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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Adipogenese

Fettgewebe speichert Uberschissige Energie und sezerniert verschiedene Adipokine und
Lipidmetaboliten, um die systemische Energiehomdostase zu regulieren [1, 2]. Reife
Adipozyten enthalten einen einzelnen grolen Fetttropfen, der von einem dunnen Rand aus
Zytoplasma umgegeben ist. Ausgeldst durch lipolytische Hormone, wandern Lipasen an die
Oberflache des Fetttropfens, wo die Lipolyse von Triglyceriden stattfindet. Zusatzlich sind
Hilfsproteine wie Perilipin an die Oberflache des Fetttropfens gebunden, die den Prozess
erleichtern. So werden Fettsauren aus Triglyceriden in den Blutstrom freigesetzt, um
periphere Gewebe zu versorgen. In Zeiten einer UbermaRigen Kalorienzufuhr
synthetisieren lipogene Enzyme Triglyceride, die in die Fetttropfchen eingelagert werden
[3-6].

Fettgewebe werden anatomisch gesehen in zwei grofe Fettdepots eingeteilt, das viszerale
und das subkutane Fettgewebe. Schon die Fettstammzellen (ASCs) unterscheiden sich
funktionell in der Lipolyse, dem adipogenen Potenzial und der thermogenen Aktivitat. Bei

Adipositas sind die ASC-Proliferation und die de novo Adipogenese erhoht [1, 7].

Unter Adipogenese versteht man die Umwandlung von mesenchymalen Stammzellen
(MSCs) in Praadipozyten, die sich zu Adipozyten differenzieren. MSCs, die aus dem
vaskularen Stroma des Fettgewebes rekrutiert werden, stellen einen unbegrenzten Vorrat

an Adipozytenvorlaufern zur Verfiigung [3, 8].

Die aus Fettgewebe gewonnenen Stammzellen (ASCs) sind eine Untergruppe der
mesenchymalen Stammzellen, die leicht aus Fettgewebe gewonnen werden kénnen und
viele der gleichen regenerativen Eigenschaften wie andere MSCs besitzen [8-10]. ASCs
expandieren in vitro und haben die Fahigkeit, in mehrere Zelllinien zu differenzieren, was
die Moglichkeit bietet, verschiedene Gewebe zu reparieren, zu erhalten oder zu verbessern.
Da menschliches Fettgewebe mit einem minimalinvasiven Verfahren leicht in grof3en
Mengen gewonnen werden kann, ist die Verwendung korpereigener ASCs sowohl fir die
regenerative Medizin als auch fur Organe, die durch Verletzungen und Krankheiten

geschadigt wurden, vielversprechend [8, 10].

ASCs werden bei der Behandlung von schweren Symptomen bei Atrophie, Fibrose,
Retraktion und Geschwtiren, die durch Strahlentherapie verursacht werden, eingesetzt.
Zudem werden sie bei der pathologischen Wundheilung eingesetzt. Die positive

Wundheilungswirkung basiert darauf, dass ASCs die Angiogenese und/oder die
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Vaskularisierung férdern, die Immunantwort modulieren und die Epithelbildung
begunstigen. ASC kénnen den Wundheilungsprozess hdchstwahrscheinlich verbessern,
indem sie die Angiogenese und/oder Vaskularisierung férdern, die Immunantwort
modulieren und die Epithelisierung der Wunde einleiten [8, 9]. Darliber hinaus finden ASCs
weitere Anwendungsbereiche bei der akuten Graft-Versus-Host Disease, sowie

hamatologischen und immunologischen Erkrankungen wie der Erythrozytenaplasie [8].

Die Differenzierung von MSCs in spezielle Zelllinien wie Adipozyten oder Osteozyten wird
durch die zeitlich abgestimmte Expression von zelltyp-spezifischen Genen erreicht. Die
Kenntnis Uber die fundamentalen Prozesse der MSC-Differenzierung ist essenziell um
Krankheiten wie Adipositas, Osteoporose, Knochenerkrankungen, Diabetes oder Krebs zu
verstehen. Der verstarkte Gebrauch von MSCs in therapeutischen Anwendungen basiert
auf detailliertem Wissen der MSC-Biologie. Die Adipogenese wird durch zelltyp-spezifische
Transkriptionsfaktoren wie C/EBPB, PPARy und C/EBPa bestimmt. Diese regulieren sich
gegenseitig und rekrutieren epigenetische Cofaktoren zu ihren Zielgenen, um deren
Genexpression zu aktivieren oder zu unterdriicken. Epigenetische Cofaktoren spielen eine
zentrale Rolle in der Aktivierung und Unterdrickung der zelltyp-spezifischen
Genexpression. Diese haben die Fahigkeit Histone oder die DNA zu modifizieren, wodurch
die Chromatinstruktur verandert wird, sodass die Errichtung von
Genexpressionsprogrammen erreicht werden kann [3, 11-14]. Durch die dynamische 3D-
Struktur des Genoms werden Chromatininteraktionen zwischen Enhancern und
Promotoren verhindert oder erst mdglich, so dass Uber die Chromatinzuganglichkeit die
Genregulation gesteuert werden kann [15, 16]. Auch Long non-coding RNAs (IncRNAs)
spielen bei der Adipogenese eine Rolle [17-20]. Einige IncRNAs sind am Wnt/B-Catenin
Signalweg beteiligt, welcher die Adipogenese hemmt [19], wiederum andere verhindern die
Umgestaltung des Zytoskeletts, ein Schlisselereignis zur Entwicklung der reifen
Adipozyten [18]. Neben den IncRNAs haben auch miroRNAs (miRNAs) einen
regulatorischen Einfluss auf die Adipogenese [21-27]. MiR-26a und MiR-26b wurden als
Schlusselregulatoren fir die Differenzierung weifder und beiger Adipozyten beim Menschen
identifiziert und stellen positive Regulatoren der braunen Adipogenese dar. Die MiR-26-
Familie besteht aus drei Mitgliedern (MiR-26a1, MiR-26a2 und MiR-26b), die in der frihen
Adipogenese hochreguliert werden und deren Hemmung die Lipidakkumulation verhindert
[21, 25, 27].

Die terminale Differenzierung von Adipozyten ist durch drastische
Transkriptionsveranderungen, die Bildung von Lipidtrépfchen (Fetttrépfchen) und die
Expression adipozytarer Markergene gekennzeichnet. Dieser Prozess wird hauptsachlich
durch das CCAAT/enhancer binding protein alpha (C/EBPa) und den Peroxisom-
Proliferator-aktivierten Rezeptor gamma (PPARYy) reguliert. PPARy und C/EBPa regulieren
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sich gegenseitig Uber positive Rickkopplungsschleifen und transaktivieren
nachgeschaltete Zielgene wie das Fettsaure-bindende Protein 4 (FABP4), Adiponektin
(ADIPOQ), Lipoproteinlipase (LPL) und Solute Carrier Family 2 Member 4 (SLC2A4) [15,
28-31]. Sie sind wesentlich fir die Initiierung des adipogenen Genexpressionsmusters und

gelten daher als Masterregulatoren der Adipogenese [12, 32, 33].

Mitochondriale Biogenese und Fusion

DNA- und RNA- Epigenetik

Umbau des Zytoskeletts

MSC Praadipozyt

Adipogenese

Abbildung 1: Wellen der Adipogenese

Schematische Darstellung der Adipogenese und wichtiger Mechanismen, die an der Bildung von
reifen Adipozyten beteiligt sind. In der ersten Welle der Adipogenese reagieren MSCs auf spezifische
chemische und physikalische Reize. In der zweiten Welle bauen weille Praadipozyten Lipide als
Energiespeicher auf und exprimieren Adipokine. Dies wird hauptsachlich durch verschiedene
Transkriptionsfaktoren, die zeitabhdngig aufeinander abgestimmt sind, reguliert. Abbildung
verandert nach [34].

1.2 Fett oder Knochen? Gegenseitige Regulierung von PPARy2 und
RUNX2

Die Differenzierung von MSCs in Adipozyten und Osteoblasten wird durch

Differenzierungsregulatoren gegensatzlich reguliert [35-37], siehe Abbildung 2.

Fur welche Differenzierungslinie sich die Zelle entscheidet, kann durch Umweltreize
ausgelost werden, die bei Osteoblasten aus BMP- und Wnt-Signalen und bei Adipozyten
aus Fettsduren und hormoneller Stimulation bestehen. Diese Reize fuhren dann zu einer
transkriptionellen Hochregulierung von zwei Schlisselproteinen: PPARy2 oder RUNX2. Die
wechselseitige Regulierung dieser beiden Transkriptionsfaktoren umfasst die Aktivitat des
Whnt-Signalwegs, die RUNX2 hochreguliert und PPARy2 unterdrickt, sowie die
unterdrickende Wirkung von PPARy2 auf die Aktivitdt des Wnt-Signalwegs und die
Expression von RUNX2 [37, 38].
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Ein weiterer Mechanismus, der auf der Ebene der Aktivitdt beider Proteine wirkt, ist der
transkriptionelle Coaktivator mit PDZ-bindendem Motiv (TAZ), der die RUNX2-abhangige
Transkription coaktiviert und die der PPARy-abhangigen Gentranskription unterdriickt [38,
39].

Die Aktivierung von PPARYy erfolgt durch die Bindung eines spezifischen Liganden und
eines weiteren Rezeptors, RXRa. Thiazolidindione wirken als Agonisten von PPARYy, was
die Adipogenese fordert und die Osteogenese irreversibel unterdriickt. Die Induktion der
Adipogenese durch TZDs resultiert in einer sofortigen Hochregulierung der PPARYy-
abhangigen Gentranskription und in einer sofortigen Herunterregulierung der RUNX2-
abhangigen Transkription. Dieser Effekt tritt sogar auf, bevor Veranderungen in der
Expression dieser Faktoren beobachtet werden. Eine solche schnelle Regulierung wird auf

Ebene der posttranslationalen Modifikationen erreicht [37, 38, 40].

Die Transkriptionsaktivititen von PPARy2 und RUNX2 werden durch &hnliche
posttranslationale Modifikationen reguliert, jedoch mit entgegengesetztem Ergebnis.
Dieselbe p38 MAPK (mitogenaktivierte Proteinkinase) vermittelt die Serin-
Phosphorylierung, die zur Aktivierung von RUNX2 und zur Inaktivierung von PPARYy2 flhrt.
Die Proteinphosphorylierung wird durch einen Prozess der Dephosphorylierung
ausgeglichen. Beide Proteine werden durch die Protein-Phosphatase 5 gleichzeitig
dephosphoryliert, was zur Aktivierung von PPARy2 und zur Inaktivierung von RUNX2 fuhrt.
Dieser Mechanismus wirkt auf die Transkription von Osteocalcin, eines spaten Markers der

Osteoblastenentwicklung [38, 41].

Daruber hinaus beeinflussen weitere Regulationsnetzwerke das Gleichgewicht zwischen
Adipogenese und Osteogenese. Ein Mangel des vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF) in osteoblastischen Vorlauferzellen flhrt zur Entwicklung eines
Osteoporose-ahnlichen Phanotyps und zu erhéhtem Knochenmarkfett [42]. Das
Homeobox-Protein  MSX-2 hemmt zudem sowohl die Expression als auch die
Transkriptionsaktivitdt von PPARYy und blockiert die adipozytare Differenzierung von MSCs
[36, 43]. Die Osteogenese wird durch viele der wichtigsten Entwicklungssignalwege
reguliert, darunter der BMP-, der Wnt- und der RUNX2-Signalweg [44].
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Abbildung 2: Adipogene und osteogene Differenzierungswege in MSCs

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) sind multipotente Vorlauferzellen, die durch Stimulation mit
unterschiedlichen Wachstums- und Differenzierungsreizen in verschiedene Linien differenzieren
koénnen. Die linienspezifische Differenzierung ist ein mehrstufiger Prozess, der von Hauptregulatoren
wie PPARy und C/EBPs fiir die Adipogenese, sowie RUNX2 und Osterix fiir die Osteogenese
gesteuert wird. Die Osteogenese kann durch Bestimmung der alkalischen Phosphatase als frihen
Marker sowie von Osteocalcin und Osteopontin als spate Marker festgestellt werden. Bei der
Adipogenese stellen die Expression von FABPs und die Produktion von Lipiden Indikatoren fir die
terminale Differenzierung dar. Abbildung verandert nach [37].
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1.3 Transkriptionsfaktoren in der Adipogenese

1.3.1 C/EBPs

Weile und braune Adipozyten haben beide einen mesodermalen Ursprung, die Fettzellen
gehen jedoch aus unterschiedlichen mesenchymalen Stammzelllinien hervor. Trotz dieses
Unterschieds in der praadipozytdren Determination ist ihre anschlieRende adipogene
Differenzierung Uber eine gemeinsame Transkriptionskaskade reguliert, an der
hauptsachlich  der  Peroxisom-Proliferator-aktivierte = Rezeptor (PPAR)y  und
CCAAT/Enhancer-bindende Proteine (C/EBPs) beteiligt sind [45-47].

PPARYy ist fur die Entwicklung aller Arten von Fettzellen unerlasslich [48, 49]. C/EBPa halt
die PPARy-Expression aufrecht und geneinsam regulieren sie die Transkription, um den
differenzierten Zustand der Adipozyten zu fordern und aufrechtzuerhalten (d. h.
Lipidstoffwechsel, Glukosestoffwechsel und Insulinsensitivitat) [28, 45]. Das Fehlen von
C/EBPa in Mausen verhindert die Entwicklung weilder, aber nicht brauner Fettdepots, was
darauf hindeutet, dass ein Mangel an C/EBPa bei der Entwicklung von braunem Fett
wahrscheinlich Uber C/EBP kompensiert werden kann [45, 50, 51].

Die Genregulationsnetzwerke im Zusammenhang mit braunem (BAT) und weillem
Fettgewebe (WAT) konnten weitgehend erforscht werden. Zu den beteiligten Faktoren
gehdren PR domain-containing protein-16 (PRDM16) [52] und Peroxisom-Proliferator-
aktivierte Rezeptor y Coaktivator 1a (PGC-1a) [53, 54]. PRDM16 verleiht den braunen
Fettzellen ihre Identitat [52, 55]. PRDM16 bindet und coreguliert C/EBPB, PPARy, PPARa
und PGC1a, um die fur braunes Fett spezifische Geninduktion zu férdern [52, 56, 57].
PGC1a, dass auch PPARy und PPARa coaktiviert, ist an der Regulierung der
mitochondrialen Biogenese, des oxidativen Stoffwechsels und der Thermogenese beteiligt
[45, 53, 58].

Interessanterweise wirken die meisten Faktoren, die das Browning-Programm (siehe
Abschnitt 1.4.3), auslésen oder unterdriicken, durch Anderung der PGC1a-Aktivitét.
Obwohl die meisten Transkriptionsfaktoren, die die Adipogenese fordern (z. B. PPARYy),
sowohl bei der Differenzierung von braunen als auch von weifen Adipozyten beteiligt sind,
sind zahlreiche PPARy-Bindungsstellen entweder fur BAT oder WAT spezifisch [45, 59].
Die Grundlage fur die selektive Bindung von PPARy an Zielgene in verschiedenen
Fettgeweben scheint daher erst durch die Interaktion mit Coregulatoren reguliert zu sein
[45, 52, 60, 61].
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1.3.2 PPARy

PPARy wurde Anfang der 1990er Jahre durch Tontonoz et al. [62] entdeckt. Seitdem gilt
der nukleare Rezeptor PPARY, der beim Menschen durch das PPARy-Gen auf Chromosom
3p25.2 [63, 64] kodiert wird, als Hauptregulator der Biologie des Fettgewebes. Das
menschliche PPARG-Gen, das neun Exons umfasst, erzeugt vier PPARG-Spleil3varianten
(PPARG1-4), die vorrangig fur zwei Protein-Isoformen, durch unterschiedliche Nutzung von

Promotoren und alternatives Spleil3en, kodieren [65].

Die mRNAs PPARG1, PPARG3, PPARG4, PPARG5 und PPARG7 bilden durch
alternatives Splicen alle die Isoform PPARy1 [64]. Das PPARy1-Protein besteht aus 477
Aminosauren und wird im Fettgewebe, in der Leber, im Dickdarm, im Herzen, in
verschiedenen Epithelzelltypen und in der Skelettmuskulatur in relativ hohen Mengen
exprimiert. Zudem wird PPARy1 in zahlreichen Zellen des Immunsystems exprimiert,
darunter Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen und T-Lymphozyten. Das mRNA-
Transkript von PPARG2 wird in die Isoform PPARy2 Ubersetzt. Diese Isoform enthalt 28
zusatzliche Aminosauren in seinem N-Terminus und wird fast ausschliel3lich im Fettgewebe
exprimiert. Zudem wird PPARy2 auch in Urothelzellen exprimiert, bei denen es sich um
hochspezialisierte Ubergangsepithelzellen handelt, die die Organe des Harnsystems,
einschliel3lich der Blase, auskleiden [64, 66, 67]. Dariber hinaus wird PPARy2 auch in
regulatorischen T-Zellen und anderen T-Zellpopulationen exprimiert, auch wenn dort die

PPARy-Gesamtexpression gering ist [64, 68].

Erganzend wurde vor nicht allzu langer Zeit Uber eine dritte und vierte PPARYy Isoform
berichtet, die als PPARy1AS5 bzw. PPARYy2A5 bezeichnet werden. PPARy2A5 wird endogen
im Fettgewebe exprimiert, wobei dieser Isoform durch Uberspringen von Exon 5 die
gesamte Ligandenbindungsdomane (LBD) fehlt. Eine Uberexpression von PPARyA5
verandert das Transkriptionsnetzwerk und beeintrachtigt die Differenzierungsfahigkeit von
Adipozytenvorlauferzellen erheblich. Durch Liganden-vermittelte PPARy-Aktivierung wird
das Uberspringen von Exon 5 in einer negativen Rickkopplungsschleife induziert. Dies
lasst auf alternatives Spleillen als Mechanismus zur Regulierung der PPARy-Aktivitat
schliel3en [69].

Zudem korreliert die endogene Expression von PPARYA5S positiv mit dem Body-Mass-Index
bei Ubergewichtigen oder fettleibigen Patienten und Typ-2-Diabetikern. Die naturlich
vorkommenden PPARyA5-Isoformen beeintrachtigen das adipogene Potenzial von
Adipozytenvorlauferzellen durch dominant-negative Hemmung von PPARy, was

mdglicherweise zur Dysfunktion des Fettgewebes bei Adipositas beitragt [64, 69].
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PPARYy ist ein Mitglied der Superfamilie der nuklearen Rezeptoren, von denen bis heute 48
beim Menschen identifiziert wurden. Nukleare Rezeptoren regulieren verschiedene
kritische Aspekte der Entwicklung, Physiologie, Reproduktion und Homoostase. Sie sind
Liganden-induzierbare  Transkriptionsfaktoren mit mehreren Domanen, die in

unterschiedlichem Ausmal} eine strukturelle Homologie aufweisen [64, 70].

Hinge

PPARy2  H,N—{ AF-1 ( LBD | AF-2 Slelelely
Hinge

PPARY1 HN—{ AF-1 DBD ( LBD | AF-2 Belelely
Hinge

PPARy2A5 H,N —{ AF-1 | AF-2 Belelely
Hinge

PPARy1A5  H,N—{__ AP DBD | AF-2 Belolely

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Isoformen von PPARy

PPARy1 und PPARy2 entstehen durch die Nutzung zweier unterschiedlicher Promotoren. Dadurch
weist PPARy2 28 zusatzliche Aminosauren am N-Terminus auf. Dadurch hat PPARy2 eine Grofie
505 Aminosauren, wahrend PPARy1 mit 477 Aminosauren kleiner ist. Am N-Terminus befindet sich
die autonome Transaktivierungsdomane (AF-1) zur Liganden-unabhangigen Aktivierung von
Zielgenen. Direkt im Anschluss folgt die DNA-Bindungsdoméne (DBD). Uber die Hinge Region ist
die DBD mit der Ligandenbindungsdoméane (LBD) verbunden. Am C-Terminus befindet sich die
zweite Transaktivierungsdoméane (AF-2). Des Weiteren entstehen durch Uberspringen von Exon 5
weitere dominant-negative Isoformen, PPARyYA5 genannt. lhnen fehlt dadurch die LBD. Die
verklrzten Isoformen PPARy1A5 und PPARY2A5 haben eine GrofRe von 283 und 311 Aminosauren.
Abbildung verandert nach [64].

Wie andere nukleare Rezeptoren enthdlt auch PPARy eine autonome
Transaktivierungsdoméne 1 (AF-1) im unstrukturierten N-Terminus. Die AF-1-Domane ist
an der konstitutiven, Liganden-unabhangigen Aktivierung von PPARYy-Zielgenen beteiligt.
An die AF-1-Domane schliel3t sich die DNA-Bindungsdomane (DBD) an, die zwei Zinkfinger
enthalt, die fir die DNA-Bindung erforderlich sind. Die DBD ist Uber die flexible Hinge-
Region mit der Ligandenbindungsdomane (LBD) verbunden. Im Fall von PPARY interagiert
dieser Gelenkbereich physisch mit der DNA [64, 71].

Die Ligandenbindungsdoméane (LBD) befindet sich am C-Terminus und ist eine komplizierte
Struktur, die in einem konservierten dreischichtigen helikalen Sandwich mit 12a-Helices
und 43-Strang-Elementen angeordnet ist. Sie Uberschneidet sich mit der Liganden-
abhangigen Transaktivierungsdomane 2 (AF-2). Diese Stelle ist die Schlliisseldomane fir

die Transaktivierung von PPARy-Zielgenen, da sie an der Ligandenbindung, der
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Heterodimerisierung mit dem Bindungspartner Retinoid-X-Rezeptor alpha (RXRa) und der

Interaktion mit transkriptionellen Coregulatoren beteiligt ist [64, 70].

Das genregulatorische Wirkprinzip von PPARy basiert auf Transaktivierung und
Transrepression. Die Transaktivierung erfolgt Gber einen Mechanismus, bei dem PPARy
als Heterodimerkomplex mit RXR an PPAR-Response-Elemente (PPRESs) bindet [64, 72].
PPREs bestehen aus einer hexameren Wiederholung ,AGGTCA" mit einem oder zwei
Nukleotiden Abstand (als DR1- und DR2-Elemente bezeichnet) [64, 73], die sich in
Promotor- und Enhancer-Regionen von PPARYy-Zielgenen befinden [64, 74].

Enhancer haben die Fahigkeit die Transkription ihrer Zielgene durch Ausbildung von
Schleifen zu Promotoren in ihrer Nahe als auch in gréfRerer genomischer Entfernung zu
erhdohen. In der Vergangenheit wurden genomweite Bindungsprofile von PPARy in
verschiedenen Zelltypen kartiert. Diese Bindungsprofile zeigten Tausende Bindungsstellen
von PPARy im Genom, von denen sehr viele weit von proximalen Promotoren entfernt
liegen. Zudem wurde festgestellt, dass die PPARy-Bindung in hohem Malie
kontextabhangig ist, da sich die Bindungsstellen zwischen Zelltypen und sogar zwischen
Adipozyten aus verschiedenen anatomischen Regionen unterscheiden [59, 64, 75—78]. Die
festgestellte Kontextabhangigkeit der PPARy-Bindung wird zumindest teilweise durch eine
kooperative Bindung an das Chromatin mit anderen adipogenen Transkriptionsfaktoren wie
C/EBPa vermittelt, gefolgt von einer gemeinschaftlichen Rekrutierung von Coaktivatoren
[64, 76]. Die transkriptionelle Kontrolle der Zielgene durch PPARy hangt aulderdem von

Multiprotein-Coregulationskomplexen ab, die an die PPREs rekrutiert werden [64, 79].

