zudem
eine IP mit Antikbrper gegen p53 eingeschlossen, um eine eventuell gednderte Anlagerung
dieses Transkriptionsfaktorsan Genbereichevon GLIPR1n Abhéngigkeit von den PRMT1
Spiegelnuntersuchen zu kénnenAbbildung 29 (A) belegt die erfolgreiche Depletion von
PRMTZlauf Transkriptebene In Abbildung 29 (B) wird erghtlich, dass auch in diesem
BExperiment ein Rickgang deGLIPRArenskriptspiegel unterKnockdownvon PRMT1zu
verzeichnen istAbbildung29 (C) zeigt die Eepnisse der gPCR mit Primern, dieenBereich

des Gens amplifizieren, dewei Kilobasen stromaufwértder TranskriptionsstartstellerSS)
liegt (Enhancerbereich)Jnter Verwendungdes ersten PRMT3Antikorpers Millipore) ist in
diesemBereicheine klare Rekrutierung in der unbehandelten uther kontrolltransfizierten
Bedingung vorhanden. Dieseduziert sich durchden Knockdowrvon PRMTlannalernd auf

die Hintergrundspiegeldie in der IP mit allgemeinen Ig&ntikérpernvorliegen Im Falle des
zweiten PRMT&pezifschen Antikdrpers(Abcan) ist zwar die Rekrutierung insgesamt
geringer, ¢doch ist auch hier eine Depletion von PRMT1 auf Chromatinebene zu erkennen.
p53 zeigt keine kke BeeinfussungseinerRekrutierung durch geédnderte Mengen an PRMT1.
Das Ausmafdn assoziiertem Histon H8t unbeeinflusstvon einer Depletion von PRMTEUr
einen Bereich innerhalb des Promotors vGhIPRY1 kb stromaufwarts der TSS) waren in

einer weteren gPCR ahnliche Rekrutierungen vorhanden (nicht gezeigt).



9NHSO

! PRMT1 . GLIPR1
o Transkriptspiegel e o Transkriptspiegel
Sa 15 2
28 2 5
Ta 1 SO
EX 55
c = ]
.9 Y]
g6 o z 2
T N I % o
& L Qb .s\é'b $N/ é\'&/ o
L & & &
L & & 9
/ ChIPGLIPREnhancer
01 +———
- . 0,08 —I— »
> =] 5
5 2 0,06 - - 2 B
o\o O\O 0,04 T [ o\o |
0,02 - - B
0 |
D N ”
& /\\,Q’ /\,\/Q’ m unbehandeli <
. . &
Q\@ Q\@ siLuciferase
& & msiPRMT1_1
siPRMT1_5
S ChIPGLIPRDownstream
3,5 -
5 = 3
a > 52,5 —
£ g 2 2 -
S ° < 15 - -
[=) O\ (<4 )
O\ 1 _ |
0,5 - -
0 4

® unbehandelt
siLuciferase
msiPRMT1_1
SiPRMT1_5

' 0

0 A fHRMtzyt Iva € Mt A-Y%St + §FP wanylliyS2NI | R2 6y
yomt £ Sy 6dz2NRSY YAl RSy Fy3asSasSoSySy &aiwb! a
ASW  dzo F GA2y FNNJ RAS t NNLINXGA2Y @2y wb! oY
QO . ljot dw b OK NBEGSNBESNI ¢NIF yaINARLIIAZY SNF2ft 3G
t wadtayR[ Ltywia | At FS ALISTAFTFAAO0OKSNI t NRAYSNID
o/ljot / w Yy IdOKS A/SKILaEShy1T3S R RSINY Y @&RLINNT ALAGE GA2Y YA
P'YGATlI NLISNY 42ANREIY 1 S9NIRNE SN RSNI it/ w YAG |
AS AaLSTAFAAOK SAySy oS a0maWKiSyo SINSyo SINB A0 K
{ B2 6oy a GNRIOY AaGNRBYFO6oNNIa RSN ¢{{0voD
AS CSKf SNBYHINSWENSRN {dGF yRINRF06SAOKdzy 3

tr
¢r
0!

U1 & )

13.



9NHSO

Durch die bisher beschriebenen Kontrollen lasst sich nicht ausschlieRen, dass die ermittelten
Rekrutierungen von Proteinen artifiziell zustande kommen. Bei der verwendeten
Quervernetzung durclrormaldehydist prinzipiell denkbar, dass in der Zelle auch ékdéle
vernetzt werden, die in nativer Form keine Assoziation miteinander eingehen. Daraus wirde
eine Rekrutierung in der ChtfPCR resultieren, die zwar durch Depletion des Proteins
vermindert ist, aber dennoch keirgpezifischéAssoziatioranzeigt

Bne bewahrte Methode um unspezifische Effekte auszuschlieRenstellt bei dieser
Fragestellung die Untersuchung von Kontrollregionen dar. -Bék&iche, die weit strom

| dzF ¢ N Ndipatreagvop WZR S NJ & ( NP d6wnétnea)NderiT ranskoipHonstartstelle
gelegen sind, werden im Allgemeinen dazu verwendeine geringere Assoziation von
Faktoren zu belegeuch Gene die keine bekannte Regulation durch den untersuchten Faktor
aufweisen, konnen als Kontrollregionen verwendet werden.

Die Ermittlung der Rekrutieungen von PRMT1, p53 und HiB einer Kontrollregion des
GLIPRLens selbstist in Abbildung 29 (D) dargestellt. Die untersuchte Region liegt
22 Kilobasen stromabwarts daiSS bzw. 237 Basenpaatemabwaérts der Polyadenylierungs
stelle. Das Bild der Rekrutierungen aller verwendeten Antikdrper gleichtitgabnissendie

fur die Enhancegegion ermittelt wurdenDa nicht auszuschliel3en ist, dasgla stromabwarts

der TSS8egulatorische Bereiche vorliegen, wurden weitere qPCRs duiigtigé€nicht gezeigt)

Alle untersuchten Bereiche, auch solche anderer Gene, waren in vergleichbarem Mal} mit
PRMT1 und aucinit p53 assoziiertBei einzelnen Bereichebeispielweise strombwartsdes
KontrollgenesCITED2war eine Verringerung der Assoziation festellen. Jedochmussin
diesen Fallendavon ausgegangen werden, dadses auf groRenme Abweichungen der
Primereffizienzen und damit eime systematischen Hder bei Durchfihrung der gPCR
zuriickgefihrt ist. Begrindet ist diese Annahme in einer starken Abweichung der
H3-Rekrutierung und des Hintergrundes beirdgGIP, fur die keine atere Erklarungls eine
abweichende Primereffizienz gegeben werdamn

Zusammenfassen#lonnten die ermittelten Rekrutierungemmit der angewandten Methodik
nicht verifiziert werden, obwohl die Spezifitat der verwendeten Antikorper gegen PRMT1

der Durchfiihrung der Chi&ls gesichertangesehen werden kann, da sich die Depletion des
Proteins Abbildung29 (A)) auf Ebene des Chromatins wiederspiegglib{ldung29 (B)).Das
abgebildete Ergebnis, bei dem PRMT1 unter PRBDE{dletion nicht mehr an Chromatin
bereiche rekrutiert ist, wurde nach Etablierung ddsnockdowrProtokolls einmalig

durchgefihrt. Die Rekrutiergn von PRMT1(ohne Depletion des Proteipsvar zuvor in
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mehreren Versuchen aBGLIPRIGenbereicha vorhanden. Allerdings erwiesich PRMTAuch

hier stets anallen Kontrollregionen als gleicstark rekrutiert
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PRMT1 ist in verschiedenen humanen Tumoren verstarkt exprifd28]. Auch wenn eine
Funktion dieser Uberexpressionen nicht immer geklart ist, doeiish Brustkrebsekannt dass

die erhdhten PRMT1Spiegel eine tumorrelevante Funktidmben. In diesem Fall ist eine
Methylierung des zytoplasmatischen Ostrogenrezeptors durch PRMT1 notwendig, damit dieser
einen aktivierenden Komplex mit weiteren Proteinen bilden kann, um seine
proliferationsférdernden Wirkungen Uber den AK-Bignalwegauszuiiben[257]. Fir das
Verstandnis detJrsachenund Konsequenzen einer Uberexps&n von PRMT1 im PDAC und

in anderen Tumoren sowie flr eine eventuelle Nutzung dieses Widsiertherapeutische
Zwecke ist es essgpll, die mechanistischen Grundlageand die Auswirkungen auf das
Verhalten von Tumorzellen auch im PDAC zu kenbaneste Fragestellung hierzu war, ob
PRMT1 auf Proteibene im PDAC gegenliber gesundem Gewebe verstarkt exprimiertrwird.
den durchgefuhrten Immunfarbungen konnte bestétigt werden, dadies der Fall is{nicht
gezeigte Farbungen in Mitarbeit von Anna Léherkel). Diese Erkenntnis auf Proteltbene

steht im Einklang mit zuvor publizierten Ergebnissen, die diese Verstarkung auf Ebene der
MRNA gezeigt hatte323].

In Mausmodekn, die infolge von mutierteniKras Neoplasien des Pankreas entwickalvar

eine Expession von Prnit bereits in Epithelzellen der PanINs nachweisli{Bachelorarbeit

Anna Lena Merkel)was darauf hindeutet, dass das Enzym bereits im frihen Stadium der
Entartung eine Rollespieen kdnnte Auch in humanen Gewebeschnitten waren bereits in
PanNs hohe PRMT$piegel farbbarDas frilhe Auftreten veranderter PRMEpiegel lasst
mutmalfen, dass diese Veranderung nicht erst im Zuge massiver Genomverdnderungen des
fortgeschrittenen Tumorsuféllig als Nebeneffekt erfolgsondern durch einen Seléahsdruck
aufgrund der zellularen Funktionen von PRMT1 getrieben ist, der dem entwickelnden Tumor
einen Entwicklungsvorteil verschafft. Durch die Farbung einer Lymphknotenmetastase
(Abbildung5) wurde klar, dass die starke Expression von PRMT1 auch in sehr spaten Stadien
des PDAC erhalten bleibt. Es ist nicht abwegig anzunehmen, dass das Enzym aufgrund seiner
zahlreichen zellularen Funktionen zu verschiedenen Zeitpuniless Tumoentwicklung auch
verschedene Aufgaben, beispigigise bei der Proliferation und bei der EMT oddET

(mesenchymad-epitheliak Transition)erfillenkdnnte.
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Vor der Klarung der molekularbigischen Auswirkungen einer verstarkten Expression von
PRMT1 war es von Interesse zu Uberprufen, ob tats&chlich eine essenzielle Rolle des Proteins
auf das Verhalten der PDAgellen vorliegt.