Unter basalen Bedingungen, d. h. in Abwesenheit von Liganden, begunstigt PPARy/RXRa
stabile Interaktionen mit Corepressorkomplexen, die NCoR oder SMRT enthalten, die
Chromatin-modifizierende Enzyme wie Histon-Deacetylasen rekrutieren, die das Chromatin
fur die Bindung von Transkriptionsfaktoren unzuganglich oder resistent gegen deren
Wirkung machen und dadurch die Transkription aktiv unterdricken. Nach der
Ligandenbindung erfahrt das PPARy/RXRa-Heterodimer eine Konformationsanderung, die
die Freisetzung des Corepressors und die Rekrutierung von Coaktivatoren wie des CREB-
bindenden Proteins (CBP) fordert. Coaktivatoren verstarken die PPARy-Transaktivierung,
indem sie die Acetylierung der Histonschwanze, die das Chromatin weniger restriktiv macht,

und den Aufbau der allgemeinen Transkriptionsmaschinerie erleichtern [64, 67, 80].

Neben dem oben beschriebenen Transaktivierungsmechanismus kann PPARy die
Genexpression auch negativ regulieren. Dies wird als ligandenabhangige Transrepression
bezeichnet. Dieser Mechanismus beinhaltet die Antagonisierung der proinflammatorischen
Signalwege NF-kB und AP-1 und wurde hauptsachlich in Immunzellen beschrieben [64,

81-84]. In diesem Fall agiert PPARy als Monomer, das hei3t unabhangig von RXRa. Der
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zugrunde liegende Wirkungsmechanismus basiert auf der Hemmung des proteasomalen

Abbaus von Corepressorkomplexen [64, 84—-88].

Interessanterweise beinhaltet der Transrepressionsmechanismus eine spezifische
posttranslationale Modifikation, die SUMOylierung von Lysin 365. Um externe Signale
adaquat zu verarbeiten und sich an relevante Genexpressionsprogramme anzupassen,
wird die PPARy-Aktivitdt durch mehrere, wahrscheinlich miteinander verbundene
posttranslationale Modifikationen reguliert, darunter Phosphorylierung, Acetylierung und die
oben erwadhnte SUMOylierung [64, 89]. Je nach zelluldarem Kontext und den beteiligten
Kinasen kann die Phosphorylierung von PPARy am Serin 112 die PPARy-Aktivitat entweder
hemmen oder erhéhen [90]. Die Phosphorylierung von PPARy am Serin 273 durch CDK5
wirkt sich nicht auf seine adipogene Kapazitat aus, beeinflusst aber viele PPARy-Zielgene,
die nachweislich bei Fettleibigkeit dysreguliert sind [91]. Daruber hinaus korreliert die
Acetylierung von K268 und K293 mit dem Phosphorylierungsstatus von Serin 273 und
begunstigt die Lipidspeicherung und Zellproliferation [92]. Die selektive Deletion der
Deacetylase SIRT1 in Adipozyten, die PPARy am Lysin 268 und 293 deacetyliert, flhrt zu

einer Dephosphorylierung von Serin 273 und verbessert die Stoffwechselfunktionen [93].

Wie andere nukleare Rezeptoren steuert PPARy nahrstoff- und hormonvermittelte
Reaktionen. Trotz intensiver Forschung ist nicht klar, ob PPARYy in vivo durch einen
spezifischen, hochaffinen und endogenen Liganden aktiviert wird. Kristallstrukturen der
PPARy-LBD zeigen eine groRRe Ligandenbindungstasche (LBP), die nicht nur eine
vielseitige Bindung von Liganden mit geringerer Affinitdt ermdglicht, sondern auch, dass

Liganden die kanonische LBP in verschiedenen Konformationen besetzen kénnen [94].

Die Aktivitdt von PPARy kann durch eine Vielzahl naturlicher Verbindungen moduliert
werden, darunter mehrfach ungesattigte Fettsauren [95], Eicosanoide [96, 97] und oxidierte
Lipidkomponenten [98], was darauf hindeutet, dass PPARy als allgemeiner Lipid- oder
Nahrstoffsensor fungiert [95]. Endogene Liganden binden nicht nur mit geringer Affinitat an
PPARYy, auch die physiologischen Konzentrationen in Sdugetierzellen reichen oft nicht aus,
um als physiologischer Ligand zu wirken [99]. Alternativ kdnnte die physiologische
Aktivierung von PPARYy das Ergebnis der kombinierten Wirkung mehrerer Liganden sein,
die sich gleichzeitig mit unterschiedlicher Affinitat an verschiedene Unterregionen im LBP
binden und dadurch unterschiedliche PPARy-Konformationen mit potenziell

unterschiedlichen biologischen Wirkungen hervorrufen [100].

PPARy ist der kognitive Rezeptor fur Thiazolidindione (TZDs), eine Klasse von
Antihyperglykamika, zu denen Rosiglitazon und Pioglitazon gehoren [101]. TZDs
stimulieren die Adipogenese [101] und bewirken eine metabolisch vorteilhafte

Verschiebung der Lipidverteilung von der Speicherung in viszeralen zu subkutanen
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Fettgewebedepots sowie von der ektopischen Speicherung in Nicht-Fettgebebsorganen (z.
B. Leber, Muskel) zu Fettgewebe [102-104]. TZDs und endogene Liganden haben
Uberlappende Bindungsstellen im LBP, was méglicherweise einen Bindungswettbewerb um
dieselbe Stelle ermoglicht. TZDs besetzen den kanonischen LBP von PPARy und
stabilisieren durch Interaktion mit Resten in den Helices 3, 5, 6 und 7 und dem B-Sheet die
Dynamik von Helix 12 und der AF2-Oberflache [105, 106].

1.3.3 Adipokine

Fettgewebe hat nicht nur die Funktion des Energiespeichers, sondern es spielt auch eine
grolie Rolle als endokrines Organ [107]. Die Kommunikation zwischen stromovaskularen
Zellen (Perizyten) und reifen Adipozyten ist notwendig, um das Wachstum und die
Differenzierung neuer Adipozyten zu regulieren [108, 109]. Zur Kommunikation produzieren
Adipozyten Homone, die als Adipokine bezeichnet werden. Diese von den Adipozyten
ausgeschiedenen Faktoren dienen auRerdem der Kommunikation mit wichtigen Organen
wie Bauchspeicheldrise, Herz und Leber [107]. Sie beeinflussen zudem die
Nahrungsaufnahme, die Insulinsensitivitat/-resistenz im Organismus, die Fortpflanzung, die
Osteogenese, die Inflammation, immunologische Prozesse und den
Fettsduremetabolismus [108—110]. Durch die Regulation der Reifung von Adipozyten kann
der Bedarf eng an den Energiespeicher angepasst werden [109]. Die Expression der
Adipokine erfolgt zeitlich versetzt zu PPARy und C/EBPa. Sie treiben die Adipogenese

weiter voran [109, 111].

Das Fettsaure bindende Protein 4 (Fabp4) spielt eine Rolle im Glukosestoffwechsel und der
Lipolyse der Adipozyten. Die Expression von FABP4 wird wahrend der Adipogenese stark
induziert, wobei die Transkription von PPARy-Agonisten, Fettsauren, Insulin und
kortisonahnlichen Medikamenten wie Dexamethason reguliert wird. Binden aktivierende
Liganden, wie beispielswiese Linolensaure oder Retinolsaure, transloziert FABP4 mit dem
Liganden aus dem Zytosol in den Zellkern hin zum Peroxisom-Proliferator-aktivierten
Rezeptor y. Daruber hinaus induziert FABP4 die Transkription von PPARYy, |16st aber auch
dessen Ubiquitinierung und den anschlielenden proteasomalen Abbau aus. Eine weitere
wichtige Funktion von FABP4 ist die Unterstlitzung der Anhadufung Uberschissiger

Fettsauren in Lipidtropfchen in Adipozyten [107, 112-114].

Adiponektin (AdipoQ), das vorwiegend von Fettzellen produziert wird, wurde als
SchllUsselfaktor bei der Regulierung des Glukose- und Fettstoffwechsels identifiziert [115,
116]. Im Vergleich zu anderen Peptidhormonen zirkuliert es in hohen Spiegeln im
Blutkreislauf [107]. Niedrige Adiponektinspiegel wurden mit Insulinresistenz und
Pradiabetes in Verbindung gebracht [115, 117, 118].
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Adipsin ist eine Serinprotease und gehoért zum alternativen Komplementweg. Es fordert die
Funktion der B-Zellen der Bauchspeicheldrise und ist in Mausmodellen zu Fettleibigkeit

und Diabetes signifikant verringert [107].

1.4 Die Rolle von PPARY im Fettgewebe

Bei Saugetieren wurden weilde, beige, braune und rosa Adipozyten identifiziert. Obwohl
diese Arten von Adipozyten aus verschiedenen Vorlaufern hervorgehen und sich in ihrer
Morphologie und Funktion erheblich unterscheiden, durchlaufen alle Zellen einen gut
organisierten Differenzierungsprozess, um reif und voll funktionsfahig zu werden [2, 64,
119-121].

1.4.1 Die Rolle von PPARYy in weilem Fettgewebe

Von allen Fettgeweben ist das weil’e Fettgewebe (WAT) das am haufigsten vorkommende
Fettgewebe im menschlichen Korper [122]. Das WAT kann nochmal in verschiedene
Fettgewebetypen unterteilt werden, zu denen das subkutane WAT, das viszerale WAT, das
epikardiale WAT und das perivaskulare WAT gehdren. Diese Typen reprasentieren die

unterschiedlichen funktionelle und anatomischen Zustéande der weillen Fettzellen [121].

Reife weille Fettzellen sind unilokulare Zellen, die aus einem grof3en Lipidtropfen bestehen,
der fast das gesamte Zellvolumen einnimmt. Im gering vorhandenen Cytoplasma sind
wenige Mitochondrien und ein kleines glattes Endoplasmatisches Retikulum. Je nach
GroRe des Lipidtropfens schwankt die ZellgroRe zwischen 20 und 200 uM [121, 123]. Die
Regulierung der Adipozytenentwicklung in vivo, einschlieBlich der Entwicklung von
Stammzellen zu weilten Adipozyten, ist nur unzureichend bekannt. Adipozyten-
Stammbaumuntersuchungen, die bisher nur bei Mausen durchgefihrt werden kdnnen,
deuten darauf hin, dass weifle Adipozyten sowohl aus MYF5- als auch aus MYF5+-
Vorlauferzellen entstehen koénnen. Die Verteilung der MYF5-Linien im Fettgewebe ist
dynamisch und kann durch Alterung und Ernahrung beeinflusst werden. Die MYF5- und
MYF5+-weillen Fettzellen kénnen sich wahrend der Entwicklung gegenseitig

kompensieren, was die Plastizitat des Fettgewebes widerspiegelt [124].

Nach der Festlegung der Stammzellen auf die weile Adipozytenlinie ist die Expression und
Aktivierung von PPARy sowohl ausreichend als auch entscheidend, um das adipogene
Differenzierungsprogramm zu initiieren und den Phanotyp, die Integritat und die Funktion
der Adipozyten aufrechtzuerhalten [28]. PPARYy reguliert in erster Linie die Expression von
Genen, die an der Differenzierung von Adipozyten deren Aufrechterhaltung beteiligt sind.
Daruber hinaus steuert PPARy die Expression von Genen, die an verschiedenen

Prozessen des Lipid- und Glukosestoffwechsels beteiligt sind, darunter die Lipogenese, der
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Fettsauretransports (z. B. FABP4) und die Gluconeogenese (Hernandez-Quiles,
Broekema, and Kalkhoven 2021). Dabei scheint die vorherrschende Wirkungsweise die
Transaktivierung zu sein, denn die meisten Gene, die von PPARYy in weiflen Adipozyten

reguliert werden, beruhen auf direkter DNA-Bindung [80].

Daruber hinaus wurde der frauenspezifische Zelltyp, der so genannte rosa Adipozyt,
beschrieben. Dieser entsteht wahrend der Schwangerschaft durch Transdifferenzierung
aus subkutanen weilRen Adipozyten und dient der Produktion und Absonderung von Milch.
Rosa Adipozyten sind milchproduzierende Alveolardrisen, die sich nach dem Abstillen
wieder in weilde Adipozyten umwandeln [120, 125-128]. Die funktionelle Reaktion des
Fettgewebes auf verschiedenste Stoffwechsel- und Umweltherausforderungen verdeutlicht

seine aulerordentliche Plastizitat.

1.4.2 Die Rolle von PPARYy in braunem Fettgewebe

Das BAT ermoglicht die Aufrechterhaltung einer Kdrpertemperatur, die héher ist als die
Umgebungstemperatur, indem es unabhangig von Zittern und Bewegungsaktivitat Warme
produziert. Dieser Prozess wird auch als nicht-zitternde Thermogenese bezeichnet [129,
130]. Beim Menschen ist braunes Fettgewebe bei der Geburt vor allem in der
interskapularen Region und im Erwachsenenalter in der supraklavikularen Region zu finden
[131]. BAT st reichlich innerviert, vaskularisiert und besteht aus braunen Adipozyten
(15-60 uM groB), die viele multilokulare Lipidtropfchen und eine gro3e Anzahl von
Mitochondrien enthalten [123, 130]. Braune Adipozyten aus dem paraxialen Mesoderm,
einem embryonalen Gewebe, das das Neuralrohr flankiert [131]. Stammbaumanalysen in
der Maus zeigten, dass das interskapulare braune Fett aus PAX3, MEOX1 und MYF5
exprimierenden dermomyotomen Zellen im Embryo entsteht [131]. Aus PAX3*
dermomyotomen Zellen entstehen wahrend der Entwicklung multipotente Vorlauferzellen,
die ENGRAILED1 und PAX7 exprimieren. Aus diesen Zellen entstehen Hautzellen,
Skelettmuskeln und braune Adipozyten [131]. Die Expression von PRDM16 steuert das
Zellschicksal zwischen Skelettmuskelzellen und braunen Adipozyten [55, 121]. Darlber
hinaus  wurde mittels  Einzelzel-RNA-Sequenzierung ein  vorUbergehendes
Entwicklungsstadium der braunen Adipozyten identifiziert, welches durch die selektive

Expression des Transkriptionsfaktors GATA6 gekennzeichnet ist [131].

Ihre braune Farbe verdanken die braunen Adipozyten der auffélligen eisenhaltigen
Mitochondrienmasse. Braunes Fettgewebe exprimiert in einzigartiger Weise das Gen
UCP1, das fur das Entkopplungsprotein 1 (UCP1) kodiert, dass sich in der inneren
Mitochondrienmembran befindet. Wenn es aktiviert ist, vermittelt UCP1 eine nicht-zitternde
Thermogenese, indem es die oxidative Phosphorylierung von der ATP-Synthese abkoppelt

und dadurch die Freisetzung von chemischer Energie in Form von Warme und ein hohes
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Malz an Fettsaureoxidation anregt [132, 133]. Diese Aktivierung wird durch die
sympathische B-adrenerge Innervation der BAT ausgeldst [130]. Da Lipide und Glukose
den ,Hauptbrennstoff‘ fir die BAT-Thermogenese darstellen, spielt die Aktivitat des
braunen Fettgewebes eine wichtige Rolle in der Regulierung des gesamten
Energiestoffwechsels [134]. Aufgrund dieses Beitrags zum Energieverbrauch wird die BAT-
Aktivitat intensiv auf ihr Potenzial zur Bekampfung von Fettleibigkeit und den damit
verbundenen Stoffwechselkrankheiten wie Insulinresistenz  und Typ-2-Diabetes,
Dyslipidamie und Herz-Kreislauf-Erkrankungen untersucht. Tatsachlich nimmt der BAT-
Gehalt mit zunehmendem Alter und steigendem Korpergewicht sowohl bei Menschen als
auch bei Nagetieren ab, weshalb Mittel zur Steigerung seiner Aktivitat attraktive
Therapieziele darstellen [121, 130, 133, 135, 136]. Eine langfristige Aktivierung des BATs
kénnte zur Behandlung von Fettleibigkeit und zur Wiederherstellung eines gesunden
Stoffwechselgleichgewichts beitragen [134]. Die BAT-vermittelte Thermogenese kann
durch Kalteeinwirkung aktiviert werden und nimmt daraufhin erneut zu [121, 137-139].
Dieser Prozess wird auch als BAT-Rekrutierung bezeichnet. Je nach GréRe des braunen
Fettgewebsdepots kann die Thermogenese bis zu etwa 15 % des gesamten taglichen

Energieverbrauchs ausmachen [140].

Bei der Differenzierung brauner Adipozyten ist dieselbe Transkriptionskaskade involviert,
die auch bei weillen Adipozyten aktiviert wird. Zusatzlich zu PPARy und C/EBPs sind
spezifische genregulatorische Netzwerke am Wachstum der BAT beteiligt. Zu den
beteiligten Faktoren gehéren PRDM16 und PGC1a. PRDM16 ist spezifisch fur braunes
Fett. PRDM16 bindet an C/EBPf. PPARyYy, PPARa und PGC1a und koreguliert diese, um

die fur braunes Fett spezifische Geninduktion zu fordern [134].

1.4.3 Beige Adipozyten

Saugetiere besitzen eine zweite Art von thermogenen Adipozyten: beigefarbene
Adipozyten, die auch als brite (braun in weil) bezeichnet werden [141]. Im Gegensatz zu
braunen Adipozyten entstehen die beigen Adipozyten postnatal aus weillem Fettgewebe
[134]. Beige Adipozyten sind induzierbare thermogene Zellen, die sporadisch in weil3en
Fettgewebedepots zu finden sind [141]. Beige Adipozyten teilen viele morphologische und
biochemische Merkmale mit braunen Adipozyten [123, 132]. Wie braune Adipozyten
enthalten auch beige Adipozyten mehrere kleine Lipidtropfchen und eine grof3e Anzahl von
Mitochondrien, die UCP1 exprimieren. Die Rekrutierung beiger Fettzellen, die als browning
oder beigeing des weillen Fettgewebes bezeichnet wird, wird als Reaktion auf
Umweltbedingungen  wie chronische  Kalteexposition, korperliche  Betatigung,
Langzeitbehandlung mit PPARy-Agonisten oder [(3-Adrenorezeptor-Agonisten,

Krebskachexie und Gewebeverletzungen induziert [121, 141].
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Gerade in sehr warmen Gegenden gestaltet sich eine langere Kalteexposition als schwierig.
Ein alternativer Ansatz zur Aktivierung von browning besteht in einer veranderten
Erndhrung. Durch gezielte Anderung der Essgewohnheiten, wie z. B. intermittierendes
Fasten, Kalorienrestriktion oder eine ketogene Diat, kann braunes und beiges Fett
produziert und aktiviert werden, um den Gewichtsverlust zu férdern und seine

therapeutischen Vorteile zu nutzen [121].

Obwohl der genaue Mechanismus, durch den PPARy-Agonisten die Braunung der weil3en
Adipozyten ausldsen, nicht genau bekannt ist, bendtigen PPARy-Agonisten einen
vollstdndigen Agonismus, um das Programm der Fettbraunung zu aktivieren. Die Wirkung
wird zumindest teilweise durch PRDM16 vermittelt, einem Faktor, der fir die Entwicklung
des klassischen braunen Fettes wesentlich ist. Uberraschenderweise beruht diese
Wirkung, unabhangig von mRNA-Spiegel, auf der Stabilisierung und der Anhaufung des
Proteins PRDM16 [142].

Die molekularen Mechanismen, die der Differenzierung von braunen und beigen
Adipozyten aus Vorlauferzellen zugrunde liegen, sowie das Phanomen der Braunung von
WAT durch sind nach wie vor unvollstdndig bekannt. Daher ist weitere Forschung nétig, um
die transkriptionellen und epigenetischen Faktoren, die diese Prozesse regulieren,

aufzuklaren [121].
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1.5 Protein Arginin Methyltransferasen

Protein Arginin Methyltransferasen (PRMTs) sind eine Familie von Enzymen, die
Argininreste von Substratproteinen methylieren. Sie regulieren eine Vielzahl von zellularen
Vorgéngen, darunter sind die Transkription, das Splei3en, die Translation, sowie die DNA-
Schadensantwort. Je nach Art des von ihnen gebildeten Methylarginins werden Protein
Arginin Methyltransferasen in drei Typen eingeteilt. PRMTs vom Typ | und Typ Il bilden
zusatzlich zum Monomethylarginin asymmetrisches Dimethylarginin, beziehungsweise
symmetrisches Dimethylarginin. Zu den Typ | Enzymen zahlen PRMT1, PRMT2, PRMT3,
PRMT4, PRMT6 und PRMT8. PRMT5 und PRMT9 gehdéren dem Typ Il an. PRMT7 als

Enzym vom Typ Il erzeugt ausschlieRlich Monomethylarginin in Proteinen [143—145].

1.5.1 PRMTG6

Die Protein Arginin Methyltransferase 6 beeinflusst viele zellulare Vorgange. Sie ist an der
epigenetischen Regulierung der Genexpression, dem alternativen Spleilen [146, 147], der
Entwicklung und Differenzierung [148—153], der DNA-Reparatur [154], Zellproliferation uns
Seneszenz, DNA-Methylierung [155], Mitose [156, 157], Entziindung, angeborene antivirale
Immunitat [158], Spermatogenese [159], Transaktivierung von Kernrezeptoren und
Zellkommunikation beteiligt. Neben diesen physiologischen Funktionen wird eine
Dysregulation von PRMT6 bei Viruserkrankungen, Herzhypertrophie und Krebs vermutet
[143, 145, 160, 161].

Das menschliche PRMT6-Gen befindet sich auf Chromosom 1 und kodiert das 41,9 kDa
grolle PRMT6-Enzym. Wahrend andere PRMTs sowohl im Zellkern als auch im Zytosol
vorkommen, ist PRMT6 hauptsachlich im Zellkern lokalisiert. PRMT6 wird in einer Vielzahl
von Geweben exprimiert, verstarkt in Nieren und Hoden [162]. Durch einen erleichterten
proteasomalen Abbau regulieren die F-Box-Proteine FBX024 und FBXW17 die
Proteinmenge von PRMTG6 [143, 163, 164].

Durch das Setzen von Histonmodifikationen, der asymmetrischen Dimethylierung von
Histon 3 an Arginin 2 (H3R2me2a), Arginin 17 (H3R17me2a) und Arginin 42 (H3R42me2a)
sowie von Histon H2A an Arginin 26 (H2AR26me2a), ist PRMT6 an der epigenetischen
Regulation der Genexpression beteiligt. Dartber hinaus methyliert PRMT6 eine Vielzahl an
Nicht-Histon-Proteinen. Dadurch ist PRMT6 an der Regulation unterschiedlichster

biologischer Funktionen im Organismus [143, 165-170].

Neben der Methylierung seiner Substrate unterliegt PRMT6 einer Automethylierung an
Arginin 35. Die Rolle dieser post-translationalen Modifikation beeintrachtigt seine Stabilitat

und ist fUr seine antiretrovirale Aktivitat unverzichtbar [162, 171].
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Kinetische Untersuchungen von PRMT6 ergaben, dass es prozessiv asymmetrische
Dimethylarginine erzeugt. PRMT®6 folgt dabei einem sequenziellen Katalysemechanismus,
bei dem zunachst das S-Adenosyl-L-Methionin (SAM) an das Enzym bindet, gefolgt von
der Bindung des Substratpeptids, was zur Bildung eines ternaren Komplexes fuhrt. Infolge
des Methylgruppentransfers dissoziiert das methylierte Substratpeptid zuerst vom Enzym,
gefolgt von S-Adenosyl-L-Homocystein (SAH). Interessanterweise ist die katalytische
Effizienz bei monomethylarginin-haltigen Substratpeptiden viel hoher als bei

Substratpeptiden mit unmethyliertem Arginin [143].