Die Proliferationsfahigkeitller untersuchten Zelllinien (PandlljiaPaCa2 und HelLa) wadurch

eine Depletion von PRMT1 stark vermindéftbbildung8 und Abbildung9). Dies untermauert

die Annahme, dass die Uberexpression keine zufillige Begleiterscheinung der Akkumulation
von DNASchadenist, sondern eine funktionell wichtige Anderung im Expressiondpdeti

Zelle darstelltZusatzlich wird aber auch klar, dass es kein fiur PINén spezifischer Effekt

ist. Vielmehr scheint PRMT1 Funktionen auszuftihren, von denen mehrere Arten von
Tumorzellen einen Selektionsvorteil durch eine verstarkte Expressmamgenmn.

Die Kinetik des Ruckgangs der Fahigkeit der Zellen zur Proliferation ist in den gezeigten
Waclstumskurven ein wichtiges Indiavelches bestatigt, dass der beobachtete Effekt
tatsachlich auf die Depletion des PRMHtbteins zurlickzuflhren ist. Wie ibbildung18
dargestellt, bleiben in desiRNAvermittelten Depletionin PanciZellenbis Tag 3 nach der
Transfektiondie Proteinpiegel von PRMTL1 in der Immunfarbumachweisbar. Erst ab diesem

Tag ist das Protein stark depletiert. Aden Rohdaten zAbbildung8 lasst sicterrechnen dass

zu diesem Zeitpunkt (Tag 3) die Proliferationsrate der Depldiatiagungen noch tber 5%

der Kontrollbedingungen betragt. Erst zwischen Tag 3 undbBakt die Proliferation auf

ca.25 % der Kontrollen. Zwischen Tag 6 und Tag 9 betragt die Wachstumsrate noch 10 bis
15%. Aufgrund der Verwendung mehrerékontrollen und spezifischer siRNAs kann
zusammenfassend davon ausgegangen werden, dass die Hemmung dera®iatifahigkeit
tatsachlichauf das Fehlen von PRMT1 zurtickzufiihren ist.

Die in dieser Arbeigezeigeé Rolle von PRMTL1 in der Proliferationsfahigkeit von Zellen steht in
Einklang mit den Daten einer Verotffentlich véuet al., in der sichPrmtl alsessenzielfir die
Proliferationvon MEFZellenherausgestellt hattg326]. Dies war in Zellen mit einem kondi
tionellen Prmtl-Knockoutdemonstriert worden, sodass diese Effekte nicht duiinflisse

einer siRNA auf die Zellen erklarisand In dieser Verdffentlichung wurde zudem gezeigt, dass
der Verlust des Proteins Defekte in der DRéparatur und genomische Instabilitat hervorruft
sowie einen Zellzyklug\rrest derZelleninduziert, wahlmend eszudem fur die Aktivierung der
G2/M- und G1/SCheckpoints nach Auslésung eines EBthadens notwendig tis Eine
gesteigerte Apoptose konnte hierbei nicht festgestellt werdémch weisen Zellen unter
Prmtl-Depletion eine héhere Rate an spontanen BSthaden auf. Zumindest zum Teil erkléart
wurde dies durch ein Ausbleiben der Reletung des Rad5Proteins an die Orte der
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Schadigung. Unklar bleibt hierbei, ob die Hemmung der Proliferation ursachlich in der DNA
Schadigung begrindet liegt oder ein uhéngiges durch defPrmtl-Knockoutausgelostes
Phanomen ist.

Im Zusammenhang mit der Signalgebung bei {3di#aden ist ednfalls bekannt, dass PRMT1
das Protein MRE11 methyligf29]® 5 A S & S & -p #roidukledse\Wtigitat,omeiche durch

eine Mutation des methylierten Arginins behindert ist. 53BPtLas weiteres Protein dieser
Zellfunktion, das von PRMTL1 posttranslational modifiziert i@t]. Diese Modifikation ist
notwendig zur Bindung von DNA. Zur Rekrutierung des Faktd®aSchaden ist zudem eine
intakte TudorDoméne notwendigwobei sich die Rekrutierung in einer weiteren Studids
abhangig von einer LysMethylierung an H3K79 erwiesen hafte23]. Eine definitive Rolle

von PRMTL1 in der Rekrutierung des Proteins wuridét erwiesen, da hierflr unspezifische
Methyltransferaselnhibitoren verweneét wurden. Ein Einfluss von PRMTauf die
Rekrutierung von 33BPL an DNASchaden wurde in einer weiteren Studie durch etual.
widerlegt [326]. Die Diskrepanz ist eventuell durch eine Hisiethylierung durch andere
PRMTs erklarbar, die durchden verwendeten, allgemein@ Methyltransferaselnhibitor
verhindert wird wasbeim spezifischetKnockdowrjedoch nichtauftritt. Offensichtlich jedoch
bleibt der Einfluss von PRMT1 auf die Signalgebung vonSaN&den unduf die Rate dieser
Schaden. Auch ist PRMT1 essenziell fur die Aufrechterhaltung der Telomerlangen. Ein Fehlen
des Enzyms bzwdie Mutation des methyligen Arginins im Zielprotein TRF2, welches
Telomere bindet, fuhrt zur Instabilitat der Telomere und der AuslésungSggreszenz der
Tumorzellerf202].

Die Tatsache, dass PRMT1 als positiver Regulator dé&&&Reparaturmechanismeim PDAC
verstarkt exprimiert ist, steht augenscheinlichim Widerspruch zur Beobachtung, dass
Tumorzellen Sigmakge auller Kraft setzen, die Di$&haden detektieren und reparieren.
Jedochmiissen auch Tumorzellegine allzu starke Schadigung der DNA verhindern, um
lebensfahig zu bleibenzudemspielt PRMT1weitere Rollen in einer Vielzahl von zellularen
Funktionen, edass eine Uberexpression des Proteins Folgen fiir mehrere dieser Funktionen
hat. EinzelneSignalwegewie beispielsweise die DMNReparatur kdénnen durch weitere,
unabhangige Deregulationererdndert seinDaher kann PRMT1 unabhangig von der Rolle in
der DNASchadesregulation die Proliferationsrate regulieren, wias Verlauf der Arbeiten an

der Rolle von PRMT1 im PDw&e€iter untersucht werden muss.
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Beim SoftAgarAssayin Suit007Zellen(Abbildung6) zeichnete sich ein weniger einheitliches
Bild ab als bei der Messung der Proliferation. Nicht aleockdowrBedingungen voiPRMT1
bildeten weniger Koloein als die Kontrollen. Hierfir sind verschiedene Erklarungen denkbar.
Zwar scheint die Effizienz der Depletion von PRMT1 aitpunkt der Ausaat in das SofAgar

nicht im direkten Zusammenhang mit der Anzahl gebildeter Kolonien zu s(®feegleich der
Proteinspiegel mit den gezahlten KolonienJedoch war es bei diesem Experiment nicht
mdglich, die Spiegel von PRMT1 zum Ende der Inkubatism zum Zeitpunkt der Zahlung der
Kolonien zu bestimmen. Grund hierflist, dassbei dieser Methodiknur sehr weige Zellen
vorliegen und diese zudem in einer erharteten Losung eingebettet sind, von der sie nicht
extrahiert werden konnen. Es ist daher nicht auszuschliel3en, dass verschiedene siRNAs zu
unterschiedlich stabilen Depletionen fiihren. In einzelnen Bedingark@nnte im Verlauf des
Experiments wieder genug PRMT1 gebildet werden, um die Entstehung von Kolonien zu
ermoglichen. Dieser Frage kdnnte in Zukunft durch die Verwendung stKitelkdown®der
Knockoutsnachgegangen werden. Ebenfalls denkbar sind weiteffekte der siRNAs auf die
Spiegel anderer Proteinadie den spezifischen Effekt von PRMT1 Uberdedkéntarget-
Effekte). Es wurde versucht, dieser Frage duRelscueExperimente nachzugehen, in denen

die PRMT3Spiegel nach siRNA&rmitteltem Knockdown durch ektopische Expression
wiederhergestellt wurden. Die Behandlung mit mehreren Transfektionsreagenzien fiihrte bei
diesem Experiment jedoch zu einer sehr starken Inhibition des Koloniewachstums aller
Versuchsbedingungen. Dieses war daher aufgrnon offensichtlichzu gro3e Stres$aktoren

fur die Zellen nicht auswertbar.