In vitro Experimente zeigten, dass PRMTG6 ein unspezifisches Enzym ist, da es die meisten
Aminosaureaustausche toleriert. Dennoch gibt es eine Praferenz flir positiv geladene und

sperrigere Aminosauren um das Ziel-Arginin [172].

1.5.2 Epigenetische Funktionen von PRMT6

Post-translationale Modifikationen von Histonschwanzen regulieren die Chromatinstruktur
und kontrollieren diverse Chromatin-abhangige Prozesse, darunter die Genexpression.
PRMT6 ist das wichtigste Enzym, das in vivo eine asymmetrische Dimethylierung an
Arginin 2 von Histon 3 (H3R2me2a) erzeugt und die globalen H3R2me2a-Level reguliert
[143, 166—168, 173]. PRMT6-vermittelte H3R2me2a-Modifikationen sind innerhalb von
Genen und Promotorregionen von inaktiven Genen angereichert. Sie korrelieren invers mit
aktiven H3K4me3-Modifikationen (Trimethylierung von Histon 3 an Lysin4) an den
Promotorregionen. Die H3R2me2a Modifikation wird als repressive Markierung angesehen,
da ihr Vorhandensein an den Promotoren zu geringen Transkriptionsmengen der
zugehorigen Gene fuhrt [143, 168, 173]. Die H3K4me3 Markierung hemmt die PRMT6-
Aktivitat an den Histon 3 Peptiden [143, 167, 168].

Die Enzyme der SET1/MLL-Familie, die als Proteinkomplex agieren, katalysieren die
Bildung der aktiven Histonmodifikation H3K4me3 [143, 174—-177]. Der MLL-Komplex zeigt
keine Aktivitdt an den H3-Peptiden mit H3R2me2a-Modifikationen [166, 168]. Diese
Erkenntnisse erklaren die Gegenkorrelation zwischen H3K4me3 und H3R2me2a und den

entsprechenden Rollen der Methyltransferasen an den Promotorregionen [143].

Die Mehrheit der Reader-Proteine, die die H3K4me3-Modifikation erkennen, zeigen eine
reduzierte oder nicht nachweisbare Bindung mit den H3-Peptiden, die sowohl die
H3R2me2a- als auch die H3K4me3-Modifikation aufweisen. Dies deutet darauf hin, dass
die die H3R2me2a-Modifikation die Erkennung der H3K4me3-Modifikation durch die
Reader Proteine hemmt [143, 167].

PRMT6-vermittelte H3R2me2a Modifikationen treten in der Regel gemeinsam mit
H3K27me3 in einer Untergruppe von stillen Genpromotoren auf [150, 152, 178]. PRMT6
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interagiert mit den repressiven Polycomb-Komplexen und unterdriickt die Transkription
[179].

1.5.3 Die Rolle von PRMT6 bei Krankheiten

Herz-Kreislauf-Erkrankungen gehoéren derzeit weltweit zu den grofdten Bedrohungen fur
das Leben und die Gesundheit der Menschen. Ihre Morbiditat und Mortalitat Gbertreffen die
von Tumorerkrankungen und stehen an erster Stelle. Zu den haufigsten Herz-Kreislauf-
Erkrankungen gehdren Bluthochdruck, Atherosklerose, Herzinsuffizient, Hyperlipidamie
und koronare Herzkrankheiten. Um die Inzidenz dieser Krankheiten zu reduzieren, ist die
Aufklarung der Wirkungsprinzipien von PRMT6 in diesem Kontext essenziell. Insbesondere
wurde dabei die verstarkte Expression bei Herzhypertrophie in den ventrikularen Myozyten
festgestellt. Gleichzeitig geht damit die signifikante Zunahme von H3R2me2a und eine
Verringerung von H3K4me3 einher. Diese Ergebnisse wurden im Menschen, der Maus und
der Ratte bestatigt [180, 181].

PRMTG6 steht ebenfalls in Verbindung mit Progression von Krebs. In vielen verschiedenen

Krebsarten wurde eine erhdhte PRMT6-Konzentration festgestellt [161].

Zellen verfligen Uber mehrere Zellzykluskontrollpunkte, die den Zellzyklus anhalten oder
die Apoptose einleiten, wenn die genomische Integritat bedroht ist, um die Ubertragung von
Mutationen auf nachfolgende Zellgenerationen zu verhindern. Der Zellzyklus wird durch
CDKs und CDK-Inhibitoren streng reguliert [182].

Durch Transfektion von siRNAs von PRMT6 in Lungen- und Blasenzelllinien konnte die
Proliferation der Krebszellen gehemmt werden [161]. PRMT6 beeinflusst dabei den

Ubergang von der G1 zur S-Phase in Krebszellen [161, 183].

Dies ist nicht sonderlich verwunderlich, wenn man die regulatorischen DNA-Regionen
wichtiger Zellzyklusregulatoren wie CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A und p53 betrachtet. An
diesen Regionen wirkt PRMT6 als Transkriptionshemmer [145, 184]. Auch weitere
Tumorsuppressorgene werden durch PRMT6 beeinflusst. Ein Knockdown von PRMTG6 fuhrt

zu einer starkeren Expression der Tumorsupressorgene p21 und p27 [145].

Die Methylierung von p21 durch PRMT6 hat die zytoplasmatische Lokalisierung von p21
zur Folge, was wiederum zu einer starkeren Resistenz von Krebszellen gegen zytotoxische
Medikamente fuhrt [182]. Dies, sowie die fordernde Wirkung des Zellwachstums und das
Verhindern der Seneszenz macht den die Protein Arginin Methyltransferase 6 zu einem

therapeutischen Ziel fur verschiedene Krebsarten [145].
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Heutzutage leiden immer mehr Menschen an Ubergewicht und Adipositas. Nach Angaben
der World Obesity Federation werden im Jahr 2035 voraussichtlich mehr als 4 Milliarden
Menschen weltweit Ubergewichtig oder fettleibig sein, was mehr als die Halfte der
Weltbevolkerung ausmacht [185]. Fettgewebe ist zwar zur Aufrechterhaltung des
Energiehaushalts in Hungerszeiten notwendig, jedoch steht in weiten Teilen der Welt
ausreichend Nahrung zur Verfliigung, sodass die Uberschiissig aufgenommene Energie in
Form von Fettgewebe eingelagert wird [186—188]. Fettleibigkeit hat ihren Preis, denn durch
sie werden andere Krankheiten beglinstigt. Zusatzliche Gesundheitsprobleme, die mit
Adipositas einher gehen, sind Insulinresistenz, Typ2-Diabetes mellitus, Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, degenerative Erkrankungen und Krebs [111, 185, 189]. Fettleibigkeit geht
zudem haufig mit chronischen Entziindungen durch ibermafRige Sekretion von Zytokinen
einher. Die Entzindungsreaktion kann wiederum die Differenzierung und Verteilung des
Fettgewebes beeintrachtigen, was zu einer Gbermaligen Ansammlung von Fett im Korper
fuhrt. Daher stellen Krankheiten, die mit Adipositas zusammenhangen, heute und in Zukunft

eine ernsthafte Bedrohung fiir die menschliche Gesundheit dar [185].

Derzeit erfolgt die Behandlung solcher Krankheiten in der Regel Uber die langfristige
Einnahme zahlreicher Medikamente, was zu einer Abhangigkeit der Patienten und
medikamentésen Nebenwirkungen fliihren kann. Dadurch wurde die Suche nach neuen
Methoden zur Diagnose und Behandlung des metabolischen Syndroms zu einer

dringenden Fragestellung in der medizinischen Forschung [185].

Lipide sind wichtige Bestandteile der Zellen und an einer Vielzahl biologischer Prozesse
beteiligt. Jedoch ist das Gleichgewicht des Lipidstoffwechsels fiir die Aufrechterhaltung der
Gesundheit von entscheidender Bedeutung. Fettzellen sind wichtige Orte fur die Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen, und die Sekretion von Entziindungsfaktoren durch

das Fettgewebe ist Grundlage fir die metabolische Entziindungsreaktion [185].

Zur Bekampfung von Adipositas oder der Erforschung neuer Behandlungsansatze gibt es
unterschiedliche Ansatzpunkte. Ziel dieser Arbeit ist es die Liniendifferenzierung hin zum
Adipozyten besser nachvollziehen zu kdénnen. Wahrend der Zelldifferenzierung werden
durch epigenetische Regulation stammzellspezifische Gene ab- und zelllinienspezifische
Gene angeschaltet. Eine Mdoglichkeit der epigenetischen Regulation stellt die post-
translationale Methylierung von Histonen und anderen Proteinen dar. Diese Modifikation
wird bei der Methylierung von Argininen durch Protein Arginin Methyltransferasen

katalysiert. Uber den Einfluss von verschiedenen Protein Arginin Methyltransferasen auf
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die Adipogenese gibt es bereits viele Studien. Uber den Einfluss von PRMT6 auf die

adipogene Differenzierung ist dagegen weniger bekannt.

PRMT6 wird in der Literatur als Transkriptionsregulator beschrieben [149, 151, 168, 183,
184]. In der Osteogenese konnte eine erhdhte Expression im Differenzierungsverlauf
festgestellt werden [148]. Da die Osteogenese sehr eng mit der Adipogenese verbunden
ist und sich diese beiden Liniendifferenzierungen gegenseitig blockieren, ist die

Einflussnahme von Prmt6 auf die Adipogenese wahrscheinlich [190, 191].

Die Verbindung zwischen Knochen und Fettgewebe ist hoch komplex. Beide Gewebe sind
hochgradig stoffwechselaktiv und stehen durch Adipokine, Ostrogene und aus dem
Knochen stammende Stoffwechselfaktoren in Wechselwirkung. Der Knochenumbau und
die Adipogenese sind Uber Rickkopplungsmechanismen verbunden [192]. Generierte
Forschungsergebnisse sind moglicherweise nicht nur fir neue medizinische Ansatze zur

Behandlung von Adipositas relevant, sondern auch fir die Behandlung der Osteoporose.

Im Kontext der Adipogenese sollte zunachst eine Expressionsanderung von PRMT6 im
Differenzierungsverlauf untersucht werden. Ein Fokus lag dabei auch auf einer potenziellen
Lokalisationsanderung durch die Differenzierung vom Nukleus in das Cytoplasma.
Daraufhin wurde die Veranderung der Differenzierungskapazitat der Zellen durch den
Einsatz eines spezifischen PRMT6 Inhibitors, der Uberexpression PRMT®6, sowie eines
Knockouts erforscht. Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Interaktion von PRMT6 und
PPARYy. Hierbei wurden sowohl Protein-Protein- als auch Protein-Chromatin-Interaktionen
betrachtet. Die Promotorregion des PPARy-Zielgens C/EBPa stand dabei in besonderem
Fokus, denn dort wurden Unterschiede der Transkriptionsfaktorbindungen und
Histonmodifikationen vor und nach der Induktion der Adipogenese untersucht. PRMT6 ist
durch die Katalyse der Histonmodifikation H3R2me2a als repressiver Transkriptionsfaktor
bekannt. Zuletzt war die Aufkldrung des Corepressorkomplexes, an dem PRMT6
gemeinsam mit anderen Transkriptionsfaktoren beteiligt ist, von besonderem Interesse, um
weitere Ruckschlisse auf den Mechanismus der Regulation von PRMT6 an PPARy-

Zielgenen in Vorlauferzellen ziehen zu kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Materialien aufgefuhrt.

211 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Die Tabelle fuhrt die verwendeten Gerate auf, die zusatzlich zu den Standardlaborgeraten fir diese
Arbeit genutzt wurden.

Gerat Hersteller Verwendungszweck
LSM710 Carl Zeiss Microscopy | Aufnahme von
Deutschland GmbH immunhistochemischer
Farbung
Spark® Tecan Trading AG Photometrische Messung
Azure c600 Azure Biosystems Inc. Aufnahme von

Agarosegelen und PVDF-

Membranen nach Western

Blot

Odyssey® M LI-COR Aufnahme von PVDF-
Membranen nach Western
Blot

Phospoimager Molecular Dynamics Detektion von %S

Kassette Molecular Dynamics Detektion von %S

2.1.2 Computerprogramme

Tabelle 2: Computerprogramme

In dieser Tabelle sind, die zur Datenerhebung und -Analyse verwendeten, Computerprogramme
aufgelistet.

Programm Verwendungszweck

Clone Manager 8 | Erstellung von Vektorkarten, Uberpriifung von Sequenzierungen

Excel 365 Auswertung erhobener Daten

Image J Einflgen von GréRenmalstaben, Analyse der Bandenstarke von
Proteinbanden

Inkscape 1.3 Erstellung von Vektorgrafiken

GraphPad Prism | Statistische Auswertung der Daten, Erstellung von Abbildungen
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2.1.3 Medien

Tabelle 3: Nahrmedien fir die Bakterienkultur

Ndhrmedien Zusammensetzung Konzentration
LBo-Medium pH 7,2 NaCl 1%
Trypton 1%
Hefeextrakt 1%
LBo-Agar pH 7,2 NaCl 1%
*bei Ampicillin-Resistenz wurde Trypton 1%
Ampicillin frisch als Hefeextrakt 1%
Selektionsmarker hinzugegeben Agar-Agar 16 %
Ggf. Ampicillin 100 pg/ml
Tabelle 4: Zellkulturmedien
Zellkulturmedien Zusammensetzung Konzentration

293T Medium

ST2 Medium

M2 Medium

Adipozyten

Differenzierungsmedium

DMEM GlutaMAX
FCS
Penicillin/Streptomycin
RPMI 1640 GlutaMAX
FCS
Penicillin/Streptomycin
aMEM

FCS
Penicillin/Streptomycin
DMEM GlutaMAX
FCS

Dexamethason

IBMX

Rosiglitazon

Insulin

10 %
1%

10 %
1%

15 %
1%

9%
250 nM
450 nM
1uM

5 pg/ml
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Tabelle 5: Mediumzusatze im Adipozyten Differenzierungsmedium

Substanz Katalognummer Hersteller
Dexamethason D4902 Sigma-Aldrich
IBMX sc-201188 Santa Cruz

Biotechnology
Rosiglitazon R2408 Sigma-Aldrich
Insulin, human rekombinant, Zinklésung | 12585014 Gibco

2.1.4 Bakterienstamme

Die Transformation von Plasmid-DNA erfolgte mit den chemisch kompetenten E.coli
Stammen JM109 und StbI3 oder dem elektrokompetenten Stamm DH5a.

2.1.5 Vektoren

Tabelle 6: Verwendete Vektoren

Vektor Anwendung

LeGOIG2 Uberexpression von Prmt6, GFP als Selektionsmarker
lentiCRISPRv2 puro | Knockout von Prmt6 und Ppary durch gRNA's, Puromycin als

Selektionsmarker

pcDNA3 Saugetierexpressionsvektor

pcDNAS3.1 Saugetierexpressionsvektor

pcDNA3(2HA) Saugetierexpressionsvektor mit zwei HA-Tags
pcDNA3-Flag Saugetierexpressionsvektor mit Flag-Tag
pCMVdelta8.91 Verpackungsplamid zur Herstellung lentiviraler Partikel

pMD2.G Verpackungsplamid zur Herstellung lentiviraler Partikel
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Tabelle 7: Klonierungsprimer

Die unterstrichenen Abschnitte sind die gRNA-Sequenzen.

Name

Vorwirts & riickwarts Sequenz 5'—3'

Anwendung

mPrmt6_EcoRI_
HA-Tag

hPPARy 1-505aa

gRNA non targeting

gRNA mPrmt6 #1

gRNA mPrmt6 #2

gRNA mPpary #1

gRNA mPpary #2

2.1.6 Zelllinien

AAAGAATTCATGTACCCATACGAT
GTTCCAGATTACGCTGCATCGCTG
AGCAAGAAAAGA
AAAGCGGCCGCTCAGTCCTCCATG
GCAAAGTC

GCAGCGGCCGCAGGTGAAACTCTG
GGAGAT
TGCTCTAGACTAGTACAAGTCCTTG
TAGATC
CACCGAGATTCGATACTGCGGTCA
AAACTGACCGCAGTATCGAATCTC
CACCGTTTCAAGTGACCTTTCCCGG
AAACCCGGGAAAGGTCACTTGAAAC
CACCGCACCGGCTCGTTCAAGTAG
AAACCTACTTGAACGAGCCGGTGC
CACCGAGTTAGAAGGTTCTTCATG
AAACCATGAAGAACCTTCTAACTC
CACCGCCATTGAGTGCCGAGTCTG
AAACCAGACTCGGCACTCAATGGC

Klonierung von
MmPRMT6 mit HA-Tag
in LeGOIG2 unter
Anbringung einer
EcoRI Restriktions-
schnittstelle
Klonierung von
hPPARYy in pcDNA3
(2HA)

Klonierung der Guide
RNA in
lentiCRISPRv2

Zellkulturversuche in humaner Zellkultur wurden in HEK293T Zellen (ACC 635) [193]
durchgefuhrt. Murine Zellkultur wurden in ST2 Zellen (ACC 333) [194] und M2 Zellen [195]

durchgeflhrt.
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2.1.7 Verwendete Kits
Tabelle 8: Verwendete Kits
Kit Hersteller
ChIP DNA Clean & Concentrator Kit Zymo Research
First-Strand cDNA Synthesis Kit Invitrogen
NucleoBond® Xtra Midi Kit Macherey-Nagel
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel
NucleoSpin® Plasmid Mini Kit Macherey-Nagel
Quick-RNA Miniprep Kit Zymo Research
TNT T7 Quick coupled Promega
transcription/translation system
2.1.8 Oligonukleotide
Tabelle 9: Real-time PCR Primer
Name Vorwirts Sequenz 5'—3' Riickwarts Sequenz 5'—3'
Adipoq TGACGACACCAAAAGGGCTC | CACAAGTTCCCTTGGGTGGA
Adipsin CCTACATGGCTTCCGTGCAA | CACCTGCACAGAGTCGTCAT
Clebpa CCGTGGTGGTTTCTCCTTGA | TTTTTGCTCCCCCTACTCGG
Fabp4 TCATAACCCTAGATGGCGGG | GCCTTTCATAACACATTCCACC
Ppary total TGTGAGACCAACAGCCTGAC | TCAGTGGTTCACCGCTTCTT
Ppary1 CGAGTGTGACGACAAGGTGA A ACCGCTTCTTTCAAATCTTGTCTG
Ppary2 TTCGCTGATGCACTGCCTAT | GGAATGCGAGTGGTCTTCCA
Prmt6 AAACCTCTGGTGCTGTCCAC | CCGGCTCGTTCAAGTAGAGG
Runx2 GCTTCATTCGCCTCACAAAC A TTAAACGCCAGAGCCTTCTTG
Tbp AGCTCTGGAATTGTACCGCA | TGACTGCAGCAAATCGCTTG
Tabelle 10: Real-time PCR TagMan Assays
Name  AssayID Hersteller
Aipoq Mm00456425_m1 Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific
Clebpa | Mm00514283_s1 Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific
ClebpB | Mm00843434_s1 Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific
Fabp4  MmO00445878 m1 Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific
Ppary MmO01184322_m1 Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific
Prmt6 MmO00619134_m1 Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific

Thp MmO00446973 m1

Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific
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Tabelle 11: ChIP Primer

Name Vorwirts Sequenz 5'—3' Riickwarts Sequenz 5'—3'

Ppary CATGGACATCGGTCTGAGGG  CCGCCTTGCTCCTCACAG
Promotor

Ppary TACAGAGAACACAGTAGTG GCACTCTACTGACTGACTTACCC
Kontrollregion | AGGTA

C/ebpa CTCACCGCCTTGGAAAGTCA | TGTCCAAACGGGTCTCGGAT
Promotor

Clebpa CGAAGTGGTGTTGAACCCGT | AGAGTTCTTGCCTGACGACTT

Kontrollregion

2.1.9 Antikorper

Tabelle 12: Primarantikorper fir die Immunofluoreszenz

Name Nummer | Hersteller Verdiinnung
Phalloidin-iFluor 555 ab176756 = Abcam 1:2000
DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole = D8417 Sigma-Aldrich | 1:5000
Dihydrochlorid)
PRMT6 720142 Invitrogen 1:250
Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) Secondary | A32731 Invitrogen 1:1000
Antibody, Alexa Fluor™ Plus 488

Tabelle 13: Antikorper fur die ChlP
Name Nummer Hersteller ChiIP
PRMT6 720142 Invitrogen Mix
PRMT6 (Middle Region) ABIN2778658 | antikorper-online.de | 2 ug + 2 ug
Rabbit 1gG Isotype Control 02-6102 Invitrogen 2 ug—4ug
RXRa (D6H10) 3085 Cell Signaling 8 ul
Runx2 (D1L7F) 12556 Cell Signaling 1:100
PPARYy (81B8) 2443 Cell Signaling 1:100
CBP PA5-27369 Invitrogen 2,5 ug
HDAC1 PA1-860 Invitrogen 2,5 ug
Histone H3 PAS5-49579 Invitrogen 2 ug
H3K9ac ab177177 Abcam 2 ug
H3R2me2a ab175007 Abcam 2 ug
H3K4me3 ab8580 Abcam 2 ug
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Tabelle 14: Primarantikdrper im Western Blot
Name Nummer Hersteller Verdiinnung
B-Actin (8H10D10) 3700 Cell Signaling 1:1500
[32-microglobulin 59035 Cell Signaling 1:1000
C/EBPa (D56F10) 8178 Cell Signaling 1:1000
FABP4 2120 Cell Signaling 1:1000
Flag F7425 Sigma-Aldrich 1:1000
GAPDH loading Control MAS5- Invitrogen 1:1000
15738
HA.11 Clone 16B12 901502 BioLegend 1:1000
PPARYy (81B8) 2443 Cell Signaling 1:1000
PRMT6 (D5A2N) 14641 Cell Signaling 1:1000
TATA binding Protein ab63766 Abcam 1:1000
Tabelle 15: Sekundarantikdrper im Western Blot
Name Nummer Hersteller Verdiinnung
anti-mouse IgG H&L (HRP) ab97040 Abcam 1:10000
anti-rabbit IgG H&L (HRP) ab97080 Abcam 1:10000
IRDye 800CW Goat anti-Rabbit  926-32211 | Li-Cor 1:10000
IgG (H+L)
IRDye 800CW Goat anti-Mouse 926-32210 | Li-Cor 1:10000
IgG (H+L)
IRDye 680RD Goat anti-Rabbit IgG | 926-68071 | Li-Cor 1:10000
IRDye 680RD Goat anti-Mouse IgG = 926-68070 | Li-Cor 1:10000

2.2 Proteinbiochemische Methoden

Im Folgenden werden proteinbiochemische Methoden beschrieben, die zur Anfertigung

dieser Arbeit genutzt wurden.

2.2.1 Herstellung von Zellextrakten

Aus den Zellen wurden gemal [196] Zellkern- oder Cytoplasma Proteinlysate extrahiert.

Fir die Histonextraktion wurden die ST2 und M2 Zellen bei einer Konzentration von
107 Zellen/ml in Triton Extraction Puffer (TEB: PBS enthalt 0,5 % Triton X 100 (v/v), 2 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), 0,02 % (w/v) NaNs) resuspendiert. Unter leichtem

Ruhren wurden die Zellen 10 min auf Eis lysiert. Anschlielend wurden die Zellkerne bei
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650 x g fiir 10 min bei 4 °C herunterzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellkerne
wurden nun im halben Volumen TEB zum Waschen resuspendiert und erneut zentrifugiert.
Dann wurde das Pellet in 0,2 M HCI bei einer Konzentration von 4x107 Zellkernen pro
Milliliter resuspendiert. Die Histone extrahieren Uber Nacht bei 4 °C. Die Proben wurden
dann wie oben zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Zentrifugengefal Gberfihrt
und die HCI mit 1/10 Volumen des Uberstands 2 M NaOH neutralisiert.