Die Fahigkeit von Zellen, sich unabhdngig von vorhandenen Ankerstrukturen zu teilen, ist
abhangig voneinem Uberkommen dersogenannt@ Anoikis, eine Form der Apoptose
(Revievs [52,105). Die Auslosung der Anoikis wird gesteuert von einem Gleichgewicht an pro
und antrapoptotischen Faktorenwobei deren Aktivitdt und Expressionsspiegel wiederum
abhangig ist vom Vorliegen von Stimuli wie Wachstumsfaktoren, aber auch von Kontaktstimuli
der extrazellularen Matrix und von direkten Z&8ltnteraktionen. Viele Gene, dfeunktionen

im Ausbilden vorZellKontaken oder auch in der Apoptose oder der Invasion haben, sind im
PDAC deregulierf134]. Es ist durchaus denkbar, dass PRMT1 wichtige Aufgaben in
Zellfunktionen hat, die die Steuerung der Anoikis regulieren und dass entsprechend eine
verstarkte Expressiomon PRMT der Zelle dazu verlii| trotz fehlender Ankerstrukturen zu
Uberleben. Die Unabhangigkeit von diesen Strukturen bedeutet im zellularen Kontext beim

Vorliegen weiterer Veranderueq auch eine Befahigung zur Metastasierunyg. weiteren
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Versuchen kdnnte idukunft untersucht werden, ob PRMTL1 bei der Metastasierung eine Rolle
spielt. Neben dem Tierversuch ist hier auch die Bestimmung der Invasivitat vonZeD&C
interessant. Dese kann in deMatrigelMethode untersucht werden. Die Fahigkeit von Zellen,

in ein dreidimensionales (dickes) Matrigel einzuwandern, ist ein Zeichen fur deren Invasivitét
undwére zusammen mit der bereits bestimmten Fahigkeit zum ankerunabhangigen Wachstum
ein Indiz fur eine erworbene Fahigkder Zellen zur Metastasierung

Einen Wsicherheitsfaktor fur die Auswertung und Beurteilung dis dieser Arbeit
durchgefihrtenSoftAgarAssays bildet die Tatsache, dass PRMiElbereits diskutiereinen

sehr deutlichemegativenEffekt auf die Proliferationsrate der untersuchtBanctZellen hatte
(Abbildung8). Zudem ist es schwierig zu beurteilen, inwieweit die Deplalies Proteinsiach
Aussat in das Agar stabil bliebEs ist davon auszeigen, dass aufgrund der geringen
Zellteilungsrate in diesem Assay die Stabilitat der Depletion bis zum Ende der Inkubation
gegebenwar. Da die verwendete Agar/Mediuischungjedoch keine siRNA mehr enthigelt
kann das nicht sicher geschlossen werden. ket#lich kann bei der Beurteilung des negativen
Effekts auf die Koloniebildung nicht klar zwischen einem Einfluss auf das ankerunabhangige
Wachstum und einer Verminderung der Proliferationsfahigkeit unterschieden werden. Eine
Verringerung der Proliferatiomate hat zwangslaufig eine Verringerung der Zahl an Kolonien,
die den Schwellenweder Koloniegro3éiberschreiten, zuFolge

Als Interpretation mussfestgehalten werden, dass eine Rolle von PRMT1 im anker
unabhangigen Wachstum mdoglich istber dass diesm vorliegenden Falhufgrund der
Auswirkungen des Proteins auf die Zellteilungsrate mit -8g#rAssag nicht schlissig

bewiesen werden kann.

54 1'{{h%L! ¢Lhtbwia &mtw C@lab{ YwLt ¢ L Do[{lCMYC¢hw

Bei Vorarbeiten in der Gruppe (Diplomarbeit Patrichidpohl) hatte sich gezeigt, dass der
Transkriptionsfaktor GLI1 nach einer Depletion von PRMT1 auf Transkripnd auf
Proteinebene verstarkt exprimiert wird. Dabei war lberwiegend mdols der PRMT1
spezifischen sowie der Kontr@liRNAs gearbeitet worde

In der vorliegenden Arbeit konnte der Effekt d@RMTiKnockdownsuf GLI1nicht bestétigt
werden. Bei Verwendung individueller siRNAs stellte sich heraus, dass lediglighnzielae
der verwendeten Sequenegn einen klaren Hékt auf die GLIXTranskriptpiegel hatte
(Abbildungl0). Dieser blielin den eingesetzteRoolstrotz geringem anteiligem Vorliegen der
betreffenden ®quenz unerwartet stark erhaltenBei den durchgefiihrten biologiseh

Replikaten dieses Experimanteigte sich eine gewisse Variabilitat in den Transkriptspiegeln
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von GLI1in Abhangigkeit von der Expression von PRMT1. Jediesenniemals mehr als 5%

der eingesetten PRMT1siRNAs einerkffekt auf. In einem nichtabgebildetenExperiment
konnten in MEFZellen nach Induktion einesPrmtl-Knockouts bezuglich der Glil-
Transkriptionspiegel keine Veranderungen festgestellt werdAbschlieRend kann daher nur
festgehalten werden, dass PRMT1 unter den gewdahlten Bedingungen keinen Einfluss auf die
GLIXTranskriptspiegel hat.

Patrick Schopohl konnte zusétzlich eine Induktion der ProteinspiegeGlidinach PRMT1
Knockdowrerkennen. Deron ihm verwendete Antikdrper stand herstellerbedingt fiir weitere
Experimente nicht mehr in identischer Qualitat zur Verfigung. Bei weiteren Immunféarbungen
mit nachfolgenden Chargen des Antikérpers konnte in keinem Fall eine eindeutige
Veranderung deiGLL-Spiegel nach PRMTepletion festgestellt werden. Zudem resultierte
eine Immunfarbung mit dem Antikorper im Auftreten mehrerer Banden im Bereich des
Molekulargewichtes vorGLI1 die jedoch imsiRNAvermittelten Knockdownvon GLI1nicht
vermindert warenobwohl die mRNApiegel stark depletiert waren (ImmunfarbungenGiull

sind nicht gezeigte Experimentefine Uberexpression des Proteimgurde vom Antikorper
zuverlassig erkannt. Jedoch zeigten sich keine InduktionenGidanach Knockdownvon
PRMT1wokbei die Interpretation aufgrund der erwéhnten nicht gesicherten Bandenspezifitat
zusatzlich erschwert wurde. AbschlieBend muss der Einfluss von PRMTdieaGiLlt
Proteinspiegel algorlaufignicht validierbar angesehen werden.

In vivokonnte keine Interakbn von PRMT1 miGLIlnachgewiesen werden. Hierzu wurden
Coimmunprazipitationen sowohl in dieser Arb@bbildungl4), als auch von Patrick Schopohl
durchgefihrt. Mit Hilfe von in vitro-Experimenten Rulldown$ konnte ebenfalls keine
Interaktion der beiden Proteintestgestellt werdenAbbildungl3). Aufgrund der Tendenz von
GLI1 als bakteriell exprimiertes Protein zaggregieren waren die Pulldownserschwert.
Jedoch konnte gezeigt werden, dass keine starke Interaktioi?RMT1 vorliegt, wahrend die
publizierte Interaktion vorGLIImit SUFU sehr deutlich nachweisbar war.

Der Moglichkeit einer Proteininteraktion war hachgegangen worden, weil bei den Vorarbeiten
aufgefallen war, das&LI1bei ektopischer Expression inngen Experimenterverminderte
UberexpressionS$piegel aufwies, wenn zeitgleidRMT1iiberexprimiert wurde. Erklarbar
ware dies beispielsweise durch eine Methylierung @irildurch PRMT1, was Einfluss auf die
Stabilitat des Transkriptionsfaktors haben ki Ahnliche Mechanismen wurden fir den
Koaktivator nuklearer Rezeptoren (SBMhach Methylierung durcPRMT4gezeigt[216]. Im

Falle einer stafindenden Methylierung wéare es unter Umstdnden moglich gewesen, eine

Interaktion der beiden Proteine zu zeigen, insofdm@se nicht zu transient ist.
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Die Untersuchung einer moglichen Methylierung v@hlldurch PRMT1 ergab, dass GST
getagtes PRMTL1 in Kormation mit GSIGLI1 zu mehreren Methylierungsbanden in der
Fluorographie fuhet (Abbildungl5). Diese hatten jedoch Molekulargewiehdie nicht denen

der Immunfarbung von GLI1 entspracken. Die denkbaren Grunde hierfir sind vielféltig.
Madglicherwease wird nicht dadProteinin voller LAngesondern ein Spaltprodukt bevorzugt
methyliert, das jedoch in der Immunféarbung nicht detektiert werden kaHrerbei konnte es
sichauch umeine verkirzte Form aufgrund débspaltung des GSllags handeln. AuRerdem
konnte die Methylierung ein weiteres Protein anzeigen, das mit-GiSTaufgereinigt wird.

Fur die Detektion eines weiteren Proteins spricht die Tatsache, dass auch die
Kontrollbedingung mit GSTag allein eine Bande auf ahnlicher Héhe zeiftekonnte nicht

klar geschlossen werden, daS&llvon PRMT1 methyliert wird. Sollte dieser Frage ikuntt
weiter nachgegangen werdermmuisste diesmit anderen Methoden, beispielsweise einer
Massenspektrometrie, weiter untersucht werden.

In weiterenVorarbeiten wamit Hilfe von Reportergessaysauchuntersucht worden, ob die
GLllgetriebene Genexpressio durch  PRMT1 beeinflusst istDie in dieser Arbeit
durchgefihrten Experimente hierzu lieferten unklare Emgjese. Es zeigte sich, dass die zuvor
verwendete Normalisierungwf die Aktivitat deri -Galaktosidasém gegebenen Fall nicht
geeignet ist, daliese selbstdurch dieExpression von PRMbgeinflusst ist Abbildungll). Bei

einer geeigneten Normalisierun@ésamiProteinkonzentration) konnten lediglich @nzelna
Versuchbedingungen Eékte der PRMT-Expression auf di&LItTransaktivierung$ahigkeit
festgestellt werden, die auRBerdem zwischen biologischen Replikaten stark schwankten und
teils ganzlich fehlten

Zusammenfassend muss festgehalten werden, dass mit den durchgefuhrten Experimenten
eine funktionelle oder physische Assoziation von PRMT Ghlitnicht schliissigachgewiesen
werden konnte. Einzelne Edgaisse (Banden in der Methylierungsiktion, teilwese erhdhte
GLIXTranskriptspiegel und einzed regulierte ReportergeAssayBedingungeh lassen eine
Assoziation jedoch weiterhin mdglich erscheindralls dieser Frage in Zukunft weiter
nachgegangemvird, so sollte dabei beachtet werden, dass es sich ddadgehogSignalweg

um eine induzierbare Kaskade handelt. Es kénnte nétig sein, diese zu induzieren, um
Interaktionen von GLI1 mit PRMT1 zu ermdglichen. Ein Grund hierfur ist, ddes
Transkriptionsfaktor imunindwzierten Zustand im Komplex mit dem Rem@s SuFuund
gebunden an Mikrotubulkeventuell nicht als Interaktionsziel zur Verfiigung stgp54] (Daten

aus Drosophila) und153]). Zudem sind @ Proteinspiegel vorGLI1nach Induktion mit
HedgehogLigandaufgrund der Indutton der Transkription durch G erhdht[66], was unter



5A41 d

Umstanden die Nachweisbarkén der Immunfarbung erleichtert und die Interaktion verstarkt

bzw. ermdglicht

55 bs5! Y¢Lhtb wRo®M wo{ {Lhb-ag!/w/l [/

Im Krallenfrosch bindet-Byc an regulatorische Genbereiche v&mtl und induziert dessen
Expressionfi89]. Abbildungl6 konnte auchim humanen PDA€eigen dass eMYC als Aktivator
der PRMTZEXxpression fungiert.

Diese Beobachtung ist interessadi sich die Fragestellt, durch welche Mechanismen die
Uberexpession von PRMT1 im PDAC bewerksteligtd. c-MYC ist im PDAChé&ufig
Uberexprimiert beispielweise durch Amplifikation des GenlokR85], und esist bereits in
einigenuntersuchten Panlitadienauf ProteirREbeneverstarkt exprimier{265]. Eine veitere
Studie, im murinen System, bestétigtelas Vorhandensein von-MYGUberexpressionen
bereits in frihen PanH$tadien[174]. PRMT1 war in histologisché&é@rbungen im Rahmen der
Bachelorarbeitvon Anna Lena Merke&benfalls bereits in frihen Stadien farbbar. Keusaler
Zusammenhang ist daher sowohl aufgrund der mechisisen als auclaufgrundder Daten
bezlglich der Zeitpunkte der Expressionem PRMT1 und-klYCdenkbar.

In Versuchen im Mausmod&bnnte in Zlkunft untersucht werden, ob PRMTesseumiell fur
die Entwicklung und unabhéagig davon- fir die Aufrechterhaltung des PDAC oder auch
dessen Metastasierung ist. Dies konnte durch Transplantation/InjekRiRMTidepletierter
PDAEZellenin Mausedurchgefult werden. Um weiter auf einen Zusammemggder PRMT4
Expressionmit ¢-MYC und den daraus resultierenden biologischen Effek&inzugehen,
konnte man sich -81YCdepletierter Zellen bedienerderen PRMT-Bpiegel durch geeigte
Methoden auf normaler oder wuestarker Expression geti@n werden. Hierzu muss
einschrankend angemerkt werden, dass der Einflesses Knockdownsvon c-MYCauf die
PRMTiTranskriptpiegel eher schwach ist (c20 bis 40 Praant, Abbildung16). Es ist daher
nicht auszuschdi3en, dass die Uberexpressioon PRMTXon weiteren Faktoren getrieben
wird, auch wenn fir eine Beurteilungeder Annahme die Kenntnis qué#ativer Daten zur
Uberexpression von PRMT1 im VerglgiamichtPDAEZellen notig wére.

Auch flr die verstarkte Expression voM¥ C stellt sich die Frage nach der Ursadieser
Regulation In 43,9 Prozentler von Schlegeet al. untersuchten Falle (PDARimartumore
und Metastasen) sindmplifikatioren des c-MYCGensoder des Chromosoms 8 (enthélt das
c-MYCGen) vorhande265]. 40,9 Prozent der untersuchten Fatdeigen zwar eine verstarkte
Bildung des Proteins, dodliese Falle Uberlappten nur zu 23,2 Prozent mit denjenigen, die

eine c-MYCGAmpilfikation hatten. De restlichen Fallevieseneine Amplifikation ohneerhéhte
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Proteinspiegebzw. gesteigerteProteinspiegebhne vorhandene GeAmplifikation oder kaie

der beiden Gegebenheiten aubiesdeutet auf weitere Mechanismen zur Uberexpressiam
c-MYC hin. Buchholzet al. haben nachgewiesy, dassc-MYC von NFATcl in seiner
Transkriptionsrate erhdht wird36]. Interessanterweise war bereits zuvior einer weiteren
Publikation gezeigt worden, dass PRMT1 eine Rolle in der 883ignalgebung spielt. In
T-Zellen methyliert PRMT1 den NFK@faktor NIP45, was eine verstarkte Expression von
NFATZielgenen bewirki{211]. In einer weiteren Studiewurde gezeigt, dass eben dieser
Signalwegg experimentell teilweise induzierdurch lonomycing im Leberzekarzinomeine
Rolle spielf304]. Hierbei induziert der aktivierte Signalweg tber NFATcl daprpiiderativ
wirksame eMYC Zudemerwiesen sich NFATc1 und NFATc2 auch im PDAC alzelbfardie
Induktion von eMYC, wobei in diesem Fall die BTG&ignalgebung untersucht wurd274). Bei

der zusammenfassendeBetrachtung der genannten Studienergégse Iasst sich eine zelltyp
Ubergreifende Funktion von NFAToteinen in der Induktion von-KlYC in mehreren
Signalwegenformulieren. Eine Rolle fur die Methylierungsaktivitat von PRNM1NFAT
Signalwegwurde zwar nur fir einen bestimmten Zelltyp (¥elkn) unter lonanycin
Stimulation eschrieben, kénnte jedoch auch auf eine generelle Funktion von PRNNHAT
Signalwegemindeuten.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche unter -B@8ulation konnten keine klar
veranderten eMYGProteinspiegel nacbepletion von PRMT1 belegéAbbildungl7). Dieser
Frage sollte in Zukunft dennoamit Hilfe weiterer Protokolle achgegangen werden. Die
Induktion mit FCS mit denielen darin enthaltenen Faktoren konnte durch die Auslésung
unzahliger Signalkaskaden die Beeinflussung einzelner Kaskaden durch PRMTL1 lberdecken.
Insbesondere im Hinblick adfe NFATSignalgebung stehen spezifischere Stimulantiendsie
Aktivator lonomygin (nduziert Calcineurin und damit NFAT durch Erhohdegntrazelluléren
CalciumKonzentration) oder der Inhibitor €psporinA (inhibiert Calcineurin und damit die
Aktivierung von NFARur Verfigungl178].

Die Fahigkeit von-mMYC, die Proteinspiegel von PRMT1 zu erhdhen, wirde im Falle einer
ebensolchen Regulation vonMYC durch PRMT1 eine positivéickkopplung bedeuten.
Unterstiitzend zu dieser These ist bekannt, ddB8TInach Induktion der NFASignalgebung
(nach Stimulation des-ZellRezeptors) auf mRNBbeneverstarkt exprimiert wird211], NFAT

in PDAGSchnitten verstarkt exprimiert ist [36] und wie beeits erwahnf NFAT

Transkriptiorsfaktoren die Expression vorA\Y C induzierefR74].
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Um Gene zu identifizieren, die in PD2A&}len von PRMT1 in ihrer Expression reguliert werden,
wurde die Hybridisierung eine®ligonukleotidMicroarrays durchgefuhrt. Der Arraydeckte

nicht nur 28.000 Gene, sondern auch 7.500-RiAs ab. Kleine RNAs wie microRNAs waren
aufgrund der Oligonukleotidlangen (®@ere) nichtvertreten. Um die Walacheinlictkeit von
off-targets in den erhaltenen regulierten Genen zu minimieren, wurdgweils zwei
verschiedene siRNAs eingesetzt, die speziffiRMTdepletieren bzw. die als Kontrollen keine
bekannte komplementare Sequenz im humanen Transkriptom haben. Zur Erhéhung der
Aussagekraft wurde zudem ein biologisches Duplikat der Transfedtigafertigt. Nur Gene,

die in beiden Replikaten gleichsam reguliert waren, wurden als spezifische Treffer gewertet
(Abbildung19).

Die Ergebnisliste an regulierte@enen, die zur Validierung verfligbar waren, umfasste 51
potenzielle PRMTZielgene (Tabelle 1). Die recht geringe Anzahl amehr als 2fach
regulierten Genen lasst veuten, dass PRMT1 kein starker Regulator der Genexpression ist.
Dies ist insoweit zu erwarten, a®ssPRMTL1 selldkein Transkriptionsfaktor ist. Das Protein

ist lediglich als Kofaktor bei der Regulation der Genexpression bekannhaindudem in
einigenFallenFunktionenbei derVermittlung von Effekten nach Induktionen, vetwa bei der
Koaktivierung von Faesoid XRezeptorZielgenen undbeim Gen CITED2(hier nur bei
gleichzeitigenKnockdownvon PRMT3 nach InterleukirStimulation[152,253] Auch in Fallen,

bei denen keine direkte Aktivierung der Genexpression durch Rekrutierung des Enzglass an
Chromatin stattfindet, waren Induktionen nétig oder rg&rkten die Effekte
erheblich[211,257] Im durchgefiihrten Versuch fir die Erstellung des Arnaysden die
PDACZellen in einem uninduziertenugtand verwendet, und es wurden daher nur Gene
erfasst, die von PRMT1 in diesem Zustand reguliert werden. Zudem war in der Arbeitsgruppe
bereits zuvor erkannt geworden, dass PRMT1 alleine keine starken Regulationen der
Genexpression bewirktda n einem Aray fur die Ermittlung von Zielgenen zusétzlich die
Depletion vorPRMTotigwar [152].