Gesamtproteinlysate wurden mit 1 % NEB-Puffer (Tabelle 16) hergestellt. Fur die Lyse von
adharenten Zellen wurde das Medium abgesaugt und kaltes PBS zum Waschen
dazugeben. AnschlieRend wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgelost, in ein
Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und bei 500 x g fir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Nach
Absaugen des PBS wurde das Zellpellet in NEB-Puffer resuspendiert (150 pl fir ein 6-Well
mit ST2 Zellen) und fir 10 min auf Eis inkubiert. Das Gesamtproteinlysat wurde nach der
Zentrifugation bei 15.000 rpm fir 10 min bei 4 °C in ein neues Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt. Fur die Co-Immunoprazipitation wurde der 1 %-ige Puffer mit dem 0 %-igen auf

0,1 % verdinnt.

Mittels Bradford-Assay wurde dann die Proteinkonzentration bestimmt. Far die
Standardgerade wurde der Protein Assay Standard Il (Bio-Rad, #5000007) verwendet in
den Konzentrationen 0 pg/ml, 0,025 ug/ml, 0,05 ug/ml, 0,1 pg/ml verwendet. Anschlielend
wurde das Bradford Reagenz Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad,
#5000006) zugegeben und nach 5-minltiger Inkubation bei Raumtemperatur die

Absorption bei einer Wellenlange von 595 nm im Plattenlesegerat ermittelt.

Tabelle 16: Zusammensetzung des NEB-Puffers

NEB-Puffer 1% 0 %
50 mM Tris pH 7,5 50 mM 50 mM
150 mM NaCl 150 mM 150 mM
10 mM NaF 10 nM 10 nM
EDTA 1 mM 1 mM
3-Glycerophosphat 20 mM 20 mM
IGEPAL® CA-630 1% 0 %
Frisch dazu
NaszVO, 1 mM
Proteaseinhibitor-Cocktail 1:100
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2.2.2 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese

Durch die SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kdnnen Proteine nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden. Durch Relation zu standardmaRigen Ladekontrollen
ist der Vergleich von Proteinmengen madglich. Die hergestellten Proteinextrakte wurden mit
6x SDS-Ladepuffer versetzt und fir 5 min aufgekocht. Danach wurden die Proben kurz
abzentrifugiert und auf die Polyacrylamid Gele aufgetragen. Zudem wurde als
GroRenstandard der PageRuler Prestained Protein Ladder (Invitrogen) aufgetragen. Die
Auftrennung der Proteinlysate im Gel erfolgte fur circa eine Stunde bei 200 V. Als Laufpuffer

wurde 1x SDS Laufpuffer (siehe Anhang Tabelle 27) verwendet.

2.2.3 Immunoblotting / Western Blot

Die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteinproben wurden mit einem Wet-Blot-System
(Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen, Deutschland) bei 250 mA fir 1h15min auf eine PVDF-
Membran Ubertragen. Die fir den Blot verwendete Membran wurde zuvor in Methanol
konditioniert. Um unspezifische Bindungen zu verhindern, wurde die PVDF-Membran,
wenn sie mit APS detektiert wurde, fir 1 h in 4 % Milchpulver in TBS-T inkubiert. Bei der
Detektion mit sekundaren Fluoreszenzantikdrpern wurde die Blocking Losung von Roche
(#11096176001) verwendet. AnschlieBend wurde die Membran mit dem jeweiligen
Primarantikorper (Tabelle 14) in 4 % Milchpulver in TBS-T oder Blocking Losung mit 0,2 %
Tween 20 eingeschweilt. Die Membran wurde so unter standigem Kippen Uber Nacht bei
4 °C inkubiert. Nachdem die Membran 3x fur 10 min mit TBS-T gewaschen wurde, wurde
sie in die Sekundarantikérperldsung (Tabelle 15) Uuberfihrt. Wie auch fir die
Primarantikdrper gab es Unterschiede im Ansetzen der Sekundarantikérper fur die
Detektion mit APS oder Fluoreszenz. Sekundarantikdrper mit HRP wurden im Verhaltnis
1:10.000 in 4 % Milchpulver in TBS-T inkubiert. Sekundarantikérper fur die Fluoreszenz-
Detektion wurden im Verhaltnis 1:20.000 min Roche Blocking Lésung mit 0,2 % Tween 20
und 0,1 % SDS eingesetzt. Die Membran wurde dann in der Sekundarantikérperldésung eine
Stunde bei Raumtemperatur unter Kippen inkubiert und 3x mit TBS-T, sowie mit TBS
gewaschen. Fur die Detektion mit HRP wurden die Reagenzien A (0,036 % H>O- und 0,1 M
Tris pH 8,5) in dH20) und B (2,5 mM Luminol, 396 yM Cumarsaure und 0,1 M Tris (pH 8,5)
in dH20) direkt auf der Membran gemischt, fur 1 Minute inkubiert und anschlie3end
detektiert. Die Dokumentation der Membranen erfolgte mit dem Azure c600 oder dem
Odyssey® M.

Zur Bestimmung der relativen Expression wurde die Intensitat der einzelnen detektierten
Banden mittels ImagedJ bestimmt. AnschlieRend wurde die Intensitdt des zu

untersuchenden Gens auf die Intensitat des Referenzgens GAPDH oder TBP normalisiert.
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2.2.4 GST-Pulldown

500 ng Plasmid-DNA von PPARy2-pcDNA3(2HA) wurde im TNT T7 Quick coupled
transcription/translation system (Promega GmbH: Walldorf, Germany) eingesetzt und mit
35S-Methionine (10mCi/ml, 1000Ci/mmol; Hartmann Analytic, Braunschweig) versetzt. 10 pl
der in vitro Translation wurde dann entweder mit GST oder GST-PRMTG6 Beads fir 3h bei
4 °C auf einem rotierenden Rad inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 2300 rpm fur 1 min
wurde das Pellet lysiert, gefolgt von einer 10-minltigen Inkubation bei 4 °C auf einem
rotierenden Rad. Dies wurde zwei Mal wiederholt. Die Proben wurden anschlieRend bei
95 °C in 1,5 x Laemmli Puffer denaturiert. Die Proteine wurden durch eine SDS-PAGE
aufgetrennt. Das Gel wurde Coomassie-Blau 45 Minuten lang gefarbt, nach der Entfarbung

getrocknet und am nachsten Tag im Phosphorimager analysiert.

2.2.5 Co-Immunoprazipitation (ColP)

Fir die Co-Immunoprazipitation (ColP) wurden 1x10° 293T Zellen insgesamt mit 6 ug DNA
in einer 6-cm Schale transfiziert. Hierbei wurden folgende Plasmide genutzt: Flag-PRMT6-
pcDNA3.1, PPARy1-pcDNA3, PPARy2-pcDNA3, pcDNA3 Leervektor. Die Plasmide
PPARy1-pcDNA3 und PPARy2-pcDNA3 wurden freundlicherweise von Prof. Thomas Kufer,
Universitat Hohenheim, zur Verfigung gestellt. Mit dem Leervektor wurde die DNA-Menge
in den verschiedenen Ansatzen angeglichen. 24 h nach der Transfektion wurden
Gesamtzellextrakte mit dem Lysepuffer 500 pl [50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM
Natriumchlorid, 10 mM Natriumfluorid, 20 mM R-Glycerophosphat, 0,1 % IGEPAL und 1 mM
EDTA, frisch erganzt mit Proteaseinhibitor-Cocktail (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
und 100 mM Natriumorthovanadat] hergestellt. Nach 10-minutiger Inkubation wurden
7,5 mM Magnesiumchlorid und 50 U Benzonase zugegeben. Das Lysat wurde dann 2
Stunden lang bei 4 °C auf einem rotierenden Rad inkubiert und anschlieRend 10 Minuten
lang bei 14.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Die Proteinkonzentration wurde mit dem
Bradford-Assay (Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen, Deutschland) bestimmt. Pro IP wurden
600 pg Gesamtzellextrakt und 50 pl Pierce™ Anti-DYKDDDDK magnetische Agarose-
Beads (Thermo Fisher Scientific: Waltham, Massachusetts, USA) verwendet. Die
Reaktionen wurden 2 Stunden lang auf einem rotierenden Rad bei 4 °C inkubiert. Die Beads
wurden zweimal mit Lysepuffer gewaschen und anschlieBend 5 Minuten lang in
2x Laemmli-Puffer gekocht. Der Uberstand wurde auf eine 10%ige SDS-PAGE aufgetragen

und durch Immunoblotting analysiert.
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2.2.6 Chromatin-Immunoprazipitation (ChiIP)

Chromatin-Immunprazipitationstests (ChIP) gemaf dem X-ChlP-Protokoll [197] von Abcam
durchgeflhrt. ST2 sowie M2 Zellen wurden mit einer Zellzahl von 2x108 in 15-cm Schalen
ausgesat und kultiviert. Bei Konfluenz wurde das Medium erneuert und die Zellen fur 8 min
gecrosslinked. Die Zellen wurden mit 2 ml Lysepuffer | pro 15-cm Schale und 300 pl
Lysepuffer Il pro 15-cm Schale lysiert. 50 pul sonifiziertes Chromatin wurde je
Immunoprazipitation eingesetzt. Die genutzten Antikdrper und deren Konzentrationen sind
in Tabelle 13 angegeben. Die DNA-Aufreinigung erfolgte mit dem ChIP DNA Clean &
Concentrator Kit (Zymo Research, Freiburg, Deutschland). Die Proben wurden mittels ChIP

gPCR analysiert. Die Oligonukleotide hierfir sind in Tabelle 11 aufgelistet. Alle Experimente

wurden mit mindestens zwei verschiedenen Chromatinpraparationen durchgeflihrt.

Tabelle 17: ChlIP Lysepuffer

Lysepuffer | Lysepuffer Il (0,4 % SDS) Lysepuffer Il (0 % SDS)
5 mM PIPES pH 8,0 10 mM Tris-HCI pH 7,5 10 mM Tris-HCIl pH 7,5
85 mM KClI 150 mM NaCl 150 mM NaCl

0,5 % IGEPAL 1 % IGEPAL 1 % (v/v) IGEPAL

1 % Natriumdeoxycholat

1 % Natriumdeoxycholat

1 mM EDTA

1 mM EDTA

0,4 % SDS

Tabelle 18: ChIP Waschpuffer

Waschpuffer | Waschpuffer Il Waschpuffer Il

20 mM Tris pH 8,0 20 mM Tris pH 8,0 10 mM Tris pH 8,0
150 mM NaCl 500 mM NaCl 250 mM LiCl

2 mM EDTA 2 mM EDTA 1 mM EDTA

0,1 % SDS (w/v)

0,1 % SDS (w/v)

1% IGEPAL (V/v)

1 % Triton X 100

1 % Triton X 100

1 % Natriumdeoxycholat

Tabelle 19: ChIP Wasch- & Elutionspuffer

TE Elutionspuffer (frisch)
10 mM Tris pH 8,0 1% SDS
1 mM EDTA 100 mM NaHCOs3
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2.2.7 Sequenzielle ChIP (ChlIP-ReChlP)

Die Sequenzielle ChlP gleicht der ChIP bis zum ersten Elutionsschritt. Die Beads werden
vier Mal mit Waschpuffer | gewaschen und eine Stunde lang bei Raumtemperatur mit 50 pl
Elutionspuffer (50 mM Tris pH 7,5, 0,5 % SDS, 15 mM DTT) eluiert. Nach der Zentrifugation
wurden die Uberstande der beiden gleichen Ansétze aus der ersten ChIP (siehe Tabelle
20) gepoolt und mit 700 pl Inkubationspuffer (50 mM Tris pH 7,5, 100 mM NacCl,
1 % IGEPAL, 0,25 % Natriumdeoxycholat) versetzt. Zu diesem ChIP-Ansatz wurden dann
der zweite Antikorper (4 pg Prmt6-Antikérper oder I1gG als Kontrolle) sowie 30
magnetische Protein A Beads. Nach einer Inkubation Uber Nacht bei 4 °C auf einem Rad
wurden die Beads drei Mal mit Waschpuffer | gewaschen und mit 120 ul Elutionspuffer
(1 % SDS, 100 mM NaHCO3) eluiert. 5 % des Inputs wurden ebenfalls mit Elutionspuffer
versetzt. Zu den Proben wurde dann 5 pl Proteinase K (20 mg/ml) gegeben und diese nun
bei 65 °C auf dem Schiittler inkubiert. Danach erfolgte die Aufreinigung der DNA und die
gPCR gemal Kapitel 2.2.6.

Tabelle 20: Beispielhafte Reaktionsansatze bei der ChlP-reChIP

Reaktionen

1. ChIP IgG IgG IgG IgG Ppary Ppary Ppary Ppary
2. ChlIP IgG Prmt6 lgG Prmt6

2.3 Molekularbiologische Methoden

Im Folgenden werden molekularbiologische Methoden beschrieben, die zur Anfertigung

dieser Arbeit genutzt wurden.

2.3.1 Klonierung

Die Amplifikation spezifischer DNA-Bereiche erfolgte mittels PCR. Durch entsprechendes
Primerdesign wurden der DNA zudem Restriktionsenzymschnittstellen und HA-Tags
hinzugefugt, siehe Tabelle 7. Der PCR-Ansatz ist in Tabelle 21 dargestellt, die

angewandten PCR-Bedingungen sind in Tabelle 22 beschrieben.

Fir die Uberexpression von Prmt6 wurde der Vektor LeGOiG2 verwendet [198]. LeGOiG2
war ein Geschenk von Boris Fehse (Addgene Plasmid # 27341,
http://n2t.net/addgene:27341; RRID:Addgene_27341). Die c¢DNA von Prmt6
(NM_178891.4) wurde aus dem Vektor pGEM-mPRMT6 (Sino Biological, Eschborn,

Deutschland) gekoppelt an einen N-terminalen HA-Tag herauskloniert.
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Tabelle 21: PCR-Reaktionsansatze fir die Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

Volumen [pl]

5x Phusion Puffer (GC-Puffer, HF-Puffer) 10
10 mM dNTPs 2

Primer 1 (0,5 pM) 0,5
Primer 2 (0,5 pM) 0,5
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 0,5
3% DMSO 1,5
5 pg DNA-Template X

ddH20 X

Y 50

Tabelle 22: PCR-Bedingungen

Temperatur 98 °C 98 °C 60 °C 72 °C 72 °C 8°C
Dauer 2 min 30s 30s 1 min 10 min o0
35 Zyklen

Zur Uberprifung des PCR-Produkts wurden 3 pl eines PCR-Ansatzes, versetzt mit 6x
Auftragspuffer (NEB), gemeinsam mit einem 1 kb DNA Ladder (NEB) auf ein 1 %-iges
Agarosegel aufgetragen. Fur den Fall, dass neben dem erwarteten Fragment auch
unspezifische Fragmente im PCR-Produkt vorhanden sind, wurde eine Reinigung Uber die
Agarosegelelektrophorese vorgenommen, indem das DNA-Fragment der erwarteten GrofRe
nach Auftrennung mit dem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten wurde. Die nachfolgende
Reinigung erfolgte mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit nach Anleitung des
Herstellers. Mit Hilfe des doppelten Restriktionsverdaus wurde der Zielvektor linearisiert
und die Restriktionsschnittstellen beim PCR-Produkt erzeugt. Die Temperatur, Dauer sowie
der bendtigte Puffer der Restriktionsreaktion wurden nach Empfehlung der Hersteller fur
die eingesetzten Enzyme gewahlt. Bei einem Doppelverdau wurde folgende Seite zu Rate
gezogen: https://nebcloner.neb.com/#!/redigest. Fir die Klonierung von HA-Prmt6 in den
Vektor LeGOiIG2 wurde mit den Enzymen EcoRI und Notl fur 2 Stunden bei 37 °C verdaut,
siehe Tabelle 23. Nach dem Restriktionsverdau wurden der geschnittene Vektor und das

PCR-Produkt ebenfalls mit dem oben genannten Kit aufgereinigt.
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Tabelle 23: Ansetzen eines Restriktionsverdaus

Volumen
500 ng Vektor X Ml
CutSmart Puffer (10x) 2 ul
EcoRI-HF 0,5l
Notl-HF 0,5 ul
H20 X ul
> 20

Die Ligation von linearer Vektor-DNA und PCR-Fragment erfolgte durch die T4 DNA Ligase.
Der Ligationsansatz besteht aus den DNA-Fragmenten, die in einem geeigneten molaren
Verhaltnis zueinander gesetzt wurden. Das richtige Verhaltnis von Vektor und Insert I&sst
sich mit Hilfe des NEBioCalculator (https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation) berechnen.
Der Ligationsansatz (Tabelle 24) wurde bei 16° C Uber Nacht oder 22 °C fur 10 min ligiert.
Anschlieend wurde die gesamte Ligation in chemisch kompetente E.coli JM109 mittels

TSS-Hitzesschock-Methode transformiert.

Tabelle 24: Ligationsansatz

Volumen
40 ng Vektor X Ml
Insert X ul
Ligasepuffer (10x) 2yl
H.O X ul
> 20 pl

Das Klonieren der gRNA'’s fir Prmt6 und Ppary den Vektor lentiCRISPRv2 puro erfolgte
dagegen uUber DNA Oligo Annealing, gemaf des Klonierungsprotokolls zum Vektor von
(Zhang Lab GeCKO) Sanjana et al. [199]. Die Oligonukleotide wurden so designt, dass sie
nach der Anlagerung fiir die Klonierung geeignete 5° bzw. 3‘ Uberhange fir die
Restriktionsendonuklease BsmBI aufwiesen, siehe Tabelle 7. Fir das Annealing wurden
jeweils 1 pl des Vorwarts- und des Ruckwartsprimers (100 uM) mit 1 yl T4 Ligasepuffer
(NEB) versetzt und 1 pl T4-Polynukleotidkinase (PNK) (NEB) hinzugegeben. Der Ansatz
wurde auf 10 pl mit ddH20 aufgefillt und zunachst fir 30 min auf 37 °C erwarmt.
Anschlieend wurde der Ansatz fir 5 min auf 95 °C erhitzt. Das langsame Abkuhlen erfolgte
im ausgeschalteten Thermocycler uber mehrere Stunden bis eine Temperatur von 25 °C
erreicht wurde. Das optimale Temperaturgefalle liegt bei 5 °C pro Minute. Die fir das

Annealing verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 7 angegeben. Der Vektor



Material und Methoden 35

LentiCRISPRv2 puro war ein Geschenk von Brett Stringer (Addgene Plasmid # 98290;
http://n2t.net/addgene:98290; RRID:Addgene _98290) und wurde fir diese Klonierung
dephosphoriliert, mit BsmBI verdaut und tber ein Agarosegel aufgereinigt. Fur die Ligation
wurden die angelagerten Oligonukleotide 1:200 verdinnt und 50 ng des verdauten Vektors
eingesetzt. Die ligierten Plasmide wurden anschlieRend in den Bakterienstamm Stbl3

transformiert.

2.3.2 Plasmidpraparation

Fur die Experimente wurden verschiedene E.coli Stamme mit unterschiedlichen
Eigenschaften verwendet. Fir die Transformation von DNA in Bakterien wurden entweder
die Elektroporation oder die Hitzeschock-Methode angewandt. Fur die Elektroporation
wurde die DNA in E.coli DH5a transformiert. Fur die Anwendung der Hitzeschock-Methode
wurden die chemisch kompetenten E.coli JM109 oder E.coli Stbl3 bendétigt. Um die
Richtigkeit der Klone nach der Klonierung zu uberprifen, wurden Plasmide mittels
Alkalischer Lyse isoliert. Fur die Isolation der Plasmide wurde 1 ml Bakterienkultur aus 3 ml
Vorkultur abzentrifugiert (4500 rpm, 5 min, RT), in 150 pl Lysepuffer (1 mM EDTA, 10 mM
Tris/HCI pH 8,0, 100 pg/ml RNase A) resuspendiert und gevortext. Dann wurden 150 pl
Puffer 2 (200 mM NaOH, 1 % SDS) hinzugegeben und durch Invertieren gut gemischt.
Nach 3-mindtiger Inkubation wurden 150 pl kalter Puffer 3 (3 M Kaliumacetat pH 5,2)
hinzugegeben und durch Invertieren gemischt. Die Reaktion wurde 10 min auf Eis inkubiert
und anschlieRend bei 15000 rcf fiir 10 min abzentrifugiert. 400 ul des Uberstands wurde in
ein frisches 1,5 ml-Reaktionsgefald Gberfuhrt und 1:1 mit Isopropanol verdinnt. Nach 10-
minatiger Inkubation wurde der Ansatz erneut bei 15000 rcf fur 10 min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Zum Waschen des Pellets wurden dann 200 pl 70 %-iger Ethanol
zugegeben. Nach erneuter Zentrifugation fiir 5 Minuten wurde der Uberstand verworfen und
zum Pellet in 100 pl 100 %-igen Ethanol gegeben. Nach erneuter Zentrifugation wurde das
Pellet unter einem Luftstrom getrocknet und in 40 pl H.O oder TE-Puffer geldst. Sollte
Plasmid-DNA zur Sequenzierung geschickt werden, wurde die DNA mit dem NucleoSpin®
Plasmid Mini Kit von Macherey-Nagel gemal Herstellerangaben isoliert. Fir groRere
Mengen Plasmid-DNA wurde das NucleoBond® Xtra Midi Kit genutzt.

2.3.3 Sequenzierung

Die Sequenzierung von Klonen wurde durch die Firma Eurofins Genomics durchgeflhrt.
Fir den Sequenzierungsansatz wurden 500 ng DNA mit 5 pl Sequenzierungsprimer
versetzt. Das Gesamtvolumen des Ansatzes wurde mit dH>O auf ein Gesamtvolumen von
10 pl gebracht und anschlieRend zur Firma Eurofins Genomics geschickt. Die Auswertung

der Sequenzierungsergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programms Clone Manager 8.
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2.3.4 Reverse Transkription - Quantitative real-time PCR (QRT-PCR)

Fur die Analyse der Genexpression wurde zunachst die RNA aus den Zellen, mit Hilfe des
Quick-RNA  Miniprep Kit (Zymo Research, Freiburg, Deutschland), gemaf
Herstellerprotokoll isoliert. 1 ug dieser RNA wurde zur cDNA-Synthese mittels First-Strand
cDNA Synthesis Kit (Invitrogen) eingesetzt. Wovon wiederum 1 yl cDNA in der gPCR-
Amplifikation eingesetzt wurde. Fir den Nachweis der doppelstrdngigen DNA wurde
entweder SYBR Green (Zymo Research, Freiburg, Deutschland) als DNA-bindender
Fluoreszenzfarbstoff verwendet oder es wurden TagMan Genexpressionsassays,
bestehend aus unmarkierten Primern und einer fluorogenen (FAM) TagMan Sonde (Applied
Biosystems by Thermo Fisher Scientific), zur Erkennung des PCR-Produkts genutzt. Als
Mastermix fur die TagMan-PCR wurde der Luna gqPCR-Mix (NEB) eingesetzt. Jeder Ansatz,
siehe Tabelle 25, wurde in Triplikaten bestimmt. FUr die Datenauswertung wurde die AACT-
Methode angewandt. Hierbei wurde auf die Expression des TATA-binding-Proteins (TBP)
als Housekeeping-Gen normalisiert. Die Oligonukleotide, die in der qRT-PCR eingesetzt
wurden, sind in Tabelle 9 und Tabelle 10 angegeben. Die mRNA-Expression der
Kontrollzellen diente jeweils als Bezugspunkt und wurde daher auf Eins gesetzt. Die mRNA-
Expression der anderen Bedingungen wurde dazu in Bezug gesetzt und in Relation zur

Expression der Kontrollzellen ausgegeben.