Ein weiterer Grund fir die geringe Anzahl an poteremielielgenen von PRMT1 ist das Design
des ExperimentsEs wurde bewusst eine mdglichst kurze Zeitspanne fir die Inkubation der
Zellen in siRNAaltigem Medium gewahlt. Sobald elnockdownerreicht war (an Tag 3,
Abbildung18), wurden die Zellen geerntetiuch wenn die Depletion in den folgenden Tagen
noch effizienter geworden wéareDie Depletion warlso zu diesem Zeitpunkhoch nicht
komplett. Der Grund fiir diese Vorgehensweise war, dagsden Versuchen zur Proliferations
fahigkeit von verschiedenen Tumorzellen offensichtlich wuddessdie Zellen bald nach der
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Transfektion mitPRMT1spezifischer siRNA einen Wachstaiefekt aufveisen (beginrend
bereitsan Tag 3Abbildung8). Es ist davon auszugehen, dass sich infolgedessen die Anzahl
deregulierter Gene, die nicht direkt im Zusammenhang der PRMTDepktion stehen,

erhoht (sekundare Effekte). Dies sollte vermieden werden.

56.1 £ [ L5L9w. ! ¥#Yo9[LDt9 bBog wowdh{! ww! | {

Alle potenziellen Zielgene wurden einer mehrstufigen Validieiangerschiedenen Zelllinien
und unabhédngigen Experimentamterzogen. Unte Verwendung der gleichen siRNAs, die
auch im Microarray verwendet wurden, lieR sich der GrofRteil der Treffer in biologisch
unabhangigen Experimenten validiereAbpildung 24, schwarze Balkgn Eine Ausnahme
bildeten hierbei lediglich die Gene, die auf dem Array mit mehreren Sondern vertreten waren
und die verschiedene Regulationen zeigten. Hierauf wird spater noch genauer eingegangen.
Zwischen dem Microarray und diese/alidierung€Experimenten wurde eine neue Charge
Zellen aufgetaut, sodass geschlossen werden kann, dass der Ermittlung dieseral&ene
transkriptionelles Ziel von PRMKein bestimmter, momentaner Zustand der Zellen in der
Zellkultur zugrunde lag.

Vor dem Hintergrund der Erfahrungen, die bei den Arbeiten an dem piddinPRMT4
regulierten GenGLI1lgemachtworden waren 4.4), wurden bei den biologischen Replikaten
zur Valdierung jedoch weitere spezifische sowie KontstRNAs eingeschlossen, um sicherzu
stellen, dass das Vorliegen von siRd¢dlingten off-target-Effekten ausgeschlossen werden
kann. Nach Auswertung dieser umfangreicheren Experimente musstete der Gene
(30von51) bei Einbezug weiterglontroll und PRMTispezifischesiRNAs klar alsff-targets

ausgeschlossen werden.

562 i [L5R2Oowd ava &Y/ Y5 hwdHD! [ ID9Ww® 9

In einerGene Set EnrichmepAnalyse (GSEA) zeigten sich keine-&etis, die unter Depletion
von PRMT1 reguliert waren.

Jedoch befinden sich unter den validierten und potenziellen Genen der ErgebniBtibil¢

4) mehrere Vertreter, die Funktionen ausfuhren, die in deregulierter Form einen Selektions
vorteil fur Zellen darstellen wirden oder fur die bereits tuanelevante Funktionen publiziert

sind.
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Das GerANNEXIN ARNXA8war im Microarray unter PRMTepletion verstarkt exprimiert.

Im Umkehrschluss ist PRMT1 bei seiner verstarkten Expression im PDAC als Repressor der
Expression VOPANNEXIN A&u sehen. Die Betrachtung der bekannten I&iomen des
Gerprodukts, wie sie inrabelle4 aufgezahlt wurden, ergibt daftir auf den ersten Blick eine
Problematik. ANNEXIN A8hat sich im BPAC als ulberexprimiert eresen[139], was
widerspruchlich zur ebenfalls gesteigerten Expression von PRMT1 in seiner vermuteten
Funktion als Repressor dANNEXIN ABxpression erscheint. Zwar ist diese Uberexpression
von ANNEXIN A& der genannten Publikatiomnter arderem in den PDAEpithelzellen
prasent, jedoch lediglich fokal lokalisiert, wahrend PRMTL1 in dieser Arbeit eher in allen Gang
Epithelzellen farbbar war. Zudem ANNEXIN A8rst im PDAC und nicht bereits in den PanIN
Stadien verstarkt exprimierf139]. Somit handelt es sich bei desseéteraufregulation
mdglicheweise um einen weiterenvon PRMT1 unabhéngigéviechanisnus. Unabhangig
davon ist anhand detelativenRegulation durch einen einzelnen Faktor wie PRMT1 nicht not
wendigemweise eine Aussage flur dabsolutenExpressionsspiegel eines Proteins im Kontext
aller Regulationmechanismen der Zelle und des Zellverbandes im Gewebe mogRMT1

kann also, auch bei starker Expression MINEXIN A&ine negativ regulierende Fundai auf

die Spiegel vorANNEXIN A&ustiben. Zudem muss prinzipiell beachtet werden, dass die
Regulation vorANNEXIN AB dieser Arbeit lediglich auf Transkriptebene gezeigt wurde und
veranderte Transkriptspiegel nicht unbedingt in veranderten Proteinsfriegesultieren
mussen. Hier konnen zuséatzliche Regulationsmechanismen bei der Translation oder der
Steuerung der Proteinstabilitat stattfinden.

Interessanterweise ist f{IBRNNEXIN A8ine Funktion im Recycling des BR&d#zeptors in spaten
Endosomen gezeigDiese sind nach Herunterregulation vAINNEXIN A8erkleinert und die
Degradation des Rezeptors wird verlangsamt, was zu einer verlangerten Signalgebung und
Aktivierung von MEKinasen fuhr{95]. In diesem Zusammenhang wurde deutlich, dass die im
PDAC in fast allen il vorhandene Mutation des KRR®oteins alleine nichausreichend ist,

um die tumorinitierende Wirkung des degulierten MEPISignalvegszu bedingen. In einem
Mausmodell nit mutiertem Kras kam es zwar zur raschen Entwicklung von PanINs, aber nur
zum langsamen Auftreten von Karzinomghl8]. In weiteren Untersuchungen wurde
entdeckt, dass eineHeraufegulation der EGRezeptofExpression nétig ist und eine
Aktivierung des Rezeptors gegeniiber gesundem Gewebe sehr frih, bereits vor der
Entwiklung von PanINs nachweisbar [$R]. Die friheHeraufregulation des EG@®ezeptors

sowie friihe Uberexpression von PRMT1 lassen einen Zusammenhang in Verbindung mit einer

14"
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Regulation vorPANNEXIN A&ls mdglich erscheinen. Die Rollen ANNEXIN Aign PDAC ist
jedoch nicht ohne Kontroversen. Ii113] wurde in Pancd und BxPGPDAZellen eine
Beteiligung VOrANNEXIN ABei der Reaktion von Zellen auf Nahrs&itzug festgestellt. Eine
Uberexpression des Proteins befahigte die Zellen verstarkt zum Uberleben unter diesen
BedingungenZudem ist es notwendig fur die Migration (Invasion).

Erganzend muss darauf hingewiesen werdidags zwei hochgradig homologe GeASKASL1

und ANXAS8LR existieren. Die im Array verwendete Sonde und die Primer bei den
Validierungsversuchen haben zwischen diesen Genen nicht unterschieden. Falls nur eines der
Gene reguliert wird, kdnnte durch Verwemnuy spezifischer Primer, insofern ein Design

mdglich ist, eventuell eine deutlichere Regulation nhachgewiesen werden.

56.22D[ Lt wm

Das zweite von PRMTL1 beeinflusste Gen, das verifiziert werden konn@.IRR1In diesem

Fall scheint PRMT1 ein Aktivator der Egsion zu sein, d&LIPRLinter PRMT4Depletion
schwacher exprimiert wird. Die Literatur zu den Rollen dieses Proteins in Tumoren ist
kontrovers. In Prostatakrebsellen wurde eine klare Rolle als Tumorsuppressor nachgewiesen,
unter anderem, indem das Pmih zu einer Verringerung der Transkripticate vonc-MYC

und einer Erh6hung der Abbaurate dey GProteins filhrt. Ein zusatzlicher Mechanismus ist
aber auch eine Reduktion der Spiegeliafatenin, was seinerseits zu einer Reduktion der
Transkription von ¢-MYC fihrt [169]. In dieser Tumorart wirdGLIPR1ljedoch durch
Methylierung des Lokus iktiviert [249]. Auch in der AMLakute myeloische Leukan)igést
GLIPR#urch DNAMethylierung in seiner Expression blockig14].

i -Catenin spielt in der Entwicklung des PDAC eine gewichtige Rolle. Es ist in der Regeneration
von Pankreasgewebe essenziell. Wird die Signalgebung igeatenin (WriSignaling)
beispielsweise durch mutiertdsrasinhibiert, verbleiben die Zelieim Zuge der Proliferation
nach einer Verletzung in einem dedifferenzierten epithelialen Zustand, was die Entwicklung
von PanINs begunstigt oder gar erst ermogli@i7]. InwiefernGLIPRAuch im PDAC einen
Einfluss auf di¢-CateninSpiegel hat, ist nicht bekannt. Di®en erwahntejm Prostatakrebs
beschriebene Regulation vérCatenin durchGLIPRIist negativer Art. FallSLIPR1das durch
PRMT1 verstarkt exprimiert wird, auch im PDACI digateninSpiegel heruntaeguliert und
damit die Redifferenzierung verhindert, ware eine ursdchliche Beteiligung an der
Tumorentstehung gegeben. Im diesem Zusamhagry konnten die immunhistochemischen
Féarbungen fir PRMT1 auch in Schnitten mit chronischer Pankreatitis wiederholt werden

festzustellen, ob hier bereits eine Veranderung der Expression feststellbar ist.
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Im Gegensatz dazu is6LIPRIm Wilms NiereAlumor hypomethyliert und damit verstéarkt
exprimiert [53]. Zudem ist auch in Gliomen eine Uberexpression nachweisbar, wobei das
Protein als Onkogen fungiert, indem es die Proliferation, das Uberleben und die Invasion
positiv reguliert Dies wird mit gesteigerten Proteinspiegelnvon BCE2 sowie erhdhte
Aktivierung der MatrixMetalloprotease 2 erklart [258]. Die Funktion von GLIPR1in
Tumorzellen entweder als Tunguppressor odeals Onkogen scheint von weiteren Faktoren
abhangig zu sein.

Dies wurde bereits flr andere Proteine, beispielweise flir p53, gezeigt. p53 lbt in den meisten
Zellen unabdingbare Funktionen als Tumorsuppressor aus, indem es beispielsweise die
Apoptose steudr und den Zellzyklus reguliert, vor alleguch im Kontext von DNA
Schaderf298]. Erst im Zusammenhang mit Veranderungen in der Tumorzelle und nicht zuletzt
durch Mutation des p53Proteins selbst kann es auch tumorférdernde Funktionen ausfihren.
Auch im PDAC ist dies der Fall. Dort fuhrt mutiertes p53 zu gesteigddtastasierung
gegenuberdem Verlust vorp53[209].

Bei GLIPRhandelt es sich um ein p&3elgen, das beim Vorliegen von DEé¢haden jedoch
auch unabhangig von p58duziert werden kanii248,250] Interessanterweise stellte sich bei

der Untersuchung von WiliBumoren heraus, dass diese hohe Spiegel an p53 aufweisen, aber
nur selten von p5Mutationen betroffen sind, die Expression von p53 jedoch dennoch mit
einer schlechten Prognose korrelidd60]. Die verstarkte Expression va@sLIPRIn diesen
Tumoren konnte darauf hin deuten, dass die tumorférdernden Funktionen von p53 zumindest
teilweise UberGLIPRnit seinen onkogenen Eigenschaften gemittelt sind.

Die Frage, wansLIPRAIs Tumorsuppressor und wann als Onkogen fungiert, wird vermutlich
nicht allein von den Expressionsspiegeln von p53 abhangen. Im mutierten Zustand &ndert der
Transkriptionsfaktor sein Profil induzierter Zielgene und damit auch dikui§ auf das
Verhalten von Zellefl192,298] womit auch die Art der Expression von p53 eine Rolle bei der
Induktion derGLIPREXxpression spielen kénnte. p53 ist im PDAC haufig mutiert und liegt in
immunhistochemisch deutlichéfbbaren Spiegeln in den epithelialen Tumorzellen [261].

Nicht zuletzt kann die Art der Wirkung v@LIPRAuch von weiteren Faktoren entscheidend
beeinflusst sein.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dasEPR1n Tumorzellen sehr verhiedene
Rollen einnehmen kann. Ob das Protein dabei als Onkogen oder als Tumorsuppressor wirkt,
hangt sicherlich noch von weiteren Faktoren ab, von denen det31&8Ris nur ein Beispiel ist.
Insoweit sind die Widerspriiche in der Literatur erklarbar GitPR1bleibt ein relevanter, im
PDAC von PRMT1 regulierter Faktor.

14
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Aufgrund der Funktionen, die fUGLIPR1bereits bekannt sind, handelt es sich um ein
vielversprechendes von PRMT1 reguliertes Gen. In weiteren Versuchen kann beispielsweise
eine Rolle vorGUPR1im ankerunabhéangigen Wachstum oder der Invasivitat von PZeN€én
untersucht werden. Dabei sollte sich auch die Frage klaren lassen, ob das Protein in dieser
Tumorart als Onkogen oder Tumorsuppressor wirkt.

Ein Einfluss vorGLIPRIauf die Proliferationsfahigkeit von Panggllen konnte in ersten
Versuchemicht festgestellt werdenAbbildung28). Bei der Interpretation dieser Ergebnisse
muss leachtet werden, dass die eingesetzten siRNAs auch ohne spezifische Depletion einen
teils starken Effekt auf die Fahigkeit der Zellen zur Proliferation haés kann in einer
Auslésung der InterferoAntwort aufgrund der Transfektion mit siRNA begriindiegen

(siehe Kapiteb.6.4). Eine Wirkung von Interferonen auf Zellen ist die Inhibition des Zellzyklus
und damit die Hemmung der Proliferationsrat®eview [20]). Es ist von daher nicht
Uberraschend, dass sich beim Verwenden mehrerer siRNAs Einflisse in Wachstumskurven
zeigen. Problematisch ist dies dann, wenn der spezifische Effekt dertiDemees Proteins

nicht Gber die Effekte der InterfereAntwort hinausgeht. Ob dies hier der Fall ist, kann nur
spekuliert werden. Eine Wiederholungit anderen Methoden zur Depletion voGLIPR1
konnte dieser Fragestellung in Zukunft weiter nachgehen.

Dea Nachweis einer direkten Regulation der Expression @efPRLens sollte durch die
Detektion einer Rekrutierung von PRMan dieses Gemittels ChlP erfolgenAbbildung29).
Obwohl die eingesetzten PRMADtikorper eine Anreicherung des Proteins auf Ebene des
Chromatins zeigten, konnte nicht verifiziert werden, ob die ermittelte Rekrutierung spezifisch
ist. Grund hier ist, dass keine Kontrollregionen gefunden werdemten, an denen PRMT1 in
geringerem Ausmald gebunden ist, als an den Promatod Enhancdyereichen vonGLIPR1

Es istnaturlich moglich, dass PRMT1 an weiten Bereichen des Chromatins rekrutiert ist und
daher eine umfangreichere Suche nach Kontrollregiomdtig ist. Bei den vorliegenden
Ergebnissen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Rekrutierung ein
unspezifisches Ereignis anzeigt. Aufgrund der angewandten Methodik sind denkbare Griinde
hierfir beispielsweise eine allgemeine Quervernetzwog Proteinen mit DNA, die folglich

eine Assoziation anzeigen, die in der Zelle unter nativen Bedingungen nicht vorliegt. Zudem ist
die Rekrutierung von PRMT1 unter Umstdnden zu schwach, um sie vom Hintergrund zu
unterscheiden. Abhilfe konnten hier eventuenildere Arten der Chromatinfragmentierung

wie ein enzymatischer Verdau anstatt der Sonifizierung schaffen. Die Anpassung der
Versuchsbedingungen der ChIP wird hier ein notwendiger Punkt weiterer Untersuchungen

sein.
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Tabelle4 enthalt weitere Kandidatengene des Arrays, die noch nicht abschlieBend validiert
werden konnten. Gene, die nach Validierungsversucherkmitckdownsn Panc1Zellen nicht
sicher alstarget oder off-target klassifiziert werden konnten, wurden einer weiteren
Validierung in MERRnockoutZellen unterzogen. Dieses Verfahren geht tber die urspringliche
Fragestellung, welche Rolle PRMT1 spezifisch im PDsitthdp hinaus. Dies bedeutetiass
Gene, die auch in ME£ellen durch Depletion von Printreguliert singd moglicherweiseals
zelltypunabhangige Zielgene bezeichnet werden kénnen. Im Urskkluss deutet eine
ausbleibende Regulation im MEElImodell jedoh nicht zwangslaufig darauf hin, dass das
Gen nicht dennoch in PDAg@llen oder speziell in PanZkllen reguliert werderkann. In
diesem Fall kann die Validierung nur durch Verwendung zusatziRb&cZelllinien geklart
werden.

Die GeneCFBund HLAB sind Interferoninduzierbar und daher mit gewisser Wahheidich-

keit durch die Transfektion mit sSiRNA heraufreguliert. Vor allem im FalHi&® sind jedoch
tumorrelevante Funktionen bekannt, wodurch dieses zu einem interessanten potenziellen
Zielgen vird. Im Zuge der Tumorprogression ist es unerlasslich fur Zellen, die Erkennung und
Abtétung durch das angeborene Immunsystem zu unterdriicken. Ein Mechanismus durch den
dies bewerkstelligird, ist die Mutation oder Heinterregulation von HLA TypQdenenwie

HLAB, wodurch der Regulation durch PRMT1 eine Schlusselrolle zukommen koénnte
(Reviewd6,92]).

Weitere Gene wieSSC5ind GPRINZind bisher wenig detailliertharakterisiert Im Falle

einer positiven Validierung stellt sich demnach die Frage nach der biologischen Funktion.

Fir die Gen€C100RF1@GRASRNd MFI2sind eherRollenin Zellfunktonen beschriben, die

im Falle einer Uberexpression und nicht bei einer Repression durch PRMT1 einen Vorteil in der
Tumorentwicklung darstellen wirdegbelle4). Dennoch sollten diese Kandidatengene von
einer weiteren Betrachtung nicht ausgeschlossen werden andh hier mdgliche, bisher

unbekannte oder zellspezifische FunktionerBetrachtgezogerwerden.

564 hcae! wbadww! , ! b5 w{owalb9 b

Bei den meisten Genen wie beispielswei$d44 |asst sichdie Klassifikation alsff-target
dadurch erklaren, dass sie Interferonduzierbar sind undsie daher poterziell durch die
Abwehrreaktion der Zellen auf Transfektion mit doppelstrangiger RNA herauliert werden.