Tabelle 25: Zusammensetzung der qRT-PCR-Ansétze
SYBR Green TagMan
384-Well Platte

[ul]

96-Well Platte [ul] | 384-Well Platte [pl]

SYBR Green Mix mit

ROX Additive (1:500) 10 > )
Luna gPCR-Mix - - 5
TagMan Assay - - 0,5
Primermix (10 uM) 0,5 0,25 -
H>O 6,5 1,75 1,5
Template (1:3) 3 3 3

s 20 10 10
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2.4 Zellbiologische Methoden

Im Folgenden werden zellbiologische Methoden beschrieben, die zur Anfertigung dieser

Arbeit genutzt wurden.

2.4.1 Kultivierung von Zelllinien

HEK293T Zellen (DSMZ, Braunschweig, Germany) wurden in DMEM GlutaMAX Medium
(Gibco, Waltham, MA, USA), ST2 Zellen (DSMZ) in RPMI 1640 GlutaMAX Medium (Gibco)
kultiviert, welche mit 10 % Fotalem Kalber Serum (FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin
(Gibco) versetzt wurde. Die mBMSC Zelllinie M2 [195] wurde in aMEM (Gibco) mit 15 %
FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Alle Zelllinien wurden bei 37 °C und 5 %
COz kultiviert.

Fur die Hemmung von Prmt6 wurden der selektive Inhibitor SGC6870 (Sigma, Darmstadt,
Germany) und dessen inaktive Kontrollverbindung SGC6870N bei einer Konzentration von

5 um verwendet [200].

Fur die Uberexpression von Prmt6 wurden die ST2 Zellen mit Prmt6-LeGOiG2 oder dem
Leervektor LeGOiIG2 (Addgene Plasmid 27341) [198] transduziert. Fir den Knockout von
Prmt6 wurden die Zellen mit gRNA’s im lentiCRISPRv2 (Addgene Plasmid 98290) [201]
Vektor transduziert. Der LeGOiG2 Leervektor und ein Vektor, der eine nicht-spezifische

gRNA exprimiert, wurden als Kontrollen verwendet.

2.4.2 Immunofluoreszenz Mikroskopie

ST2 Zellen wurden auf Kollagen-beschichteten Coverslips kultiviert, mit PBS+/+
gewaschen und mit 4 %-igem Formaldehyd flr 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach
erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 0,1% Triton-X 100 (Carl Roth, Karlsruhe)
in PBS fur 5 Minuten permeabilisiert. Nach einem 30-minGtigen Blockierungsschritt in 5 %
BSA in PBS wurden die Zellen mit den Primarantikérpern markiert, gewaschen und mit
Sekundarantikdrpern gefarbt. Die Zellkerne wurden zusatzlich mit DAPI, sowie das
cytoplasmatische F-Aktin mit Phalloidin (iFluor655, Abcam) gefarbt. Die Farbung wurde mit
Fluoramount-G (Invitrogen) fixiert. Analysiert wurden die Proben mit dem LSM710 (Zeiss,
Oberkochen). Die verwendeten Antikdrper und deren Konzentrationen sind in Tabelle 12

aufgeflhrt.
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2.4.3 Adipogene Differenzierung und Oil-Red-O Farbung

Die ST2 oder M2 Zellen wurden mit einer Dichte von 15.000 Zellen/cm? Kultivierungsflache
in Adipozyten-Differenzierungsmedium (DMEM GlutaMAX, angereichert mit 9 % FCS,
250 nM Dexamethason, 1 yM Rosiglitazon, 5 pg/ml Insulin, 450 uM IBMX) ausgesat. Das

Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt.

Nach der Adipozyten-Differenzierung, sowie zu den angegebenen Zeitpunkten wahrend der
Differenzierung, wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 4 %-igem Formaldehyd flr
10 min fixiert. Danach wurden die Zellen mit 60 %-igem Isopropanol gewaschen und die
Wells, vor der Zugabe der Qil-Red-O Lésung, komplett getrocknet. Als Negativkontrolle
dienten Zellen, die in mit Losungsmittel versetztem Kultivierungsmedium gehalten wurden.
Die Fetttropfchen wurden mit dem Mikroskop analysiert. Fir eine Quantifizierung der
Fettmenge wurde anschlieRend das in den Zellen gebundene QOil-Red-O mit 100 %-igem

Isopropanol aus den Zellen herausgeldst und bei 500 nm im Platten-Lesegerat analysiert.

2.4.4 Erzeugung der Lentiviren

Fir die Herstellung der Lentiviren wurden 4,5x10° HEK293T-Zellen in 10-cm Schalen
ausgesat. Nach 24 h wurden die HEK293T-Zellen mit einem Mix bestehend aus 65 pl PEI
(1 mg/ml), 4 ug pMD2.G (Verpackungsplasmid), 6,5 ug pCMVdelta8.91
(Verpackungsplasmid) und 10 ug des Zielplasmids transfiziert. Pro Ansatz wurden zwei
Platten HEK293T-Zellen transfiziert. Der Virus-enthaltende Mediumiberstand wurde
jeweils nach 24 h und 48 h nach der Transfektion abgenommen, gepoolt und durch eine
PVDF-Membran mit 0,45 um PorengréRe gefiltert. AnschlieRend wurde der Uberstand bei
25.000 rpm fir 1,5h bei 4 °C ultrazentrifugiert. Das Pellet wurde in 300 ul PBS

resuspendiert und der Virus anschlieRend bei —80 °C eingefroren.

2.4.5 Transduktion der Zellen

FiUr die Transduktion wurden 0,6x10® ST2-Zellen in 10 ml Kulturmedium zusammen mit
50 pl Virus und 8 pug/ml Polybrene (Sigma) in eine 10-cm Schale gegeben. Bei der Prmt6-
LeGOIG2 Uberexpression diente Virus mit dem LeGOiG2-Leervektor als Kontrolle. Die
Transfektionseffizienz kann bei diesem Vektor liber das exprimierte GFP am Mikroskop und
im  Durchflusszytometer  Uberprift werden. Experimente wurden ab einer
Transduktionseffizienz von 80 % durchgefuhrt. Fir die Knockout-Experimente wurde eine
nicht-spezifische gRNA im lentiCRISPRv2 Vektor als Kontrolle genutzt. 24 h nach der
Transduktion wurde das Medium gewechselt. Auf dem lentiCRISPRv2 Vektor befindet sich
ein Selektionsmarker fur eine Puromycin-Resistenz. Hier wurde zudem ab 48 h nach der
Transduktion 1 pg/ml Puromycin (InvivoGen, Toulouse, France) zum Medium hinzugeflgt.

Als Sterbekontrolle fur nicht-transduzierte Zellen wurde von Beginn an eine 10-cm Schale
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mit Zellen mitgeflhrt, die lediglich statt 50 ul Virus mit 50 ul PBS transduziert wurden. Diese

Zellen starben spatestens 48 h nach der Puromycin-Behandlung.

2.5 Nomenklatur

Der Ubersichtlichen Lesbarkeit wegen, wurde in der in der Einleitung und den Uberschriften
auf die korrekte Schreibweise von murinen Genen und Proteinen verzichtet und einheitlich
die humane Schreibweise verwendet. In der Einleitung wurden daher alle Gene und
Proteine in GroRbuchstaben geschrieben und gegebenenfalls mit einem h fir human und
m fur murin gekennzeichnet. In der korrekten Schreibweise fir murine Gene und Proteine
ist jeweils nur der erste Buchstabe in GroRbuchstaben. Gene werden zusatzlich kursiv

geschrieben.

2.6 Statistik/Auswertung

Alle Experimente wurden mindestens in drei unabhangigen Replikaten durchgefihrt. Die
Ergebnisse wurden mit der Software GraphPad Prism analysiert. In den Abbildungen
dargestellt sind die Daten als Mittelwert + Standardfehler. Mittels Student’s t-Test oder
ANOVA (Varianzanalyse, analysis of variance) wurden die Signifikanzen ermittelt. Die

jeweiligen P-Werte sind in den Abbildungsbeschriftungen angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von PRMTG6 in der Adipogenese

Einzelzel-mRNA-Expressionsdaten des Human Protein Atlas zeigen keine Zelltyp-
spezifische Expression von PRMT6 [202, 203]. Aus den Daten ist jedoch eine geringere
Expression von PRMT6 in Adipozyten als in mesenchymalen Zellen (MSCs) zu entnehmen
[203, 204], siehe Abbildung 4. Da Adipozyten durch Differenzierung aus diesen Zellen

hervorgehen, soll ein moglicher Effekt von PRMT6 auf die Adipogenese untersucht werden.

PRMT6
10+

nTPM

Abbildung 4: Einzelzell-mRNA-Sequenzierung von PRMT6

Einzelzel-mRNA-Expressionsdaten des offentlich zuganglichen Human Protein Atlas zeigen
geringere Mengen von PRMT6 in Adipozyten im Vergleich zu mesenchymalen Zellen. Die
Quantifizierung der Expressionsniveaus wird in Transkripte pro Million (nTPM) angegeben. Die
bereitgestellten Daten erlauben keine Darstellung mit Fehlerbalken.

Um die Rolle von PRMT6, wahrend der Adipogenese von MSCs, zu untersuchen wurde die
Expression von Prmt6 in murinen ST2 Zellen, welche stromale Vorlauferzellen darstellen,
untersucht. Diese Zellen haben das Potential zur osteogenen und adipogenen

Differenzierung [205].

Zunachst wurde die erfolgreiche Differenzierung in ST2 Zellen Gberpruft. Hierfur wurden die
ST2 Zellen fir 14 Tage mittels Adipozyten-Differenzierungsmedium behandelt und zu
verschiedenen Zeitpunkten im Differenzierungsverlauf die mMRNA-Level adipozytarer Gene
Uberprift (Abbildung 5, Abbildung A 1). Durch C/ebpf wird die Adipogenese initiiert. Dieser
Transkriptionsfaktor wird bereits 24 h nach Differenzierungsstart in den ST2 Zellen hoch
reguliert (siehe Abbildung A 1A). Ppary gilt als Masterregulator der Adipogenese. Beide
Isoformen, Ppary1 und Ppary2 (Abbildung 5A, Abbildung 5B), zeigten nach Induktion der
Differenzierung erhdhte Expressionen. Auch die Genexpression von C/ebpa war bereits
24 h nach Differenzierungsbeginn erhoht (Abbildung 5C, Abbildung A 1B). Nicht nur die
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Genexpressionen dieser Transkriptionsfaktoren waren (ber den Differenzierungsverlauf
signifikant erhoht, auch die Proteinmenge stieg innerhalb der ersten drei Tage nach
Induktion (Abbildung 5D) an. An den Tagen 2 und 3 nach Differenzierungsstart konnte
Ppary2 im Western Blot detektiert werden. Als Ladekontrolle diente TATA-Box Binde-
Protein (TBP). Die mRNA-Level sowie deren Proteinexpression der adipozyten
spezifischen Gene Fabp4 (Abbildung 5E, Abbildung A 1C) und Adipoq (Abbildung 5F,

Abbildung A 1C) waren nach Differenzierungsbeginn rasch drastisch erhoht.

>
vy}

Cc

Clebpa
124

Y
©
Q
=
<
-
U
el
Q
=
<
N

kK

*

a
]
(2}
o
]
*
*
*

*%

~
1
*
*
*
*
HY ¢
*
*
©
L
od1d o
*
*
*
*
*
*

relative Expression
°
relative Expression

404 ? [ ] Y *kk

w
1
*

N
1
[ J

[ ]

20

relative Expression
(o)
1
°

-

0_
Tage O

T
10 14 Tage 0 3 7 10 14 Tage 0 3 7 10 14

w -
~

Tage 0 1 2 3 Fabp4 Adipoq

.« |Ppary2 200+ 80- ok
S5 kDA s —— o\ | ok °
60— -I-

[ J

150 _:’L 'i'

100

*kk o
. - *kk
N m h
0-—ope O"* T T T T
7 10 14

42 KDa | s ———
Clebpa
28 kDa| = o — —

37 kDa | ey s e | TBP

N
o
1

relative Expression
relative Expression
N
T

T 1 1 1 1
Tage 0 3 7 10 14 Tage 0 3

Abbildung 5: Genexpression wahrend der Adipozyten Differenzierung

ST2 Zellen wurden 14 Tage mit Adipozyten-Differenzierungsmedium behandelt und zu den
angegebenen Zeitpunkten wahrend des Differenzierungsprozesses ihre Genexpression mittels qRT-
PCR ermittelt. Expression von (A) Ppary1, (B) Ppary2 und (C) C/ebpa wahrend der Adipogenese.
(D) Die Western Blot Analyse zeigt die Expression der Proteine Ppary1, Ppary2 und C/ebpa wahrend
der angegebenen Zeitpunkte der Adipogenese. Der Western Blot wurde mit Lysaten von
differenzierten ST2 Zellen und Antikdrpern gegen die gezeigten Proteine durchgefihrt. Im Western
Blot diente TBP als Ladekontrolle. mMRNA-Level der Adipozyten-spezifischen Gene (E) Fabp4 und
(F) Adipoq. Die qRT-PCR wurde mit genspezifischen Primerpaaren durchgefiihrt und die Daten als
relative Expression, normalisiert auf das Housekeeping-Gen TBP, dargestellt. Die Werte von Tag 0
wurden als 1 gesetzt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler aus dem Mittelwert von
mindestens drei Experimenten. Die P-Werte wurden mittels ANOVA berechnet. *P<0,033,
**P<0,002, ***P<0,001.

Zudem wurde das Oberflachenprotein Perilipin untersucht, welches die Lipidtropfen in

Adipozyten umhiillt. Die Genexpression von Plin1 war bereits 24 h nach Induktion der
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Differenzierung erhéht (Abbildung A 1D). Als in der Adipogenese negativ reguliertes Gen
wurde Runx2 untersucht. Runx2 spielt in der Osteogenese eine grofe Rolle. Die Literatur
beschreibt eine jeweilige Hemmung von Ppary oder Runx2 im jeweils gegensatzlichen
Differenzierungsprogramm. Die Hemmung von Runx2 in der Adipogenese in ST2 Zellen
konnte bestatigt werden (Abbildung A 1E).

Aullerdem wurde die Expression einiger relevanter Transkriptionsfaktoren im
Differenzierungsverlauf in einer weiteren murinen Zelllinie, den M2 Zellen, Uberpruft
(Abbildung A 2). In dieser Zelllinie konnte mit dem angewandten Differenzierungsprotokoll
ebenfalls ein Anstieg der Expression fur Ppary (Abbildung A 2A), C/ebpa (Abbildung A 2B),
Fabp4 (Abbildung A 2C) und Adipoq (Abbildung A 2D) nachgewiesen werden.

Die erfolgreiche Differenzierung wurde zudem mittels Qil-Red-O Farbung der in die Zellen
eingelagerten Fettsauren Uberprift. Uber den Differenzierungsverlauf wird immer mehr Fett
in den Zellen eingelagert. Im Lichtmikroskop waren erste kleine Fetttropfen ab Tag 6 der
Differenzierung zu sehen. Daher wurde der erste Zeitpunkt fur die Untersuchungen auf
sieben Tage nach Induktion der Adipogenese festgelegt. Der zweite Zeitpunkt nach
14 Tagen markiert den Endpunkt der Adipogenese. In den Experimenten nahm die
Fettmenge in den ST2 Zellen (Abbildung 6) sowie den M2 Zellen (Abbildung A 3) im

Differenzierungsverlauf zu.

Tag 0

Abbildung 6: Farbung des eingelagerten Fetts in den Zellen

ST2 Zellen wurden 14 Tage mit Adipozyten-Differenzierungsmedium behandelt, fixiert und mit Oil-
Red-O geféarbt. Oil-Red-O farbt intrazellulares Fett, welches im Laufe der Adipogenese in den Zellen
eingelagert wird. Nach sieben Tagen der Differenzierung konnten bereits Fetttropfen in den Zellen
gefarbt werden, die sich nach 14 Tagen vermehrten und vergrdlRerten. Abgebildet sind
reprasentative Bilder der Oil-Red-O Farbung. Der Mal3stab gibt 100 ym an. N=3.

Mit der Adipogenese geht eine gro3e Umstrukturierung der Zelle einher. Um mdogliche
Lokalisationsanderungen von Prmt6 auf Grund des Differenzierungsprozessen zu ermitteln,
wurde Prmt6 in ST2 Zellen mittels Immunfluoreszenz lokalisiert (Abbildung 7A). Hierfur
wurde das Cytoskelett der Zelle sowie der Zellkern gefarbt. Phalloidin farbt das F-Aktin (rot)
und DAPI markiert die DNA im Zellkern (blau). Prmt6 ist in Abbildung 7 griin dargestellt.

Prmt6 befand sich in ST2 Zellen sowohl im undifferenzierten Zustand als auch nach
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erfolgter Differenzierung zum Adipozyten, im Nukleus. In der Negativkontrolle (Abbildung

7B) war keine Farbung durch den sekundaren Antikorper ersichtlich.

A

Phalloidin DAPI Prmt6

ST2 Zellen

ST2 Zellen
adipo. Diff.
14 Tage

B

Phalloidin

ST2 Zellen

ST2 Zellen
adipo. Diff.
14 Tage

Abbildung 7: Immunofluoreszenzfarbung von Prmt6

ST2 Zellen wurden fur 14 Tage in Richtung Adipozyten differenziert. Immunofluoreszenzfarbung von
nicht-differenzierten und fir 14 Tage differenzierten ST2 Zellen. Rotes Phalloidin-iFluor555 farbt
cytoplasmatisches F-Aktin und die blaue DAPI-DNA-Farbung zeigt den Zellkern an. (A) Prmt6 wurde
mit einem Anti-Prmt6-Antikdrper nachgewiesen und mit einem Alexa-488-Sekundarantikérper (grin)
markiert. (B) In der Negativkontrolle ist keine Farbung ersichtlich. Der duflerst rechte Teil der
Abbildung zeigt die Zusammenfiihrung der drei Signale. Die Farbung zeigt das Vorhandensein von
Prmt6 im Zellkern vor und nach 14 Tagen adipozytarer Differenzierung. Abgebildet sind
reprasentative Aufnahmen der Immunofluoreszenzfarbungen. Der Mafstab gibt 20 um an.
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Um eine mogliche Rolle von Prmt6 in der Adipogenese zu erforschen, wurde dessen
MRNA-Expressionslevel wahrend der 14-tdgigen Adipogenese in ST2 Zellen untersucht
(Abbildung 8A, Abbildung A 1E). Die Expression blieb tiber den Verlauf der Differenzierung
weitestgehend konstant. An Tag 2 und Tag 3 nach Induktion war die Expression von Prmt6
dagegen erhdéht. Auf Proteinebene nahm Prmt6 wahrend der Adipogenese in ST2 Zellen
hingegen konstant ab (Abbildung 8B). Als Ladekontrolle im Western Blot diente -2-
Mikroglobulin (B2m). In M2 Zellen war dagegen kein signifikanter Anstieg der mRNA-
Expression von Prmt6 nachweisbar (Abbildung A 2E).

A B
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Abbildung 8: Prmt6 wahrend der Adipogenese

ST2 Zellen wurden 14 Tage mit Adipozyten-Differenzierungsmedium behandelt und zu den
angegebenen Zeitpunkten wahrend des Differenzierungsprozesses wurde die Expression von Prmt6
ermittelt. (A) mRNA-Expression von Prmt6 zu den angegebenen Zeitpunkten wahrend der
Adipogenese. Die real-time PCR wurde mit spezifischen Primern durchgefuhrt. Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler (N=6). Die P-Werte wurden mittels ANOVA berechnet. ***P<0,001. (B)
Der Western Blot zeigt die Proteinexpression von Prmt6 zu den angegebenen Zeitpunkten der
Adipozyten-Differenzierung. Der Western Blot wurde mit Antikdrpern gegen die gezeigten Proteine
durchgefihrt. Ein Western Blot mit einem Anti-B2m Antikoérper diente als Ladekontrolle. (N=3).

Wahrend der Adipogenese war ein Effekt in der Expression von Prmt6 in ST2 Zellen zu
sehen. Auf mRNA-Ebene nimmt die Expression von Prmt6 zu, das Protein wird im
Differenzierungsverlauf immer weniger (Abbildung 8). Eine mdgliche Ursache hierfur ist die
proteasomale Degradierung von Prmt6. Um dies zu untersuchen, wurden ST2 Zellen mit
20 PM des Proteasom Inhibitors MG132 (sc-201270, Santa Cruz Biotechnology) oder der
Lésemittelkontrolle DMSO behandelt. Nach 6 h wurde kein Effekt auf Prmt6 festgestellt.
Runx2 diente dabei als Positivkontrolle fir die proteasomale Degradierung [206]. Fir den
Fall, dass die Halbwertszeit von Prmt6 deutlich langer als die von Runx2 in ST2 Zellen ist,
wurde die Expression von Prmt6 auch nach 8 h und 12 h Inhibitorbehandlung mit MG132
untersucht. Auch hier war kein Effekt auf die Expression von Prmt6 erkennbar. Daher ist

nicht anzunehmen, dass Prmt6 in ST2 Zellen der proteasomalen Degradierung unterliegt.
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Abbildung 9: Prmt6 unterliegt nicht der proteasomalen Degradierung

ST2 Zellen wurden mit 20 yM Proteasom Inhibitor MG132 oder DMSO als Kontrolle behandelt. (A)
Western Blot Analyse der fir 6 h behandelten ST2 Zellen. Der Western Blot zeigt die
Proteinexpression von Prmt6 und Runx2. Der Western Blot wurde mit Lysaten der ST2 Zellen
durchgefiihrt, die zuvor fiir 6 h mit 20 uM Proteasom Inhibitor MG132 oder DMSO behandelt wurden.
Der Western Blot wurde mit Antikdrpern gegen die gezeigten Proteine durchgefiihrt. Ein Western
Blot mit einem Anti-Gapdh Antikorper diente als Ladekontrolle. Es wurden Expressionsunterschiede
der Proteine von Prmt6 und Runx2 untersucht. Gapdh diente als Ladekontrolle. N=3. (B) ST2 Zellen
wurden mit 20 yM Proteasom Inhibitor MG132 oder DMSO als Kontrolle tber 12 h behandelt.
Dargestellt ist Quantifizierung der Proteinexpression aus Western Blots von Prmt6, normalisiert zu
Gapdh, an den angegebenen Zeitpunkten. N=3.

3.2 PRMT6 hemmt die Adipogenese

Um den Einfluss von Prmt6 auf die Adipogenese zu untersuchen, wurde Prmt6 zunachst in

ST2 Zellen Uberexprimiert und daraufhin die adipogene Differenzierung initiiert.