In der Vergangenheit haben Studien ergeben, dass eine Aktivierung der angeborenen

14"
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Immunitat, beispielsweise Ubertoll-like-Rezeptoren, insbesondere nach kationischer
Einbringung von siRNA tiber den endosomalen Weg (wie im Falle von lapafecRNAiIMax),
moglich ist. Das trifft nicht nur auf Immunzellen sondern auch Hicimunzellen zu
(Review[264]). Ein Weg, Uber den solche Effekte gemittelt werden, ist die Erkennung durch
den TLR3tgll-like-Rezeptor 3), was nicht sequenzspezifisch[ig0]. Auch uUber den TLR7
wurden Aktivierugen der Interferonantwort nach siRNgehandlung nachgewiesen, was im
untersuchten Fall sequenzabhangig wdrl9]. Zwar wurde dies in dendritischen Zellen
durchgefihrt, jedoch ist der Rezeptor auch in PE&{en stark exprimierf223]. Die
Auslosung der Interferontwort benétigt dabei nur &ul3erst gering€onzentrationen an
siRNA, ahnlich den 4,8 nMol die in dieser Arbeit verwendet wurdehO (©Mol, [277]).
Hierunter waren beispielsweise auch die in dieser Arbeit gefundegene OAS2 undITR
(beil0 nMol). In einzehen Untersuchungen wurderspezifischeMotive gefunden, die eine
Immunantwort ausléser[136]. Es ist jedoch davon auszugehen, dass nicht endgiitiity
umfassendgeklart ist, welche Sequenzearon siRNAs der Auslésung einer ungewunschten
Immunantvort zugrunde liegen. Durch das Zusammenspiel mehrerer Rezeptoren wie TLR3
und TLR7, die verschiedene Signalgebungen induzieren und zur Ausschittung
unterschedlicher Zytokine fuhren ist allerdings eine sehr differenzieaigchsiRNAsequenz
spezifischdRegulation vonnterferon-induzierten Genemlenkbar

Von den 51 Genen, die nach Durchfilhrung des Arfagsine Validierung zur Verfligung
standen, sind 26 (51 %) Interferamduzierbar Tabelle 1). Auch diese Gene wurden der
Validierung unterzogerks wawahrscheinlich, dassdieseaufgrundder Behandlung der Zellen

mit doppelstrangiger RNA und der daraus folgenden Immunantwegtiliert waren Jedoch
sollten in einem unvoreingenommenen Versuch, neue Zielgene zu entdecken, keine
Gengruppen im Vorfeld ausgenommen werdefudem $t im Zusammehang mit der
Interferon-Antwort bereitseine Funktion von PRMT1 bekannt. So bindet das Protein an den
zytoplasmatischenTeil des InterferonRezeptors 1 (IFNAR1) und verstarkt durch seine
Methylierungdessen Signalgeburty,7].

Die unwahrscheinlich erscheinende Tatsache, dass beispielweise beit@4(Abbildung

24) ausgerechnet die beiden im Microarray verwendeten PRBpPEFifischen siRNAs eine
Induktion ausldsen, die restlichen jedoch nicht, ist erklarbar und liegt in den Berechnungs
grundlagen des Arrays begrindefbbildung 22 ist zu entnehmen dass beispielsweise
333differenziell regulierte Gene beailer RelationsiPRMT1_6 vs. siLuciferagerliegen Da
lediglich 51 Gene vor der Validierung als afiech definiert wurden, ergibt sich daraus eine

hohe Anzahl aroff-targets in dieser und auch den anderen Relationdei bestimmten
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Gengruppen, wie den hterferon-induzierbaren Genen ist davon auszugehen, dass sie
Uberproportional haufig von unerwinsdm Regulationen durch die siRM&handlung
betroffen sind. Es ist aufgrund der hohen Rate an Regulationen und dem Vorliegen
praferenziell regulierter Gengruppen daher nicht unwahrscheinlich, dass zwei siRNAs einzelne
uberlappende off-targets hervorrufen. Ben diese Uberschneidungen werden vom
Algorithmus des Arrays herausgefiltert. Dargestellt neben den Expressides weiterer
siRNABehandlungenin Validierungs€xperimenten(die dieser Filterung nicht unterzogen
wurden, da sie nicht im Arrayersuchenthalten warer), ergibt sich damit unter Umstanden

ein unwahrscheinlickerscheinendesild.

Bei denoff-targets, die nicht hterferon-induzierbar sind, liegen andere Mechanismen fir die
Regulation zugrunde. In Studien wurde klar, dass die Depletion @A auch beim
Vorliegen einereher geringen Komplementaritat der siRNA mit einer -ANA stattfinden

kann. Die Toleranz an Fehlpaarungen betrdgt Basenpaare bei fast unveranderter Effizienz
und bis zu acht Basenpaare mit sinkender EffiZi#gd2]® L y a 0 S & 2-ReBiéNdszoged S o W
auf den siRNAeitstrang toleriert ein hohes Mald an Fehlpaarungen. Es wird vermuaizss

diese Region eher fir den katalytischen Prozes$laldie komplementére Paarung wichtig ist.
bdzNJ SAY | 0 &EQIK ycheintifir dier Erkeriung der RMA essenziell zu sein. In
dieser Region werden weniger Fehlpaarungen fiir eine erfolgreiche Spaltung toleriert (maximal
funf). Ein Bereich i@sa Region wird alsseedRegion bezeichnet. Untersuchungen haben
ergeben, dass (FehlPaarungen deseedRegionmit off-target mRNAsvor allem mit der

o0 Q |-Regiorder mMRNAs stattfindeif26].

Die angesprochenen Erkenntnisse machen klar, dass eine standardmaRige Uberprifung der
{LISTAFTAGNG SAy S HNI-$adhaw bidnt alssagelirSitig &isunu off-targets
auszuschlieen oder vorherzusag&er vom Programm verwendete Algorithmus vermag in
transkriptomweitenSuchen eine geringe Komplementaritat einer kurzen Teilsequenz nicht z
detektieren[26]. Der Ausschluss varff-targets muss somit durch experimentelle Validieg

erfolgen.
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Unter Einbezug der besprochenen Fakten und Erkenntnisse nach Auswertung des Experiments
stellt sich die Frage, welches alternative Vorgehen welche Anpassungerbei weiteren
ahnlichen Versuchen sinnvoll wére Die Verwendung zuséatzlicher siRNA$§nnte

wahrscheinlichdie Rate an falschositiven Treffern dff-targets) verringen. Hierbei muss

15.
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allerdings beachtet werden, dass selbst bei den erfolgreich validierten rGA&NXA8und
GLIPRIeinzelne siRNAs den regulierenden Effekt nicht zeigfdsbi{dung 25). Durch die
Berechnungen des Arrays wirde dieser Umstand zwangslaufig zu einer steigenden Zahl an
entgangenen Regulationen (falsnbgative Resultate) fihren. Bei der ohnehin geziménzahl

an potenziellen Genewdre diesm vorliegenden FaKein erstrebenwertes Ergebnis.

Ebenfalls denkbar ware ein anderer Weg der Einbringung von RNA, wie beispieksineise
shRNATransfektion Jedoch gibt es Hinweise, dass die Auslésungofbtargets aufgrund

einer Immunstimulatiorhierbei ebenfalls stattfindetda die intrazellularen Ablaufe &hnlich zu
denen bei der Verwendung von siRNshd Eine Untersuchung ergab, dass es eine
gemeinsame Teilmenge aff-targets durch shRNA und siRNA gibt, wobei aednzahl bei
shRNA geringer wafl128]. Eine Einbringung mitteldentiviraler Vektoreninduziert die
Interferon-Antwort ebenfalls aufgrund der eingebrachten shR[88,143] Geeigneter waren
induzierbareKnockoutZellen wie die in dieser Arbeit verwendeten ME#len, auch wenn ein
Knockout in einer PDA&elllinie wunschenswerter ware, um PRMigle speziell im
Pankreaskarzinom zu untersuchen.

Die Schwelle, ab der ein Gen als reguliert angesehen wird, wurde bei der Auswertung auf
2,0fach gesetzt. Um weitere potenzielle Zielgene fir zusatzliche Validierungen zu erhalten,
konnte diese Schwelle auf ¥&ch gesenkt werden. Vor dem Hintergrund, sldsereits bei
einem Wert von 2,0 der Grof3teil der Genaff-targets waren, lasst es jedoch als
unwahrscheinlich erscheinen, dass aus einer weniger stringenten Definition validierbare Gene
resultieren. Zumindest ist mit einer noch hoheren Rate an fatediiven Treffern zu rechnen.

Die versuchsweise Auswertung des Arrays mit einem Schwellenwert velach,8ergab
zusatzliche 31 heraufregulierte und 4 herunterregulierte Gene. Diese stehen fir weitere

Untersuchungen zur Verfugung. Es wird hier jedoch nichenéuf diese eingegangen.

566 t wa ¢t MOt wo{ {H®bDIwwo{{Lhb

Die Uberwiegende Mehrzahl der Genst im Array von PRMT1 reprimiert (inPRMT1
Knockdown induziert). Dies ist insofern uUberraschend, alass alle bisher bekannten
Funktionen von PRMT1 vontakerender Art sind. Es sind keine Beispiele bekannt, in denen
PRMT1 (direkt) als Represseirkt. Auch in Fallen, in denen PRMT1 unabhangig von einer
Histonmodifikation die Genexpression beeinflusst, ist dies mit aktivierender Funktion
verbunden. Ein Bspiel ist die Methylierung des FakéoRUNX1. In diesem Fall fuhrt eine

Methylierung von RUNX1 zu einem Ausbleiben der InteraktionSiNSA einem Repressor.
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Letztendlich folgt daraus die Induktion der RUMMbangigen Transkription als Folge der
Methylierung durch PRMT[B29].

Im Gegensatz zu PRMT1 sind fur PRMMm5 der Literatw repressive Funktionen
gezeigf10,120,227,229]Unter anderem hat diese Methyltransferase durch die Inhibition der
Expression volYCLIEE1 hemmenden Einfluss auf die Havationsfahigkeit von Zellefr8].

Im Fall von PRMTS5 sind jedoch auch zwei Beispiele bekannt, in denen das Enzym entgegen
seiner angenommenen Funktion als allgemeiner Repressor der Genaktivitat als Aktivator
fungiert, namlich indem es fir @& MyoDabhéngige Genexpression bei der
Muskeldifferenzierung essenziell ist und aul3erdem in deialt#ingigen Genexpression eine
aktivierende Rolle spiel64,252]

Im Allgemeinen bewirkt die Methylierung von Proteinegben einerAnderungdes raumlichen

Baus durch die angehangte Methylgruppe eine eingeschrankighigkeit,
Wassersbffbriickenbindungen einzzehen [38]. Damit ist de Fahigkeit von Proteinen,
Interaktionen mit anderen Proteinen einzugehemn einer Methylierung beeintrachtigbDies
lasstvermuten, dassaus dermethylierungsbedingte Regulation sehr allgemeindrotein
Eigenschaften eine Vielzahl nlidgger Auswirkungen resultiert.Zwar haben Histon
Modifikationen durch PRMTsher genere# Funktion auf die Genexpressian Sinne eines
entweder aktiviereden oder reprimierenden Effektgedoch bringt die Methylierung von
nicht-HistonProteinen eine groRe Komplexitat in die moglichen Auswirkungen der Aktivitat
von PRMTs. Wie schon im Fall von PRMT5 sollte auch fur PRMTL1 keinesfalls ausgeschlossen
werden, dass das Enzym auch FunktionarRepressoder Genexpression haben kénnte, vor
allem in Kombination mit weiteren Faktore®ie Annahme, eineArgininMethyltransferase

habe nurentwederaktivierende oder reprimierende Funktion, ist nicht schliissig begriindbar.

Im Hinblick auf den Einbezwgeiterer Faktorendarf beim durchgefiihrterArray nicht aul3er

Acht gelassen werden, dass es sich dmm ermittelten Kandidatengenen auch um indirekt
regulierte Gene handeln kdnnte. Die ausbleibende Induktion eines Repressors durch PRMT1
oder auch eine felende Methylierung eines Transkriptionsfaktokénnte in sekundaren

Effekten resultieren, die eine Aktivierung von Genen uRRMT iKnockdowrbewirken.
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Bei der Auflistung der Kandidatengene deasags wurde bereits darauf hingewiesen, dass
einzelne Treffer vorerst nicht weiter validiert wurden, weil mehrere Sonden auf dem Array
widerspruchliche Ergebnisse liefert€éhabelle3). Im Folgendenvird diesanhand des Beispiel
CEACAMYerdeutlicht. Abbildung30 zeigt die Regulationen in den beiden unterschiedlichen
Sonden, dieauf dem Array vorhanden waren.
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Im abgebildeten Fall erkennt Sonden®&hrere, aber nicht alle, proteinkodierenden Isoformen
von CEACAM1INd zeigt eine Regulation durch PRMIépletion an Sonde B detektiert alle
sechs proteikodierenden Isoformen zusatath jedoch auch ein Transkript VABEACAMS
(>90% Homologieund istnicht klar reguliert Der Grund fiir die untechiedliche Regulation
kann im Erkennen der zusatzlichen Isofodurch Sonde B, aber auch im Erkennen von
CEACAMS8iegen CEACAMSst bei der spezifischen Sonde, die ebenfalls auf dem Array
vorhanden war, nicht reguliertDie Expression vorCEACAMSIberdeckt eventuell die
Regulation vorlCEACAMAN diesem Beispislird verdeutlicht, dass die Spezifitdt d@onden

fur die erhaltenen Kandidatenge immer tberprift werden sollte.
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Die Gene AHNAK CMPK2 KCNH2und MFI2 weisen in den Hybridisierungsergebnissen
unterschiedliche Regulationen von versadeeen proteinkodierenden Isoformen auf
(verschiedene Sonden detektierterdabei bestimmte Isoformen oder versahdene
Kombirationen von loformen). Bei den vorliegenden Validierungssuchenin der gPCR
wurden Primer eingesetzt, dieweilsalle Isoformen zugleich detektieren. Das bedeutet, dass
die Regulation einer einzelnen Isoform Ubersehgerden kann. Liegt eine zweite Isoform
unreguliert, aber mit starkerer Expression im Vergleich zur ersten Isoform vor, so wirde diese
die Regulatiorder ersten Isoform Uberdecken.

Ein Beispiel dafur, dass verschiedene Isoformen eines Gens unterstigieBlimktionen
ausfuihren kénnen, ist das G&CLZAIKE IBCL2L1 Der kirzeren IsoforrBCEXswurden pro
apoptotische Funktionen nachgewiesen, wahrend die langere IsofB@kX ein anti
apoptotischesProtein kodiert[28,85,193] Awch fir PRMT1 sind verschiedeRellen fir die
bekannten Isoformemyezeigt Zum einen liegen sie verschiedern Zellkompartimentervor,
und sie haben abweichende Aktétsspiegel und Substr&8pezifitaten[101]. Zudem sind
einzelne Isoformen in Zellen bestimmt&ewebe verstarkt exprimiertBeispielweise wird
PRMT1 nichnur allgemein verstarkt in Bstkrebszellen exprimiert, sondern es andern sich
auch die réativen Verhdltnisse der einzelnen Isoformdgine genauere Betrachtung der
Regulation einzelner Isoformen igh Allgemeinendaher durchaus gerechtfertigt und von
Interesse.

Uberraschend ware ein spezifischer Einfluss einer PrétegminMethyltransferase auf die
Expression unterschiedlicher Isoformen eines Gens nicht. Tatdéichicen die ersten
Substrate die fur PRMTs identifiziert wurden, mRHNiddende Proteind179]. In Hefezellen
hat das PRMTOrtholog Hmtl eine Rolle beimSpleilenvon premRNA, wobei hier
interessanterweise nur bestimmte mMRNAs von einer Depletiontnartil betroffen sind[47].
Eine Regulation der Expression nur einzelner Isofornder gar der gezielten Favorisierung
einer Isoform ist damit eine denkbargenerelleAufgabe der PRMTsnd fur PRMT4 wurde
bereits nachgewiesen, dass seine Methylierungsaktivitdt zum-Ekigoping fuhr{48]. Zudem
wurde fir SAM68nachgewiesendass es das alternativigpleienvon BCL2LThin zuBCEXy)
steuert und damit direkt Einfluss auf die Entscheidinagg ob die Expression des Gens fro
oder antiapoptotische Wirkung ha231]. Diese Funktion voBAMG68ist dabei abhéngig von
einer posttranslationalen Modifikation, n&mlich einer Phosphorylierung des Proteins. Die
Tatsache, dasSAM68durch PRMT1 methyliert wiri1], waseinen inhibierenderkinfluss auf
die Bindung vorSAM68an mRNA haf251], lasst auch einen Einflussn PRMTLnd seiner

Methylierungsaktivitatauf das alternativépleil3eralsmadglicherscheinen.
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Die Ubrigen unklar regulierten Gene, die Tabelle3 aufgefuhrt sind, erklaren sich durch
andere GrundeNSD1ist in zwei Sonden nicht reguliert. Die dritte Sonde, die eine Regulation
anzeigt, stellte sich bei eingehender manueller Prifung als zu ebenfalis 8dezifish fur
humanesPRMTlheraus. Bei einer derart hohen Homologie ist von einer Fehlpaarung mit der
PRMTi1Sequenz auszugehen. Unterstitzend zu dieser Annahme gleicht das Profil der
Regulation dieser Sonde der eigentlichen SondePRMTlauffallig genau. Ein®egulation
vonNSDIist daher auf dem Arragie vorhanden gewesen.

BeiXAFIund SSC5Metektieren beide Sonden jeweils dieselbe Isoform. Dennoch deutet je nur
eine Sonde auf eine Regulation hdafir liegt keineoffensichtliche Erklarung voBei den
restlichen Genen liegen die Grinde fur abweichende Ergebnisse in verschiedenen Sonden
beim Erkennen nicht gesichert exprimierter Isoformen, der Detektion einer Sequenz des
Gegenstrangs oder von Sequenzen aulerhalb der Genbherdiaf die Einzelheiten wird it

naher eingegangen.

Gene, die im Array verschiedene Regulationen diezelnen Isoformereeigten, sollten in
Zukunft unabhangig davon ob diese proteinkodieresthd genauer untersucht werden,
indem zur Bestimmung der Expressionsspiegel in degRRIsoformspezifische Primer

verwendet werden.

57 'V {.[LIY

Die Feststellung, dass PRMT1 im PDAC auf Proteinebene gegeniiber gesundem Gewebe
Uberexprimiert istwar Ausgangspunkt fur die Untersuchungen hinsichticter biologischen
Relevanz. InWeiteren wurdenGene gesucht, die in Rlereaskarzinomzellen transkriptionell
von PRMT1 beeinflusst werden. Zwei GeAARNIEXIN ABnd GLIPRYLkonntenbishervalidiert
werden. Diese stellegeeigneteProteine fur weitere funktionelle Untersuchungen dar, da fir
sie bereits tmorrelevante Funktionen publiziert wurden. Aber auch weitere Gene, deren
abschlielende Validierung noch aussteht, haben Beziige zu Krebsarten undasiad
vielversprechend Es wird eine interessante Aufgabe seirzu bestimmen, welche
unterschiedlichen Siglwege und Z#unktionen von PRMT1 insbendeae im PDAQIurch
Regulation der Transkriptiobeeinflusst werdenEbenso ist die Frage nicht geklart, ob diese
Regulation beispielsweise im Fall v@hIPRMirekt erfolgt. Das Protokoll zudurchfihrung
einegr ChIP st hinsichtlich deKnockdowrBedingungen optimiert, jedoch missen die
Quervernetzung sowie die Sonifizierungsbedingungen weiter angepasst werdester Frage

der Rekrutierungn Zukunft nachzugehen.



5A41 d

Der Assoziation von PRMT1 miM¥C kann in Zukft weiter nachgegangen werden. Die
Uberpriufung einer Regulation vonMYC durch PRMT1 steht noch aus. Zudem kénnte in
biologischen Assays ergrindet werden, inwiewelM¥C fir die Effekte von PRMTL1 auf die
Zellen notwendig ist, und umgekehrt.

Auf der Seite debiologischen Relevander Uberexpressiorvon PRMTL ist weiterhinon
Interesse zu bestimmen, welcher Zelltyp neben den Tumorepithelzellen eieestarkte
ExpressiordesEnzymseigt Weitere Kofarbungen koénen diese Fage in Zukunft klan. Als

. SAALIASE Aad KA Sddook masclet abtiR)iz& Aeyinem daa &ls Marker fir
aktivierte Tumorassoziierte Fibroblasten dienen kann (Revigli@7]). Einflisse auf die
Invasivitat und die Metastasierung sollten mépezialisierten Zellkultumethoden wie
beispielsweise dem Matrigéissayund nicht zuletzim Mausmodellsowohl fir PRMT1 selbst
alsauch fir validierte Zielgengntersucht werden.
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