Der Nachweis der Uberexpression des Prmt6 Proteins erfolgte durch Immunoblotting mit
einem gegen Prmt6 und einem gegen HA-Tag gerichteten Antikorper (Abbildung 10A). TBP
diente dabei als Ladekontrolle. In den Zellen der mit der Uberexpression wurde mehr Prmt6
detektiert als in den ST2 Zellen, die mit Leervektor transduziert wurden. Der HA-Tag wurde
lediglich in den Prmt6 Uberexprimierenden Zellen nachgewiesen. Auch die relative
Expression der mRNA ist in den Prmt6 Zellen drastisch erhéht (Abbildung 10B).
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Abbildung 10: Prmt6 hemmt die Adipogenese

HA-Prmt6, sowie der Leervektor LeGOiIG2 als Kontrolle, wurden lentiviral in ST2 Zellen transduziert.
(A) Der Western Blot zeigt die Proteinexpression von Prmt6, HA-Prmt6 und TBP als Ladekontrolle.
Der Western Blot wurde mit Anti-Prmt6, Anti-HA und Anti-TBP Antikérpern durchgefiihrt. TBP diente
dabei als Ladekontrolle. Die Uberexpression konnte (iber beide Antikérper nachgewiesen werden.
HA war nur in den HA-Prmt6 transduzierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle sichtbar. (B) Die Prmt6-
Uberexpression zeigte sich auch auf mRNA-Ebene. Die gqRT-PCR wurde mit genspezifischen
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Primerpaaren fir Prmt6 durchgefiihrt und die Daten als relative Expression, normalisiert auf das
Housekeeping-Gen TBP, dargestellt. Wahrend der Differenzierung der ST2 Zellen fiir 14 Tage wurde
die Genexpression von relevanten Transkriptionsfaktoren fur die Adipozyten-Differenzierung an den
gegebenen Zeitpunkten untersucht. (C) Ppary1 wurde in den Prmt6 exprimierenden Zellen weniger
exprimiert als in den Kontrollzellen. (D) Ppary2 als adipogener spezifischer Marker war ebenfalls
verringert. (E) C/ebpa und (F) Fabp4 waren ebenfalls in den Prmt6 exprimierenden Zellen geringer
exprimiert. (G) Auch die Adipokine Adiponektin (Adipoq) und Adipsin waren and Tag 7 weniger
exprimiert als in den Kontrollen. Die gRT-PCR wurde mit genspezifischen Primerpaaren fir die
gezeigten Gene durchgefuhrt und die Daten als relative Expression, normalisiert auf das
Housekeeping-Gen TBP, dargestellt. Die Werte von Tag 0 der Kontrolle wurden als 1 gesetzt. (H)
Die Uberexpression von Prmt6 zeigte weniger eingelagertes Fett zu den angegebenen Zeitpunkten
als in den Kontrollzellen. Abgebildet sind reprasentative Bilder der Oil-Red-O Farbung. Der Mal3stab
zeigt 200 um. (1) Die Quantifizierung der Fettmenge zeigte eine hohere Konzentration an Fett in den
Kontrollzellen im Vergleich zu den Prmt6 exprimierenden Zellen. Die P-Werte wurden mittels ANOVA
berechnet. *P<0,033, **P<0,002, ***P<0,001.

Durch Wechsel des Kultivierungsmedium auf das Adipozyten-Differenzierungsmedium
wurden die ST2 Zellen anschlieBend 14 Tage lang hin zu Adipozyten differenziert. Durch
die Uberexpression von Prmt6 war der Anstieg der wichtigen Regulatoren der Adipogenese
Ppary1 (Abbildung 10C), Ppary2 (Abbildung 10D) und C/ebpa (Abbildung 10E) reduziert.
Auch die relative Expression von Fabp4 war Uber den Differenzierungsverlauf hinweg in
den ST2 Zellen mit Prmt6 Uberexpression geringer (Abbildung 10F). Betrachtet man zudem
die relative Expression der Adipokine Adiponektin (Adipoq) und Adipsin nach 7-tagiger
Differenzierung, so wurde auch hier der negative Effekt durch Prmt6 deutlich (Abbildung
10G). Als Resultat dieser Ergebnisse wurde in den Kontrollzellen eine héhere Fettmenge
Uber die Farbung der eingelagerten Fetttrépfchen ermittelt als nach Prmt6 Uberexpression
(Abbildung 10H). Dies spiegelte sich auch in der Quantifizierung der Fettmenge wider
(Abbildung 10I).

3.3 Interaktion von PPARy mit PRMT6

Durch die Inhibierung von Prmt6 zeigte sich eine erhéhte Expression von C/ebpa, was ein
wichtiges Zielgen von Ppary2 wahrend der Adipogenese darstellt. Dies unterstutzt die

Annahme, das Prmt6 durch Ppary an den Promotor von C/ebpa rekrutiert wird [207].

Um zu Uberprifen, ob die Isoformen Ppary1 und Ppary2 mit Prmt6 assoziieren kénnen,
wurde eine Coimmunoprazipitation (ColP) durchgefihrt. Hierfir wurde Flag-markiertes
PRMT6 mit beiden PPARYy Isoformen in HEK293T Zellen exprimiert. In der ColP wurden
anti-Flag-Beads verwendet, um Flag-PRMTG6 zu prazipitieren. Der Western Blot mit anti-
Ppary Antikorper zeigte eine Coprazipitation von beiden untersuchten Isoformen von
PPARy, PPARy1 und PPARy2, mit PRMT6 (Abbildung 11A).
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Die Interaktion von PPARy und PRMT6 wurde anschlielfend in einem GST-Pulldown
Experiment mit rekombinantem GST-PRMT6 und in vitro translatiertem S markiertem
PPARYy bestatigt (Abbildung 11B).

A B
Input GST-PD
5% Input IP-aFlag - :
Flag-PRMT6 + - - + + + - — + + e =
PPARyl — + - + - — + + - il
PPARY2 - - + - + - — + - +
- C——
55 kDa — == |PPARy
e
42 kDa | s — — S—  PRMT6

Abbildung 11: Interaktion von PPARy und PRMT6 auf Proteinebene

Die Protein-Protein Interaktion von PPARy und PRMT6 wurde Uber zwei verschiedene Methoden
nachgewiesen. (A) ColP in HEK293T Zellen, bei der nach der Prazipitation von Flag-PRMT6
PPARy1 und PPARY2 im Western Blot detektiert wurden. Im Western Blot wurden die Proteine mit
einem Anti-PPARYy und einem Anti-Flag Antikérper fir PRMT6 angefarbt. (B) GST-Pulldown (GST-
PD) mit 3°S markiertem PPARYy. In Spur 1 ist die GST-Kontrolle aufgetragen. Dort ist kein
Proteinnachweis erfolgt. In Spur 2 ist das mit GST markierte PRMT6 aufgetragen. Im
Autoradiogramm sind auf Hohe von PPARy im GST-PD Banden sichtbar. Die Coomassie-Farbung
ganz rechts aufden zeigt den Nachweis von GST in Spur 1 und GST-PRMT®6 in Spur 2.

DarUber hinaus wurde eine Chromatinimmunoprazipitation (ChlP) von endogenem Ppary
und Prmt6 am C/ebpa Promotor in ST2 Zellen durchgefihrt. Hierbei konnten Ppary und
Prmt6 in der Nahe des Transkriptionsstarts des C/ebpa-Gens detektiert werden (Abbildung
12A). Zudem waren Ppary und Prmt6 an der Promotorregion von Ppary gebunden
(Abbildung 12B).

Um weitergehend zu untersuchen ob Ppary und Prmt6 gleichzeitig an den C/ebpa Promotor
binden, wurde eine sequenzielle Chromatinimmunoprazipitation (ChlP-reChIP)
durchgefuhrt. Eine simultane Bindung der beiden Transkriptionsfaktoren Ppary und Prmt6
am C/ebpa und Ppary am Promotor konnte ermittelt werden (Abbildung 12C, D). An der
Kontrollregion konnte keine Transkriptionsfaktorbindung festgestellt werden (Abbildung
12E).

Diese Daten zeigen eine gemeinsame Bindung von Ppary und Prmt6, sowohl am Ppary als

auch am C/ebpa Promotor, in undifferenzierten ST2 Zellen.
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Abbildung 12: Interaktion von Prmt6 und Ppary auf Chromatinebene

(A) Um die Bindung von Prmt6 und Ppary an den C/ebpa Promotor zu untersuchen, wurde eine ChIP
mit Antikbrpern durchgefuhrt, die endogenes Prmt6 bzw. Ppary nachweisen. (B) Bindung von Prmt6
und Ppary am Ppary Promotor. (C-E) Um zu ermitteln, ob Prmt6 und Ppary gemeinsam an Zielgene
binden, wurde eine ChlP-reChlP-Analyse durchgefihrt. (C) ChlP-reChlIP Analyse von Prmt6 und
Ppary am Promotor von C/ebpa (C) und Ppary (D). (E) ChIP-reChIP Analyse von Prmt6 und Ppary
an einer Kontrollregion. (A-E) Die ChIP wurde an undifferenzierten ST2-Zellen durchgefihrt. Fir die
gRT-PCR wurden spezifische Primerpaare auf der Promotorregion eingesetzt. Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler aus dem Mittelwert von mindestens drei Experimenten. Die P-Werte
wurden mittels ANOVA berechnet. **P<0,002, ***P<0,001.
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3.4 Verlust von PRMTG6 fordert die Adipogenese

Die Uberexpression von Prmt6 hemmt die Adipogenese (Abbildung 10). Um weitergehende
Untersuchungen zum Einfluss von Prmt6 auf die Expression von Ppary und C/ebpa
durchzufiihren, wurde Prmt6 mit Hilfe von CRISPR/Cas9 in ST2 Zellen entfernt. Der
Knockout von Prmt6 war, sowohl auf Protein-Ebene (Abbildung 13A) als auch auf mRNA-
Ebene (Abbildung 13B), nachweisbar. Dieser Verlust von Prmt6 resultierte in einer
starkeren Expression von Ppary wahrend der adipogenen Differenzierung (Abbildung 13C).
In einem der beiden Prmt6 Knockout-Konstrukte war im Vergleich zu den Kontrollzellen
bereits im undifferenzierten Zustand der ST2 Zellen eine hdéhere Ppary-Expression
festzustellen. Zudem wurde eine gesteigerte Expression von C/ebpa nach der adipogenen
Induktion deutlich (Abbildung 13D). Dieser Trend fihrt sich in der Expression des
Adipozytenmarkers Fabp4 fort. Im Vergleich zu den Kontrollzellen wiesen beide Prmt6
Knockout-Konstrukte héhere Expressionslevel von Fabp4 auf (Abbildung 13E). Als
Konsequenz der Expressionsanderungen pro-adipogenen Markern ergab die nachfolgende
Farbung der Fetttropfchen mehr eingelagertes Fett in jenen Zellen, die den Prmt6 Knockout
aufwiesen (Abbildung 13F).

Um die endogene Aktivitat von Prmt6 zu verringern, wurde der spezifische Inhibitor
SGC6870 und dessen inaktive Variante SGC6870N [200] eingesetzt (Abbildung 14). ST2
Zellen wurden mit 5 uM Inhibitor fir 24 h behandelt. Anschliellend wurde die Inhibitoraktiviat
Uber die die relative Expression der von Prmt6 vermittelten Histonmodifikation H3R2me2a
uberpruft. Die Expression von H3R2me2a wurde aus Western Blots quantifiziert und gegen
Histon H3 normalisiert. Im Vergleich zur Kontrolle wiesen die mit Inhibitor behandelten ST2
Zellen eine geringere relative Expression von H3R2me2a auf (Abbildung 14A, Abbildung A
4). Daraufhin wurden die Zellen fur 72 h differenziert. Die Inhibitorbehandlung fuhrte, wie
auch beim Knockout von Prmt6 (Abbildung 13), zu einer hdheren Genexpression der
Adipozytenmarker Ppary1, Ppary2, C/ebpa und Fabp4 (Abbildung 14B-E). Diese
Unterschiede waren auch auf Proteinebene sichtbar (Abbildung 14F). Die Werte der
Quantifizierung sind in der Abbildung angegeben. Die Farbung der eingelagerten
Fetttropfen in den Zellen machte deutlich, dass die Hemmung von Prmt6 einen Effekt auf
die Adipogenese aufweist. Nach 72-stundiger Induktion zur adipozytaren Differenzierung
hatten die Prmt6-inhibierten Zellen bereits Fett eingelagert, wahrend dies in den
Kontrollzellen nicht der Fall war (Abbildung 14G).
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Abbildung 13: Prmt6 Knockout verstarkt die Adipogenese

Der CRISPR/Cas9 vermittelte Prmt6 Knockout wurde in ST2 Zellen mit zwei gRNA’s generiert. (A)
Western Blot zeigt den Verlust der Prmt6-Expression nach CRISPR/Cas9 vermitteltem Prmt6
Knockout. Es wurden zwei verschiedene Knockout gRNAs ausgewahlt (KO #1, KO #2). Der Western
Blot wurde mit einem Anti-Prmt6 Antikérper und einem Anti-Gapdh Antikérper als Ladekontrolle
durchgefiihrt. (B) Die Genexpression von Prmt6 wurde mittels gRT-PCR nach dem Prmt6 Knockout
bestimmt. Ein Knockout konnte mit beiden genutzten gRNAs nachgewiesen werden. (C) Die

Genexpression
Differenzierung
Genexpression
Differenzierung
Genexpression
Differenzierung

von Ppary wurde mittels gRT-PCR zu den angegebenen Zeitpunkten der
in den Kontrollzellen und in den Prmt6-Knockout-Zellen bestimmt. (D) Die
von C/ebpa wurde mittels qRT-PCR zu den angegebenen Zeitpunkten der
in den Kontrollzellen und in den Prmt6-Knockout-Zellen bestimmt. (E) Die
von Fabp4 wurde mittels qRT-PCR zu den angegebenen Zeitpunkten der
in den Kontrollzellen und in den Prmt6-Knockout-Zellen bestimmt. Die P-Werte

wurden mittels ANOVA berechnet. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler aus dem Mittelwert
von mindestens drei Experimenten. ***P<0,001. (F) Der Verlust von Prmt6 férdert die Bildung von
Lipidtropfchen wahrend der Adipogenese. Abgebildet sind reprasentative Bilder der Oil-Red-O
Farbung. Der Mal3stab zeigt 100 um.
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Abbildung 14: Inhibierung von Prmt6 férdert die Adipogenese

ST2 Zellen wurden mit 5 pM Inhibitor SGC6870 oder dessen inaktives Compound SGC6870N
behandelt. 24h nach der initialen Behandlung mit Inhibitor wurden die Zellen fur 72h differenziert. (A)
Bestatigung der Inhibitoraktivitdt. Der Western Blot von Histonextrakten aus Kontroll- und Inhibitor
behandelten ST2 Zellen nach 72 Stunden Differenzierung wurde mit Antikérpern gegen H3R2me2a
und Histon H3 durchgefiihrt. Abgebildet sind die Werte aus drei Bestimmungen von den Inhibitor
behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle (links) und ein reprasentativer Western Blot (rechts).
H3R2me2a wurde aus Western Blots quantifiziert und gegen die Werte von Histon H3 normalisiert.
Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts aus drei unabhangigen Experimenten.
Die P-Werte wurden mit dem Student's t-Test berechnet, der die Kontrollzellen mit den mit Prmt6-
Inhibitor behandelten Zellen vergleicht. **P < 0.002. (B) Expression der Ppary1-Isoform nach
Hemmung von Prmt6 nach 72 Stunden Adipozyten-Differenzierung. Die Genexpression von Ppary1
wurde mittels qRT-PCR zu den angegebenen Zeitpunkten in den mit Prmt6-Inhibitor oder
Kontrollsubstanz behandelten Differenzierungszellen bestimmt. (C) Expression der Ppary2-Isoform
nach Prmt6-Inhibition auf mMRNA-Ebene, bestimmt durch gRT-PCR. (D) Expression von C/ebpa auf
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mRNA-Ebene nach Prmt6-Inhibition und Adipozyten-Induktion, gemessen durch qRT-PCR. (E)
Genexpression von Fabp4 in den Prmt6-inhibierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle nach 72
Stunden Differenzierung. (F) Der Western Blot zeigt die Proteinexpression von Ppary und C/ebpa.
Der Western Blot wurde mit Antikdrpern gegen Ppary und C/ebpa durchgefiihrt. TBP diente dabei
als Ladekontrolle. Die Werte der Quantifizierung sind jeweils unter den Proteinbanden angegeben.
Dabei wurden die Werte der Kontrollzellen mit den mit Prmt6-Inhibitor behandelten Zellen zu den
angegebenen Zeitpunkten verglichen. (G) Die Hemmung von Prmt6 férdert die Bildung von
Lipidtropfchen wahrend der Adipogenese. Abgebildet sind reprasentative Bilder der Oil-Red-O
Farbung. Der MaBstab zeigt 100 ym an. 5 uyM des spezifischen Prmt6-Inhibitors SGC6870 und
dessen Kontrollverbindung SGC6870N wurden zur Prmt6-Inhibition verwendet. Die qRT-PCR-Werte
sind als relative Expression, normalisiert auf die TBP-Expression, dargestellt. Die Werte, die fiir die
unbehandelten, nicht differenzierten Zellen ermittelt wurden, wurden als eins gesetzt. Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts aus drei unabhangigen Experimenten. Die
P-Werte wurden anhand der ANOVA berechnet, bei der die Kontrollzellen mit den mit Prmt6-Inhibitor
behandelten Zellen verglichen wurden. ***P < 0,001.

3.5 Cofaktoraustausch am C/EBPa Promotor

Die bisherigen Daten zeigen einen negativen Einfluss von Prmt6 auf die Expression des
Ppary Zielgens C/ebpa und wirkt der Adipogenese entgegen. Daher wurde der Komplex
aus Prmt6 und Ppary vor und nach Induktion der adipogenen Differenzierung am C/ebpa
Promotor in ST2 Zellen (Abbildung 15) und in M2 Zellen (Abbildung A 5) untersucht.

Interessanterweise war die Bindung von Prmt6 nach Induktion der Differenzierung geringer
(Abbildung 15A, Abbildung A 5A), wahrend die Bindung von Ppary gemal Literatur am
C/ebpa Promotor zunahm (Abbildung 15B). AuRerdem verringerte sich die Bindung des
Corepressors Hdac1 nach Differenzierungsstart (Abbildung 15C, Abbildung A 5B), wahrend
die des Coaktivators CBP anstieg (Abbildung 15D). Nicht nur auf Transkriptionsfaktorebene
kam es zu Veranderung am Locus von C/ebpa. Auch die Histonmodifikationen veranderten
sich aufgrund der Differenzierung. So wurde eine geringere Haufigkeit der reprimierenden
Modifikation H3R2me2a nach Differenzierung ermittelt (Abbildung 15E, Abbildung A 5D).
Die aktivierende Histonmodifikation H3K4me3 war bereits im nicht-indizierten Zustand der
ST2 Zellen vorhanden und nahm durch die adipogene Differenzierung zu (Abbildung 15F).
An dieser Stelle ist zu erwahnen, dass viele dieser Ergebnisse auch an der Promotorregion

von Ppary nachgewiesen wurden, siehe hierfur Abbildung A 6.

Die bisher generierten Daten deuten darauf hin, dass sich das Chromatin am C/ebpa
Promotor in undifferenzierten ST2 Zellen nicht in einem unterdrickten Zustand befindet.
Um den Einfluss von Prmt6 auf den Zustand des C/ebpa Promotors noch tiefer zu
analysieren, wurden ST2 Zellen mit einem CRISPR/Cas9-generierten Knockout von Prmt6
untersucht. Die Reduktion von Prmt6 nach dessen Knockout wurde am C/ebpa Promotor
festgestellt (Abbildung 15G). Darlber hinaus war die Bindung von Hdac1 reduziert
(Abbildung 15H) und die CBP-Bindung erhdht (Abbildung 15l). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Anreicherung von Prmt6 am C/ebpa Promotor die Bindung von

Corepressoren und Coaktivatoren an diesem Locus beeinflusst.
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Abbildung 15: Cofaktoraustausch am C/ebpa Promotor

(A-D) ChlIP-Analyse der Bindung von Transkriptionsfaktoren an den C/ebpa Promotor in
undifferenzierten ST2-Zellen und nach adipozytarer Differenzierung von ST2-Zellen fur 48 Stunden.
Dargestellt ist die Bindung von (A) Prmt6, (B) Ppary, (C) Hdac1 und (D) CBP nach adipogener
Induktion fir 48 h. (E-F) ChlIP-Analyse der Histonmodifikationen am C/ebpa Promotor in
undifferenzierten ST2-Zellen und nach adipozytarer Differenzierung von ST2-Zellen fiir 24 Stunden.
(E) H3R2me2a am C/ebpa-Promotor vor und nach adipozytarer Differenzierung. (F) H3K4me3 an
der C/ebpa Promotorregion vor und nach Differenzierungsinduktion. (G-)
Transkriptionsfaktorbindung am C/ebpa Locus nach CRISPR/Cas9 vermitteltem Prmt6 Knockout
(KO). G) Prmt6-Bindung an den C/ebpa Promotor nach Prmt6-Knockout unter Verwendung eines
Anti-Prmt6 Antikérpers. (H) Hdac1-Bindung an den C/ebpa Promotor nach Prmt6 Knockout,
bestimmt durch ChlIP. (I) Bindung von CBP an den C/ebpa Promotor nach Prmt6-Knockout. Die
Daten der Histon-ChlIP werden als prozentualer Input, der auf eine Histon H3 ChIP normalisiert ist,
angegeben. Daten der Transkriptionsfaktor-ChIP sind als relative Anreicherung Uber IgG
angegeben. Die qPCR-Werte wurden mit spezifischen Primern gegen den C/ebpa Locus ermittelt.
Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts aus mindestens drei unabhangigen
Experimenten. Die P-Werte wurden mit Hilfe der ANOVA berechnet. **P<0,002, ***P<0,001.
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3.6 Der Knockout von Ppary verhindert die adipogene Identitat

Um mogliche Signalwege von Prmt6 in der Adipogenese zu finden, wurde durch
CRISPR/Cas9 ein Knockout von Ppary in ST2 Zellen generiert (Abbildung 16A-C). Im
Vergleich zu den Kontrollzellen, konnten in beiden Knockout-Zelllinien weder auf Protein-
Ebene noch auf RNA-Ebene die Isoformen Ppary1 und Ppary2 nachgewiesen werden. Der
Knockout von Ppary verhinderte die Adipogenese (Abbildung 16D-E, G). Alle drei Zelllinien
wurden fir sieben Tage mit Adipozyten-Differenzierungsmedium behandelt. Die relevanten
adipogenen Transkriptionsfaktoren C/ebpa (Abbildung 16D) und Fabp4 (Abbildung 16E)
waren in der Kontrolle deutlich hdher als in den ST2 Zellen mit Ppary Knockout. Nach 7-
tagiger Differenzierung der ST2 Zellen, zeigt die Farbung der Lipidtropchen in den Zellen
mit Ppary Knockout keine (KO #2), beziehungsweise eine reduzierte Menge (KO #1), an
eingelagertem Fett an (Abbildung 16G). Die mMRNA-Expression von Prmt6 veranderte sich
im Differenzierungsverlauf durch den Verlust von Ppary im Vergleich zu den Kontrollzellen
nicht (Abbildung 16F).
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Abbildung 16: Knockout von Ppary verhindert die Adipogenese

Ein Ppary Knockout wurde durch lentivirale Transduktion des CRISPR/Cas9-Systems mit zwei
gRNAs in ST2-Zellen (KO #1 und KO #2) erzeugt. (A) Der Knockout von Ppary wurde durch Western
Blot mit einem Anti-Ppary Antikorper bestatigt. (B-C) Beide Isoformen von Ppary zeigten eine
reduzierte Expression nach Knockout in undifferenzierten Zellen und nach adipozytarer
Differenzierung, bestimmt durch qRT-PCR. (D) C/ebpa Expression bei Differenzierung in den Ppary-
Knockout-Zellen, gemessen mittels qRT-PCR. (E) Expression des adipoytdren Gens Fabp4 bei
Differenzierung in den Ppary Knockout-Zellen, gemessen mittels qRT-PCR. (F) Prmt6 Expression
bei Differenzierung in den Ppary Knockout-Zellen, gemessen mittels qRT-PCR. Die qRT-PCR-Werte
sind als relative Expression, normalisiert auf die TBP-Expression, angegeben. Die fur die nicht
differenzierten Zellen gesammelten Werte wurden als eins gesetzt. Die Fehlerbalken zeigen den
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Standardfehler des Mittelwerts aus mindestens drei unabhangigen Experimenten. Die P-Werte
wurden mit Hilfe der ANOVA berechnet. *P<0,033, ***P<0,001. (G) Die Oil-Red-O Farbung zeigt eine
verringerte Bildung von Lipidtropfchen in den Ppary Knockout-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
an Tag 7 der Differenzierung (N = 6). Abgebildet sind reprasentative Bilder der Oil-Red-O Farbung.
Der Mafstab zeigt 100 um an.

3.7 PRMT6 beeinflusst die Adipogenese nicht allein

Da sich die mRNA-Expression von Prmt6 durch den Knockout von Ppary im Vergleich zu
den Kontrollzellen nicht veranderte (Abbildung 16F), wurde die Bindung von
Transkriptionsfaktoren an den C/ebpa Promotor nach Verlust von Ppary ermittelt. Nach dem
Knockout von Ppary war weniger Ppary am C/ebpa Promotor gebunden als in den
Kontrollzellen (Abbildung 17A). Die Bindung von Prmt6 wurde durch den Knockout von
Ppary nicht beeinflusst (Abbildung 17B). Der Heterodimerisierungspartner von Ppary, Rxra,
band dagegen haufiger durch den Verlust von Ppary an die C/ebpa Promotorregion
(Abbildung 17C). Hdac1 ist ein haufiger Interaktionspartner von Prmt6. Auch die Bindung
dieses Transkriptionsfaktors wurde durch den Knockout von Ppary nicht beeinflusst
(Abbildung 17D). CBP band durch den Verlust von Ppary weniger stark an den C/ebpa
Promotor als in den Kontrollzellen (Abbildung 17E). Die RNA-Polymerase Il, Rpb1, band
durch den Verlust von Ppary signifikant weniger an die Promotorregion von C/ebpa
(Abbildung 17F). Dies galt zudem fir die aktive phosphorylierte Form der RNA-Polymerase
[I, Rpb1 phospho (Abbildung 17G).
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Abbildung 17: Einfluss des Ppary Knockouts auf die Bindung von Transkriptionsfaktoren am C/ebpa
Promotor

ChiIP-Analyse des C/ebpa Promotors in Ppary Knockout Zellen. (A) Der Knockout von Ppary flihrte
zu einer reduzierten Bindung von Ppary an den C/ebpa Promotor. (B) Die Bindung von Prmt6 an den
C/ebpa Promotor blieb durch den Knockout von Ppary unverandert. (C) Eine vermehrte Bindung von
Rxra am C/ebpa Promotor wurde in den Ppary Knockout-Zellen im Vergleich zur Kontrolle
festgestellt. (D) Der Cofaktor Hdac1 zeigte kein verandertes Bindungsverhalten am C/ebpa Promotor
nach Ppary Knockout. (E) Die Bindung von CBP ist nach dem Knockout von Ppary verringert. (F)
Die Bindung von Rpb1 an den C/ebpa Promotor war durch den Ppary Knockout reduziert. (G) Die
phosphorylierte Form von Rpb1 CTD an Serin 2 zeigte eine verringerte Bindung an den C/ebpa
Promotor nach dem Ppary Knockout. (A-G) Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der
Mittelwerte an. Die P-Werte wurden mittels ANOVA berechnet. **P<0,002, ***P<0,001.
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Auch bei den Histonmodifikationen kam es durch den Verlust von Ppary am C/ebpa
Promotor zu Anderungen. So nahm die repressive Markierung H3R2me2a, die durch Prmt6
vermittelt wird, durch den Verlust von Ppary zu (Abbildung 18A). H3K4me3 nahm dagegen
im Vergleich zu den Kontrollzellen ab (Abbildung 18B). Zudem wurde eine Reduktion von

H3K9ac in den Ppary Knockout Zellen festgestellt (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Einfluss des Ppary Knockouts auf die Histonmodifikationen am C/ebpa Promotor

ChlIP-Analyse des C/ebpa Promotors in Ppary Knockout Zellen. (A) Zunahme der repressiven
Markierung H3R2me2a am C/ebpa Promotor bei Verlust von Ppary. (B) Reduktion der aktivierenden
Markierung H3K4me3 bei Verlust von Ppary am C/ebpa Promotor. (C) Reduktion von H3K9ac bei
Verlust von Ppary am C/ebpa Promotor. (A-C) Die ChlPs wurden mit mindestens zwei verschiedenen
Chromatinpraparaten durchgefiihrt. Die Daten sind als prozentualer Input, der zu einer anti-Histon 3

ChIP normalisiert ist, angegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an.
Die P-Werte wurden mittels ANOVA berechnet. ***P<0,001.
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3.8 Interaktion von PRMT6 und RUNX2

Da aus den bisherigen Daten hervorgeht, dass Prmt6 die Adipogenese nicht allein reguliert,
stellt sich die Frage nach einem Interaktionspartner von Prmt6. Runx2 wirkt ebenfalls wie
Prmt6 negativ auf die Adipogenese. Aus diesem Grund wurde die Bindung von Runx2 an
den C/ebpa- sowie Ppary Promotor untersucht. Eine Bindung von Runx2 an beide
Promotoren wurde detektiert (Abbildung 19A, Abbildung 19B). An diesen Stellen der
Promotorregionen war in den vorherigen Experimenten sowohl die Bindung von Prmt6 als
auch die von Ppary ermittelt worden. Daher wurde mittels ChIP-reChIP die simultane
Bindung von Prmt6 und Runx2 tGberprift. Eine gemeinsame Bindung von Prmt6 und Runx2
wurde sowohl am Promotor von C/ebpa (Abbildung 19C) als auch von Ppary (Abbildung
19D) festgestellt. An der Kontrollregion fand keine Bindung der Transkriptionsfaktoren statt
(Abbildung 19E).
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Abbildung 19: Interaktion von Prmt6 und Runx2

(A) Bindung von Runx2 an den C/ebpa Promotor von undifferenzierten ST2 Zellen. (B) Bindung von
Runx2 an den Ppary Promotor von undifferenzierten ST2 Zellen. (C) Simultane Bindung von Prmt6
und Runx2 an den C/ebpa Promotor. (D) Simultane Bindung von Prmt6 und Runx2 an den Ppary
Promotor. (E) Keine Bindung von Prmt6 und Runx2 an die Kontrollregion. In der g°PCR wurden
spezifische Primerpaare fiir den Locus von C/ebpa und Ppary verwendet. Die Fehlerbalken geben
den Standardfehler der Mittelwerte an. Die P-Werte wurden mittels ANOVA berechnet. *P<0,033,
**P<0,002, ***P<0,001.
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4 Diskussion

Zunachst wurde die erfolgreiche Etablierung der Adipozyten Differenzierung Uberpruft,
indem die Expression typischer adipozytarer Marker ermittelt wurde. Uber den signifikanten
Anstieg der Expression von Ppary1, Ppary2, Cl/ebpa, Fabp4, sowie den Adipokinen
Adiponektin und Adipsin konnte die Entwicklung der Zellen hin zu Adipozyten nachverfolgt
werden. Zudem zeigte die Farbung der Triacylglyceride mittels Oil-Red-O, dass im
Differenzierungsverlauf Lipide in Form von Fetttropfen in den Zellen eingelagert werden. Im
Anfangsstadium der Differenzierung wurden die Lipide plurivaskular gespeichert. Diese
vielen kleinen einzelnen Fetttropfen schlielen sich bis zum Ende der Differenzierung zu
einem einzigen grofRen Fetttropfen zusammen. Dieses Verhalten ist kennzeichnend fur die

Entwicklung von weilten Fettgewebszellen [208].

Basierend auf diesem etablierten Protokoll, wurde nun die Expression von Prmt6, sowie

dessen Lokalisation im Verlaufe der Adipogenese ermittelt.

41 PRMT6 ist in MSCs vorhanden und nimmt wahrend der

Adipogenese ab

Einige PRMTs, wie PRMT1 [209] und PRMT5 [210], haben die Fahigkeit zwischen Zellkern
und Cytoplasma zu pendeln. In Stammzellen aus der apikalen Papille wurde dies auch fir
PRMT6 gezeigt [211]. Durch den Ortswechsel kommt es mdglicherweise zu einem
Funktionsunterschied. Gerade da die Vorlauferzellen im Differenzierungsverlauf hin zu den
Adipozyten eine so grofde Umstrukturierung der Zellen durchlaufen, wurde die Lokalisation

von Prmt6 in ST2 Zellen untersucht.

Die Immunofluoreszenzaufnahmen ergaben, dass Prmt6 in ST2 Zellen im Zellkern
vorhanden ist und wahrend der Adipogenese weniger wird. Durch die Induktion der
Adipogenese kommt es zu keiner Anderung des Orts von Prmt6. Die Protein Arginin
Methyltransferase 6 ist in undifferenzierten ST2 Zellen wie auch in Adipozyten im Zellkern

lokalisiert.

Neben der Lokalisation von Prmt6 war dessen Expression im Differenzierungsverlauf von
Interesse. Daher wurden die Mengen der mRNA-Transkripte und die Proteinmengen zu

verschiedenen Zeitpunkten der Adipogenese bestimmt.

Zu Beginn der Adipogenese nimmt die Expression von Prmt6 auf mRNA-Ebene zunachst
zu, fallt dann wieder auf das Ausgansniveau und bleibt konstant. Auf Proteinebene nimmt
Prmt6 im Differenzierungsverlauf dagegen stetig ab (Abbildung 8). Dies kdnnte womaéglich

Uber posttranslationale Modifikation oder einen lysosomalen Abbau erklart werden. Da in



Diskussion 62

anderen Zelltypen die proteasomale Degradierung von PRMT6 nachgewiesen werden
konnte [163, 164], wurde dies in ST2 Zellen Uberpruft. Diese Hypothese konnte jedoch nicht
verifiziert werden. Die Funktionalitdt des Proteasom-Inhibitors wurde mit Runx2 als

Positivkontrolle tGberprtft und bewiesen [206].

Neben der proteasomalen Degradierung kdnnte auch die fir viele PRMTs beschriebene
Automethylierung, so auch fir PRMT6, eine Rolle spielen. Die Methylierungen von PRMT6
sind dabei an den Argininen R29, R35 und R37 [171, 212]. Diese Automethylierung hat
wenig bis gar keine Auswirkungen auf die Methylierungsaktivitaten des Enzyms, kann aber
sekundare Aktivitaten wie Transkription und mRNA-Splicing von PRMT4 und die Anti-HIV-
1-Aktivitat von PRMTG6 beeinflussen [212]. Zudem konnte durch Mutation an der Stelle von
R35 und Zugabe von Cycloheximid gezeigt werden, dass das mutierte R35A-Protein
deutlich instabiler als die Wildtyp-Variante von PRMT6 war [171]. Diese genannten

Ergebnisse wurden jedoch in einem anderen Zelltyp als den ST2 Zellen generiert.

Die Abnahme von Prmt6 im Differenzierungsverlauf konnte auch ein Hinweis auf eine
posttranskriptionale Regulation von Prmt6 sein, womdoglich durch eine adipogen-assoziierte
microRNA (miRNA). Denn miRNA'’s spielen in der Adipogenese und der Differenzierung im
Allgemeinen eine grof’e Rolle [213]. miRNA’s sind kleine endogene nicht-kodierende
RNA’s, bestehend aus 19-25 Nukleotiden, die die Genexpression regulieren, indem sie
post-transkriptionell an mRNA’s binden [214]. Die experimentell validierte Datenbank fir
microRNA-Ziel-Interaktionen [215], miRTarBase, liefert die Information, dass die miRNA’s
miR-617, miR-4330, miR-3919, miR-4756-3p, miR-6505-3p, miR-6895-5p auf die
Interaktion mit PRMT6 abzielen. Zudem wurde ein Effekt von miR-141-3p und miR-372-3p
auf PRMTG6 festgestellt [216, 217]. Alternativ kdnnte auch die Transkriptstabilitat von Prmt6
durch RNA-Methylierung beeintrachtigt sein [218]. Um den genauen Mechanismus
aufzudecken, der fur die Reduktion von Prmt6, wahrend der Adipogenese verantwortlich

ist, sind weitere Experimente erforderlich.
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4.2 Einfluss von PRMT6 auf die Adipogenese

Da der Einfluss von Prmt6 auf die Differenzierung verschiedener Zelltypen bekannt ist [151,
153, 211], wurde dessen Einflussnahme auf die Adipogenese untersucht. Neben Ppary
rekrutieren auch andere Transkriptionsfaktoren PRMT6 zu Zielgenen wahrend der
jeweiligen Differenzierung. So ist die Rekrutierung von PRMT6 durch RUNX1 [150], LEF1
[184], dem Ostrogenrezeptor [219] und dem Androgenrezeptor [220] bekannt.

Die Uberexpression von Prmt6 reduzierte die adipogene Differenzierung (Abbildung 10).
Gemeinsam mit der beobachteten Herunterregulierung von Prmt6, wahrend der
Adipogenese (Abbildung 8), deutet dies auf eine physiologische Bedeutung von Prmt6 in
diesem Kontext hin. Wurde Prmt6 dagegen mit einem Inhibitor gehemmt oder durch einen
Gen-Knockout entfernt, so fuhrte dies zu einer verstarkten Adipogenese (Abbildung 13,
Abbildung 14). Dieses Ergebnis bestatigt die Experimente, bei der ein anderer PRMT6-
Inhibitor (MS023) verwendet wurde. MS023 ist ein starker selektiver Inhibitor des Typs |,
einschlielich PRMT1, PRMT3, PRMT4, PRMT6 und PRMT8, und weist eine hohe
Spezifitat fir PRMT6 auf [221]. Auch in diesem Fall war die Expression von C/ebpa und
Fabp4 durch Behandlung von siPrmt6 und Inhibitor héher als in unbehandelten 3T3-L1
Zellen [207]. Der Verlust von Prmt6 flhrte zu keiner spontanen Adipogenese der ST2
Zellen. Hierfir wird ein auferer Ausloser benétigt, der die Veranderungen in den

Transkriptionskomplexen zu initiieren.

Finf der aktuell bekannten PRMTs wurden bisher im Hinblick auf ihre Rolle bei der
Adipogenese untersucht. lhre Auswirkungen auf die Adipogenese sind in Tabelle 26
zusammengefasst. Davon wirken drei fordernd auf die Adipogenese. Deren potenziellen
Einfluss wurde hauptsachlich in 3T3-L1, aber auch NIH3T3 und C3H10T1/2 Zellen
untersucht [207, 222—-229]. Meine Studie wurde in ST2 und M2 Zellen durchgefihrt.

Tabelle 26: PRMTs, deren Rolle bei der Adipogenese untersucht wurden

Von den aktuell bekannten PRMTs wurden funf auf eine Rolle bei der Adipogenese untersucht.

Histon-Modifikation Einfluss in der Adipogenese
PRMT1 H4R3me1 & H4R3me2a T
PRMT4 H3R17me2a i
PRMT6 H3R2me2a ]
PRMT5 H3R8me2s i
PRMT7 H4R3me2s !
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PRMT1 ist wie PRMT6 eine Typ | Protein Arginin Methyltransferase und ist essenziell fir
die Adipogenese. PRMT1 fordert die Expression von PPARy, indem es die
Histonmodifikation H4R3me2a katalysiert und die Aktivierung des Wnt/B-Catenin
Signalwegs behindert, um die adipogene Differenzierung zu beschleunigen. Darlber
hinaus interagiet PRMT1 mit C/EBPB und wirkt dort als positiver Regulator der

Proteinstabilitat, was wiederum die Adipogenese erleichtert [222].

PRMT4 fordert die adaptive Thermogenese. Durch die Methylierung von Ppary an R240
wird dessen Interaktion mit PRDM16 verstarkt, was zu einer verstarkten Expression von
thermogenen Genen fuhrt. PRMT4 spielt daher eine tragende Rolle bei der Braunung von
WAT [230]. In dieser Studie wurden nur weille Fettzellen betrachtet, jedoch waren

weitergehende Experimente in Richtung braunes Fettgewebe sicherlich von Interesse.

Uber den Einfluss von PRMT7 wird ambivalent berichtet. Einerseits wurde berichtet,
PRMT7 hatte keinen Effekt auf die Adipogenese [231], andererseits gibt es Ergebnisse, die
besagen, dass es die Adipogenese Uber Hemmung der C/EBPB-Aktivitat unterdrickt [229].
Interessant waren an dieser Stelle auch Untersuchungen dartber, ob und inwieweit Protein

Arginin Methyltransferasen im Kontext der Adipogenese zusammenarbeiten.

Prmt6 zeigte sich in der Adipogenese als negativer Regulator. Nach der Linienentscheidung
fur die Adipogenese werden viele Signalwege fir die Osteogenese blockiert [190, 191, 232—
234]. Interessanterweise hat sich auch gezeigt, dass eine Reihe von PRMTs sowie Lysin-
Methyltransferasen (KMTs) bei diesen beiden Prozessen gegensatzliche Funktionen
austben [234]. Daher ist der gegensatzliche Effekt von Prmt6 auf die Osteogenese
anzunehmen. Im Gegensatz zur Adipogenese konnte ein positiver Effekt von PRMT6 auf
die Osteogenese in Mausen gezeigt werden. Sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-
Ebene nimmt Prmt6 im Laufe der osteogenen Differenzierung zu [148]. Der regulatorische
Mechanismus basiert auf der RNA Demethylase ALKBHS5, welche die osteogene
Differenzierung von MSCs negativ reguliert, indem sie den mRNA-Abbau von PRMT6
erhoht und so die Aktivierung des PI3K/AKT-Wegs bei der Knochenentwicklung hemmt
[148].
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4.3 Interaktion von PPARy und PRMTG6

Die Uberexpression von Prmt6 reduzierte die Expression von C/ebpa, dem wichtigen
Zielgen von Ppary2 wahrend der Adipogenese. Unter der Annahme, dass Prmt6 durch
Ppary and den C/ebpa Promotor rekrutiert wird [207], wurde eine ColP durchgefihrt. Um
festzustellen, ob beide Isoformen von PPARy mit PRMT6 assoziieren, wurde Flag-
markiertes PRMT6 gemeinsam mit PPARy1 oder PPARYy2 exprimiert. Die Prazipitation mit
Flag-Beads zeigte im Western Blot mit der Nutzung eines PPARy-Antikorpers die Co-
Prazipitation beider Isoformen (Abbildung 11).

Die Behandlung mit Pioglitazon, einem PPARy-Agonisten, verringerte die Wechselwirkung
zwischen PPARy und PRMT6 erheblich. Dartber hinaus fihrte die Hemmung von PRMT6
durch die Behandlung mit MS023 zur Auflésung dieses Komplexes [207]. Die
Kristallstruktur von PRMT6 und MS023 zeigt die Bindung von MS023 an der
Substratbindungsstelle von PRMT6. Ist PPARy ein Substrat, kann PRMT6-MS023 nicht
gebunden werden. Eine andere Erklarung ist, dass die Bindung von MS023 an PRMTG6 eine
grolRere Konformitatsdnderung bewirkt, wodurch die Enzymkinetik verhindert wird [221].
Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die vollstandige Aktivierung von PPARYy

die Dissoziation von PRMT6 oder zumindest dessen Hemmung erfordert [207].

Zusatzlich wurde die physische Interaktion von PRMT6 und PPARy mit einem GST-
Pulldown mit rekombinantem GST-PRMT6 und mit 3S-markiertem in vitro translatiertem
PPARy nachgewiesen (Abbildung 11). Fur eine Lokalisierung der Bindestelle mussten
weitergehende massenspektrometrische Untersuchungen mit Deletionskonstrukten

durchgefuhrt werden.

Nicht nur die Protein-Protein Interaktion der beiden Transkriptionsfaktoren sollte
nachgewiesen werden, sondern auch die Protein-DNA Interaktion. So ergab die endogene
Chromatinimmunoprazipitation von Ppary und Prmt6 in der Nahe des Transkriptionsstarts
von C/ebpa eine Bindung der beiden Transkriptionsfaktoren (Abbildung 12). Die separate
Bindung von Prmt6 und Ppary and den C/ebpa Promotor wurde so bestatigt. Dennoch
stellte sich die Frage, ob diese simultan den Locus besetzen. Dies wurde mittels ChIP-
reChIP Uberpruft. Beide Transkriptionsfaktoren wurden gleichzeitig am Promotor von
C/ebpa und zudem von Ppary nachgewiesen. In einer gemeinsamen Kontrollregion wurde
keine Bindung festgestellt. Diese Daten zeigen, dass Ppary und Prmt6 im undifferenzierten

Zustand der ST2 Zellen an die Promotorregionen von C/ebpa und Ppary binden.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse steht die Hypothese im Raum, dass Ppary als Substrat
fur PRMT6 dient. In einer endogenen IP, bei der 3T3-L1 Zellen flr acht Tage mit MS023

Behandlung differenziert wurden, wurde kein asymmetrisches Di-Methyl-Arginin an PPARy
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nachgewiesen. Auch in einem in vitro PRMT6-Methylierungstest mit rekombinantem
PPARy-Protein wurden keine *H-Methylierungen beobachtet [207].

Somit interagiert PRMT6 mit PPARYy, methyliert es jedoch nicht.

4.4 Die Aktivitat von PRMT6 halt C/EBPa in einem aktivierbaren

Zustand

Prmt6 interagiert mit Ppary und ist gemeinsam mit diesem Transkriptionsfaktor am
Promotor von C/ebpa und Ppary vorhanden (Abbildung 12). Die Bindung an beide
Promotorregionen deutet auf eine Regulation der Ppary-C/ebpa Vorwartsschleife auf
mehreren Ebenen hin, siehe Abbildung 20. Nach Induktion der Adipogenese stieg die
Menge von Ppary am C/ebpa Promotor an. Gleichzeitig nehmen Prmt6 und Hdac1 bei der
Differenzierung am C/ebpa Promotor ab. Der Coaktivator CBP dagegen wird rekrutiert und
tritt vermehrt auf. Diese Beobachtung stitzt die Annahme von Prmt6 als zusatzlichen

Corepressor, der mit Ppary assoziiert, und durch Coaktivatoren ausgetauscht wird [235].

Hdac1
> .>
*--—"’
TF-Netzwerk TF Netzwerk
in Préadipozyten in Adipozyten

Abbildung 20: Schematische Darstellung von Prmt6 innerhalb der Ppary-C/ebpa Vorwartsschleife

Praadipozytares Transkriptionsfaktornetzwerk mit geringer Ppary- und C/ebpa-Expression, die durch
Prmt6 und andere Corepressoren wie Hdac1 unterdriickt werden. Durch Induktion der adipozytaren
Differenzierung verlasst Prmt6 den mit Ppary gebundenen Promotor und Coaktivatoren werden
dorthin rekrutiert. Dadurch wird die Ppary-C/ebpa-Vorwartsschleife aktiviert, die die Adipogenese
vorantreibt. TF = Transkriptionsfaktor.

Zudem haben Studien gezeigt, dass unabhangig von PRMTs oder Histon Lysin-
Methyltransferasen (KMTs), die meisten Histon-Methytransferasen direkt an der Modulation
der Transkription linienspezifischer Gene beteiligt sind, indem sie direkt an die
Promoterregionen von C/EBPa-, PPARy- und PPARy-Zielgenen binden [234]. Unsere
Ergebnisse stehen damit in Einklang. Prmt6 bindet in Vorlauferzellen an die
Promotoerregion von C/EBPa und PPARYy, verlasst diese dann aber durch Induzieren der

adipogenen Differenzierung.
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Ahnliche Beobachtungen wurden bei der Megakaryozyten Differenzierung gemacht [150],
in diesem Fall wurde ein RUNX1-PRMT6-Komplex festgestellt. Eine Aussage daruber, ob
dasselbe Ppary Molekil auf dem Promotor verbleibt und nur die Cofaktoren ausgetauscht
sind oder ob ein neuer Komplex gebildet wird, kann anhand der Daten nicht getroffen
werden. Da sowohl die Expression von Ppary als auch dessen Bindung an den C/ebpa
Promotor durch die Differenzierung drastisch zunimmt (Abbildung 5, Abbildung 15), ist die

Bildung eines neuen Komplexes wahrscheinlich.

Bemerkenswerterweise befand sich die aktivierende Histonmodifikationen H3K4me3 schon
in undifferenzierten Zellen am und C/ebpa Locus (Abbildung 15). Dies lasst sich damit
erklaren, dass vor der Aktivierung adipozytarer Gene wahrend der Differenzierung eine
aktive Chromatinumgebung geschaffen wird [236-238]. Zudem steht dieses Ergebnis mit
der vorherigen Beobachtung im Einklang, dass Ppary und C/ebpa zu einem gewissen Grad

auch in undifferenzierten ST2 Zellen exprimiert werden (Abbildung 5).

Die repressive Markierung H3R2me2a, die durch Prmt6 vermittelt wird, wurde vor der
Differenzierung nachgewiesen und ist nach der Induktion der Differenzierung reduziert.
H3R2me2a wirkt der Bildung von H3K4me3 entgegen. Arginin-Methyl-Transferasen und
Lysin-Demethylasen stehen in Wechselwirkung zueinander. Die Lysin-Demethylase
KDM1A fordert die Adipogenese durch Unterdrickung des Wnt-Signalweges, der fir die
Osteogenese relevant ist [239]. Da PRMT6 und DMA1A nachweislich miteinander
interagieren [240], ist es denkbar, dass PRMT6 und KDM1A gleichzeitig die
Linienentscheidung zwischen Adipogenese und Osteogenese regulieren. Um die mégliche
Zusammenarbeit von PRMT6 und KDM1A an diesem Punkt zu untersuchen, sind weitere

Studien erforderlich.

Der Verlust von Prmt6 durch Genknockout veranderte die Expression von C/ebpa in
undifferenzierten Zellen nicht, steigerte durch Induktion der Differenzierung aber seine
Aktivierung (Abbildung 13). Auflerdem wird die Rekrutierung von Cofaktoren an den die
Promotorregion von C/ebpa beeinflusst. Durch den Verlust von Prmt6 band weniger Hdac1
aber mehr CBP an diesen Locus. Prmt6 kdénnte eine Rolle als GerUstprotein spielen, die
zur Bindung von Hdac1  Dbeitragt. Alternativ. kdnnte Prmt6 jedoch auch
Transkriptionsfaktoren in seiner Nahe methylieren und auf diese Weise die Rekrutierung
von Cofaktoren verandern. Diese Wirkungsweise wurde fir die Transkriptionsfaktoren
Prmt1 und Runx1 und gezeigt [241]. Allerdings zeigten Experimente am FABP4 Promotor,
einem anderen Zielgen von PPARYy, dass PRMT6 zwar gemeinsam mit PPARy an das
PPAR-gamma-responsive Element (PPRE) des FABP4 Promotors bindet, um dort die
repressive epigenetische Markierung H3R2me2a zu setzen, PPARYy aber nicht methyliert
[207]. Im Kontext der Braunung von iWAT wird PPARy durch PRMT4 an Arginin 240
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methyliert und dadurch der Coaktivator PRDM16 rekrutiert, was die Thermogenese
beschleunigt [230]. Darlber hinaus zeigen Studien mit katalytisch defizienten Histon-
Methyltransferasen, dass diese Uber die Methylierung hinaus auch wichtige Katalyse
unabhangige Aktivitaten besitzen [234, 242].

4.5 Knockout von PPARYy fuhrt zum Verlust der adipogenen Identitat

Der Knockout von Ppary resultiert in einer verminderten adipozytaren Identitat der ST2
Zellen (Abbildung 16). Dieser linienbestimmende Faktor [48, 243, 244] ist unerlasslich fur
die Adipogenese und interagiert dabei mit C/ebpa [29, 32, 76, 245]. Ppary band gemeinsam
mit Prmt6 an seinen eigenen Promotor und an den C/ebpa Promotor (Abbildung 12). Der
Verlust von Ppary anderte jedoch nicht die Prasenz von Prmt6 auf dem C/ebpa Promotor
(Abbildung 17). Zudem fuhrte der Verlust von Ppary zu einem Anstieg von dessen
Heterodimerisierungspartner Rxra am Promotor von C/ebpa. Mit der Verschiebung von
Ppary/Rxra zu Rxra/Rxra geht eine Starkung der repressiven Chromatinumgebung am
C/ebpa Promotor einher [246]. Dies wird zusatzlich durch die Zunahme der reprimierenden
Histonmodifikation H3R2me2a und der Abnahme der aktivierenden Histonmodifikationen
H3K4me3 und H3K9ac bekraftigt (Abbildung 18). Die Expression von C/ebpa und Fabp4
ist zudem reduziert (Abbildung 16). Die Daten deuten darauf hin, dass der Verlust von Ppary
zu einem Zusammenbruch des adipozytaren Genexpressionsprogramms fihrt.
Infolgedessen besetzen verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie das Homodimer von
Rxra, den Promotor von C/ebpa und legen diesen still. Diese Beobachtung steht im
Einklang mit der Vorstellung, dass die Adipogenese in zwei Wellen verlauft [12, 34]. In der
ersten Welle schaffen Transkriptionsfaktoren wie C/ebpa und Rxra eine offene
Chromatinumgebung, in der die Expression von C/ebpa und Ppary gering ist. Die zweite
Welle wird durch die Aktivierung von C/ebpa und Ppary bestimmt und ist fir die reife
Adipozytendifferenzierung erforderlich. Der Bindung von RXRa an Zielgene geht die
Bindung von Ppary/Rxra Zielgenen voraus [75]. Vermutlich wird durch den Verlust von
Ppary ein unreifer Differenzierungszustand wiederhergestellt. Die Daten deuten zudem
darauf hin, dass Prmt6 unabhangig von Ppary, durch einen Transkriptionsfaktor, zu
Zielgenen rekrutiert wird. Prmt6 scheint eine Rolle in der friihen Adipogenese zu spielen,
bevor die Ppary-C/ebpa Vorwartsschleife aktiviert wird. Inwieweit Prmt6 mit Rxra

interagiert, muss in weiteren Studien gezeigt werden.
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4.6 Interaktion von PRMT6 und RUNX2

Adipozytare Vorlauferzellen befinden sich in einem empfindlichen Gleichgewicht zwischen
adipogener und osteogener Differenzierung. In den Vorlauferzellen konnen beide
zelltypspezifische Genexpressionsprogramme initiiert werden, werden jedoch so lange
unterdruckt, bis eine Differenzierung eingeleitet wird. Aus den bisherigen Ergebnissen Iasst
sich schlieBen, dass Prmt6 die Aktivierung der Ppary-C/ebpa Vorwartsschleife
antagonisiert, sieche Abbildung 20. Auf diese Weise tragt Prmt6 zu Unterdriickung des

adipogenen Genexpressionsprogramms in Vorlauferzellen bei.

Da ein negativer Effekt von Prmt6 auf die Adipogenese festgestellt wurde und Prmt6 an die
Promotorregionen von beiden Genen, Ppary und C/ebpa, bindet und diese durch Induktion
der Adipogenese verlasst, wurde nach Interaktionspartnern von Prmt6 in einem
Corepressorkomplex gesucht (siehe Abbildung 21). Denn weitere Ergebnisse lassen darauf
schlielen, dass Prmt6 die Adipogenese an dieser Stelle nicht allein regulieren kann. Der
Knockout von Ppary hat die Bindung von Prmt6 an den C/ebpa Promotor nicht beeinflusst.
Zudem blieb die Bindung des ebenfalls repressiven und haufigen Interaktionspartners

Hdac1 daraufhin ebenfalls unverandert (Abbildung 17).

Repression Aktivierung
Coaktivator-
komplex

__, Clebpa
Ppary

Corepressor-
komplex

C/lebpa @ 4
¢ g

pary Ligand

| PPRE | Zielgen Zielgen

Abbildung 21: Prmt6 ist Teil eines Corepressorkomplexes

Prmt6 ist Teil eines Corepressorkomplexes an Promotorregionen von Ppary-Zielgenen. Das
Heterodimer aus Ppary und Rxra ist an PPAR-Response-Elemente (PPRE) an Zielgenen gebunden.
Bei einer Repression der Genexpression ist Prmt6 an Ppary gebunden. Kommt es durch
Ligandenbindung zur Aktivierung der Differenzierungskaskade, 16st sich der Corepressorkomplex
samt Prmt6 und dieser wird durch einen Coaktivatorkomplex ausgetauscht. Durch diesen
Mechanismus kann die Expression von Ppary-Zielgenen reguliert werden. Abbildung verandert nach
[247].

Prmt6 selbst besitzt keine DNA-Bindungsdomane [248], daher ist es wahrscheinlich, dass
der Interaktionspartner diese Domane aufweist. PRMTs werden von anderen
Transkriptionsfaktoren zu Zielgenen rekrutiet und kénnen Teil von grofien

Transkriptionskomplexen sein [184]. Die Familie der Runt-related (RUNX)
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Transkriptionsfaktoren RUNX1, RUNX2 und RUNX3 wirken kontextabhangig von
Cofaktoren. RUNX1 und RUNXS3 sind wichtige Regulatoren in der Hamatopoese, wahrend
RUNX2 essentiell fir die Knochenentwicklung ist [249-251]. Die RUNX-
Transkriptionsfaktoren haben in Skelettzellen teilweise redundante Rollen und zeigen
kompensatorische Effekte [249]. Bei der Differenzierung von Hamatopoetischen
Stammzellen wurde die Interaktion von PRMT6 und RUNX1 gezeigt [150-152, 184].

Die ChIP-Sequenzierungsdaten von RUNX2 aus MC3T3-E1 Zellen zeigen verschiedene
RUNX2-Bindungscluster. Ein Teil der Peaks ist mit Osteoblasten bezogenen Genen
assoziiert. Eine andere Untergruppe an RUNX2-Peaks dagegen ging auf Grund der
Osteoblasten-Induktion verloren. Diese Gene stehen mit biologischen Funktionen in
anderen Zelllinien, wie der Adipogenese in Verbindung. Die Bindung von RUNX2 an nicht-

osteogene Zielgene hemmt die Zelldifferenzierung in andere Zelltypen [249, 252].

Die adipogene und osteogene Differenzierung sind zwei gegenlaufige Prozesse, die sich
gegenseitig blockieren [232—-234]. Da RUNX2 als Hauptregulator der Osteogenese die
Adipogenese hemmt, wurde RUNX2 als Interaktionspartner fiir PRMT6 in mesenchymalen

stromalen Stammzellen vermutet.

Diese Hypothese konnte in ST2 Zellen validiert werden. Prmt6 und Runx2 banden
gemeinsam an die Promotorregionen von C/ebpa und Ppary (Abbildung 19). Somit ist es
wahrscheinlich, dass Runx2 teil des Corepressors mit Prmt6 und Hdac1 an der

Promotorregion von Ppary und C/ebpa ist.
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5 Kurzzusammenfassung

Transkriptionsfaktoren und Histon-modifizierende Enzyme sind zentrale Regulatoren der
Genexpression sowie der Differenzierung. Die Adipogenese wird durch ein Netzwerk an

verschiedenen Transkriptionsfaktoren reguliert.

Bei der Differenzierung von MSCs legen Transkriptionsfaktoren fest, in welchen Zelltyp die
Zellen differenzieren. Eine wesentliche Rolle in der Adipozyten-Differenzierung spielen
Ppary und C/ebpa. Diese Transkriptionsfaktoren bilden wahrend der Adipogenese eine
Vorwartsschleife zur gegenseitigen Verstarkung aus. Ppary interagiert mit epigenetischen
Cofaktoren um C/ebpa und das nachgeschaltete adipozytare Genexpressionsprogramm zu
aktivieren und zu etablieren. Fir das Verstandnis der Adipogenese, bei normaler
Differenzierung sowie bei Krankheit, ist die Kenntnis der epigenetischen Cofaktoren und

Signalwege, die mit Ppary in Verbindung stehen, von zentraler Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Prmt6 und Ppary in Vorlauferzellen
gemeinsam an die Promotorregionen von C/ebpa und Ppary binden. Dies fuhrt zu einer
reduzierten Expression dieser Gene, welche auch durch die katalytische Fahigkeit zur
Induktion von H3R2me2a, beeinflusst wird. Durch Induktion Adipogenese, verlasst die
Protein Arginin Methyltransferase 6 die Promotoren von C/ebpa und Ppary und das

adipozytare Genexpressionsprogramm wird aktiviert.

Durch die einen CRISPR/Cas9 vermittelten Knockout von Prmt6, sowie der Hemmung von
Prmt6 durch den Inhibitor SGC6870, konnte der negative Effekt von Prmt6 auf die
Adipogenese gezeigt werden. Der Verlust von Prmt6 wirkte férdernd auf die Adipogenese.
Wohingegen eine Uberexpression von Prmt6 die Differenzierung in Adipozyten hemmte.
Dieses Wissen erdffnet damit die Mdglichkeit einer epigenetischen Manipulation der

Differenzierung fur therapeutische Zwecke.

Darliber hinaus wurde die Beteiligung des flr die Osteogenese relevanten
Transkriptionsfaktors Runx2 an diesem Corepressorkomplex an den Loci nachgewiesen.
Daher liegt die Vermutung nahe, dass dieser Komplex essenziell zur Linienentscheidung

zwischen Adipogenese und Osteogenese beitragt.

Diese Daten liefern detaillierte Informationen tiber den molekularen Mechanismus, der die
Ppary-C/ebpa Vorwartsschleife steuert. Sie tragen somit zu unserem Verstandnis der

Adipogenese bei normaler und krankhaft veranderter Adipogenese bei.
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6 Summary

Transcription factors and histone-modifying enzymes are central regulators of gene
expression and differentiation. Adipogenesis is regulated by a network of different

transcription factors.

During the differentiation of MSCs, transcription factors determine the cell type into which
the cells differentiate. Ppary and C/ebpa play an essential role in adipocyte differentiation.
During adipogenesis, these transcription factors form a feed-forward loop for mutual
reinforcement. Ppary interacts with epigenetic cofactors to activate and establish C/ebpa
and the downstream adipocytic gene expression program. Knowledge of the epigenetic
cofactors and signaling pathways associated with Ppary is central to understanding

adipogenesis, in normal differentiation as well as in disease.

In the present study, it was shown that Prmt6 and Ppary bind together to the promoter
regions of C/ebpa and Ppary in progenitor cells. This leads to reduced expression of these
genes, which is also influenced by the catalytic ability to induce H3R2me2a. By inducing
adipogenesis, the protein arginine methyltransferase 6 leaves the promoters of C/ebpa and

Ppary and the adipocytic gene expression program is activated.

The negative effect of Prmt6 on adipogenesis was demonstrated by CRISPR/Cas9-
mediated knockout of Prmt6 and inhibition of Prmt6 by the inhibitor SGC6870. The loss of
Prmt6 had a promoting effect on adipogenesis. In contrast, overexpression of Prmt6
inhibited differentiation into adipocytes. This knowledge opens the possibility of epigenetic

manipulation for therapeutic purposes.

Runx2 is a relevant transcription factor for osteogenesis. In addition, the presence of Runx2
was demonstrated in this corepressor complex at the loci of C/ebpa and Ppary in progenitor
cells. Itis therefore reasonable to assume that this complex makes an essential contribution

to the lineage decision between adipogenesis and osteogenesis.

These data provide detailed information on the molecular mechanism that controls the
Ppary-C/ebpa forward-loop. They thus contribute to our understanding of adipogenesis in

normal and pathologically altered adipogenesis.
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8 Anhang

8.1 Adipogenese in ST2 Zellen
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Abbildung A 1: Genexpression in ST2 Zellen wahrend der Adipozyten Differenzierung

ST2 Zellen wurden mit Adipozyten-Differenzierungsmedium behandelt und zu den angegebenen
Zeitpunkten wahrend des Differenzierungsprozesses ihre Genexpression mittels gRT-PCR oder ihre
Proteinmenge ermittelt. Genexpression von (A) C/ebpf und (B) C/ebpa wahrend der Adipogenese.
(C) Proteinexpression von Adiponektin (Adipoq) und Fabp4 zu den angegebenen Zeitpunkten. Ein
Western Blot mit Anti-B2m Antikdrper wurde als Ladekontrolle verwendet. (D) Relative
Genexpression von (Perilipin) Plin1 wahrend der Adipogenese. (E) mRNA-Level des osteogenen
spezifischen Gens Runx2 im Verlauf der Adipogenese. (F) Relative Expression von Prmt6 zu den
angegebenen Zeitpunkten wahrend der Adipogenese. Die qRT-PCR wurde mit genspezifischen
Primerpaaren durchgefihrt und die Daten als relative Expression, normalisiert auf das
Housekeeping-Gen TBP, dargestellt. Die Werte von Tag 0 wurden als 1 gesetzt. Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler aus dem Mittelwert von mindestens drei Experimenten. Die P-Werte
wurden mittels ANOVA berechnet. **P<0,002, ***P<0,001.
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8.2 Adipogenese in M2 Zellen
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Abbildung A 2: Genexpression in M2 Zellen wahrend der Adipogenese

M2 Zellen wurden mit Adipozyten-Differenzierungsmedium behandelt und zu den angegebenen
Zeitpunkten wahrend des Differenzierungsprozesses ihre Genexpression mittels gRT-PCR ermittelt.
Die Genexpression von (A) Ppary, (B) C/ebpa, (C) Fabp4 und (D) Adipoq im Verlauf der
Adipogenese. (E) Prmt6 Expression durch Induktion der adipogenen Differenzierung. Die qRT-PCR
wurde mit genspezifischen Primerpaaren durchgefihrt und die Daten als relative Expression,
normalisiert auf das Housekeeping-Gen TBP, dargestellt. Die Werte von Tag 0 wurden als 1 gesetzt.
N=3.

Tag O Tag7

Keine Differenzierung —— Adipo. Diff.

Abbildung A 3: Differenzierungskapazitat von M2 Zellen

M2 Zellen wurden fur sieben Tage mit Adipozyten-Differenzierungsmedium oder dem Lésungsmittel
als Zugabe behandelt. Nach sieben Tagen der Differenzierung konnten Fetttropfen mittels Oil-Red-
O angefarbt werden, wahrend die Zellen der L&sungsmittelkontrolle kein eingelagertes Fett
aufwiesen. Abgebildet sind reprasentative Bilder der Oil-Red-O Farbung. Der GréRenmarker gibt
100 pym an. N=3.



Anhang 98

8.3 Inhibierung von PRMT6 reduziert H3R2me?2a in M2 Zellen
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Abbildung A 4: Inhibierung von Prmt6 reduziert H3R2me2a in M2 Zellen

M2 Zellen wurden mit 5 uM Inhibitor SGC6870 oder dessen inaktive Kontrolle SGC6870N behandelt.
Bestatigung der Inhibitoraktivitat. Der Western Blot von Histonextrakten aus Kontroll- und Inhibitor
behandelten M2 Zellen nach 72 Stunden Differenzierung wurde mit Antikérpern gegen H3R2me2a
und Histon H3 durchgefiihrt. (A) Der Western Blot wurde mit einem Anti-H3R2me2a Antikdrper und
einem Anti-Histon H3 Antikérper durchgefiihrt. Die Inhibitor Behandlung fihrt zur Reduktion der
durch Prmt6 vermittelten Histonmodifikation H3R2me2a. Abgebildet ist ein reprasentativer Western
Blot. (B) H3R2me2a wurde aus Western Blots quantifiziert und gegen die Werte von Histon H3
normalisiert. Abgebildet sind die Werte aus drei Bestimmungen von den Inhibitor behandelten Zellen
im Vergleich zur Kontrolle. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts aus drei
unabhangigen Experimenten. Die P-Werte wurden mit dem Student's t-Test berechnet. **P < 0.002.
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8.4 Cofaktoraustausch am C/EBPa Promotor in M2 Zellen
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Abbildung A 5: Cofaktoraustausch am C/ebpa Promotor in M2 Zellen

Die Transkriptionsfaktorbindung wurde am C/ebpa Promotor vor und nach der Induktion der
Adipogenese fur 24 h untersucht. Nach 24 h konnte eine verringerte Bindung von (A) Prmt6 und (B)
Hdac1 an den C/ebpa Promotor festgestellt werden. (C) An der Kontrollregion banden weder Prmt6
noch Hdac1. Die Daten sind als relative Anreicherung, die auf IgG normalisiert ist, angegeben. (D)
Zudem war 24 h nach der Induktion weniger der Histonmodifikation H3R2me2a am C/ebpa Promotor
nachweisbar. Die Daten der Histon-ChlP sind als prozentualer Input, der zu einer anti-Histon 3 ChIP
normalisiert ist, angegeben. Die gPCR-Werte wurden mit spezifischen Primern gegen den C/ebpa
Locus ermittelt Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler aus dem Mittelwert von drei
Experimenten. Die P-Werte wurden mittels ANOVA berechnet. **P<0,002, ***P<0,001.
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8.5 Cofaktoraustausch am PPARy Promotor in ST2 Zellen
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Abbildung A 6: Cofaktoraustausch am Ppary Promotor in ST2 Zellen

ST2 Zellen wurden fir 24 h und 48 h mit Adipozyten-Differenzierungsmedium behandelt. (A) Am
Ppary Promotor band nach Differenzierungsstart weniger Prmt6 an diesen Locus als ohne
Differenzierung. (B) Die Bindung von Ppary an dessen eigenen Promotor wurde durch die
Differenzierung verstarkt. (C) Durch Induktion der Adipogenese band weniger Hdac1 an die
Promotorregion von Ppary. (D) und (E) zeigen die Anderung von CBP am Ppary Promotor. Da durch
verschiedene Chromatinpraparationen und Antikdrperchargen die Werte stark schwanken, jedoch
die Tendenz in dieselbe Richtung geht, wurden jeweils zwei Wiederholungen in einem Diagramm
abgebildet. (F) Keine Bindung der Transkriptionsfaktoren konnte an der Kontrollregion festgestellt
werden. (G) Die reprimierende Histonmodifikation H3R2me2 nahm 24 h nach Induktion der
Adipogenese am Locus von Ppary ab. Die qPCR-Werte wurden mit spezifischen Primern gegen den
Ppary Locus ermittelt Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler aus dem Mittelwert von
mindestens drei Experimenten. Die P-Werte wurden mittels ANOVA berechnet. *P<0,033,
**P<0,002, ***P<0,001.
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8.6 Verwendete Puffer

Tabelle 27: Zusammensetzung 10x SDS-Laufpuffer

10x SDS-Laufpuffer

Endkonzentration

TRIS-Base 250 mM
Glycin 2M
SDS 1%

Tabelle 28: Zusammensetzung 5x SDS-PAGE Auftragspuffer

5x SDS-PAGE Auftragspuffer

Endkonzentration

TRIS-HCI pH 6,8 250 mM
EDTA 10 mM
SDS 5%
Glycerin 50 %
Bromphenolblau 0,1 %
B-Mercaptoethanol (frisch dazu) 5%

*Lagerung bei -20°C

Tabelle 29: Zusammensetzung 10x Towbin Puffer

10x Towbin Puffer (Transferpuffer)

Endkonzentration

TRIS-Base

250 mM

Glycin

2M

Tabelle 30: Zusammensetzung 1x Towbin Puffer

1x Towbin Puffer (Transferpuffer)

Endkonzentration

10x Towbin Puffer (Transferpuffer)

1x

Methanol

20 %

Tabelle 31: Zusammensetzung 10x TBS

10x TBS pH 7,5

Endkonzentration

TRIS-Base

20 mM

NaCl

150 mM
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Tabelle 32: Zusammensetzung 1x TBS-T

1x TBS-T

Endkonzentration

10x TBS pH 7,5

1x

Tween 20

0,1 %
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