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1.  Einleitung
1.1 Atherosklerose

Kardiovaskuldre Erkrankungen und ihre Manifestationsformen wie der ischdmische
Herzinfarkt oder der Schlaganfall sind nun seit {iber 15 Jahren Haupttodesursache in den
Industrienationen, und auch in Schwellenldndern belegen sie zunehmend Platz eins und
zweil in den Statistiken (2). Die Bestrebungen der Wissenschaft, deren gemeinsame
zugrundeliegende pathogenetische Ursache, die Atherosklerose, weiter zu erforschen und
Zusammenhédnge aufzukldren, haben in den letzten 30 Jahren zu einer stetig steigenden
Anzahl an Publikationen gefiihrt (Abbildung 1). Trotz zahlreicher Erfolge hinsichtlich der
Therapiemoéglichkeiten und Fritherkennung, die teilweise zu einem Riickgang der
Mortalitdt gefiihrt haben, bleibt die Dominanz als Todesursache jedoch weiterhin
bestehen (3). Unter Beriicksichtigung der hohen Brisanz, der Aktualitit und des
offensichtlich noch unzureichenden Wissenstandes ist es daher von zentralem Interesse,
weitere mogliche Entstehungsursachen und Einflussfaktoren auf die Entwicklung der
Atherosklerose in die Betrachtung miteinzubeziehen, um dieses Krankheitsbild so noch

besser verstehen zu konnen.
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Abbildung 1: Anzahl veroffentlichter Publikationen zur Suchanfrage ' atherosclerosis ' auf pubmed

pro Jahr, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=atherosclerosis, Stand: Oktober 2020

Der Begriff Atherosklerose wird im deutschsprachigen Raum zu dem der Arteriosklerose
teils synonym gebraucht. Genau genommen bezeichnet die Arteriosklerose lediglich die
Verhidrtung einer Arterienwand unabhidngig von genauer Lokalisation und Ursache,

wiahrend die Atherosklerose die eigentliche multifaktorielle Krankheitsentitdt mit



charakteristischer Intimaverdanderung darstellt (4, 5) . In dieser Arbeit wird daher folgend

allein der Begriff der Atherosklerose verwendet.

Bei der Atherosklerose handelt es sich um einen chronisch-entziindlichen Prozess, der
sich in der Wand grofler und mittelgro8er Arterien abspielt, und fiir den Stérungen im

Lipid-Stoffwechsel sowie eine inaddquate Immunantwort mit ursdchlich sind (1, 6, 7).

Grundlage fiir die Entstehung ist auf der einen Seite eine zunehmende Belastung des
Endothels, bedingt durch die klassischen Risikofaktoren der Atherosklerose wie Rauchen,
Diabetes mellitus und Hypertonus (8). Diese tritt gehduft an ganz bestimmten Abschnitten
der GefaBwand, wie Gefillgabelungen, auf, an denen der sonst laminare Blutfluss
architekturbedingt gestort ist (9). Chemisch ist eine Dyslipiddmie im Sinne erhéhter
Cholesterol-Blutspiegel maB3geblich beteiligt, denn das hierbei charakteristisch erhohte
LDL wirkt, vom Korper oxidiert zu oxLDL, direkt zytotoxisch (7, 10). Fortbestehende
Haupt-Risikofaktoren, aber auch psychische Erkrankungen wie die Depression oder
Infektionen erhdhen den Stress der GefdBwand weiter (11-13). Auf der anderen Seite
fiihren strukturelle Verdnderungen des Endothels und die damit einhergehende verstérkte
Expression von Proteoglykanen an der Gefilinnenwand zu einer chronischen
Endotheldysfunktion: Die Folge sind eine gesteigerte Permeabilitit und die Adhésion von
Leukozyten, die erleichtert durch die GefiBwand migrieren konnen (Abbildung 2A) (1,
0).

LDL, das tiber Apolipoprotein B-100 an die extrazelluldr exponierten, negativ geladenen
Proteoglykane bindet, wird im Verlauf in die GefaB3-Innenschicht, die sogenannte Intima,
eingelagert (7). Dort unterlauft LDL Modifikationen, wie der bereits genannten
Oxidation, was wiederum eine weitere Aktivierung des Endothels und des Immunsystems
nach sich zieht (14, 15). Sdmtliche Schidigungen fiihren letztendlich zu einem
Kompensationsversuch, der die Endothelbeschaffenheit im Sinne einer verdnderten
Zusammensetzung an Adhdsionsmolekiilen, eines prokoagulatorischen Milieus und einer
noch stirkeren Permeabilitdt beeinflusst, und aullerdem eine gesteigerte Sezernierung
vasoreaktiver und proinflammatorischer Substanzen sowie verschiedener Chemokine
bewirkt (1, 14). Dies ist ein entscheidender Schritt in der Pathogenese der Atherosklerose,

da so das Immigrieren von weiteren Immunzellen in die Intima sowie deren Verdickung



gefordert wird (1, 16). Persistieren diese Verdnderungen, fithren sie zur Ausbildung eines
sogenannten ‘Fatty Streak‘: Es kommt zur subendothelialen Lipidanreicherung (17).
AuBlerdem migrieren verschiedene Immunzellen wie T-Zellen, insbesondere aber
Monozyten in die Intima, die sich zu Makrophagen differenzieren und die grofB3te Fraktion
der Immunzellen im Plaque bilden (1, 18). Uber die Aufnahme von oxLDL bilden sich
aus Makrophagen dort sog. Schaumzellen mit intrazelluldrer Lipid-Anhdufung. Weiterhin
kommt es neben der immer weiter zunehmenden Immunsystem-Aktivierung zu einer
Migration glatter Muskelzellen (SMCs) aus der Media-Schicht in die Intima (1). Ab
diesem Zwischenstadium handelt es sich um eine chronisch progressive Erkrankung,
wiahrend im Gegensatz dazu die frithen Schritte der Atherosklerose teilweise noch

spontan in Regression treten konnen (Abbildung 2 B) (15).

Unter dem persistierenden Reiz der verschiedenen Chemokine, Cytokine und
Wachstumsfaktoren wird die Inflammation aufrecht erhalten und es kommt zum weiteren
Einwandern von Immunzellen (1). Es bildet sich eine subendotheliale fibrotische Kappe
durch die glatten Muskelzellen aus, die nun myofibroblastische Eigenschaften aufweisen,
um die Lision protektiv vom Gefillumen abzugrenzen und zu stabilisieren. Vermehrter
Zelltod sowie die Ansammlung von Zell-Debris und Lipiden fithren zur Entstehung eines
nekrotischen Kerns (1, 17, 19). Das Spitstadium der Atherosklerose ist erreicht
(Abbildung 2 C). Vor allem in den Schulterregionen der Lésion hdufen sich weiter
Immunzellen, hauptsidchlich T-Lymphozyten, an (20). Der Plaque kann, unter Versagen
kompensatorischer Mechanismen, zunehmend das Gefdlumen einengen und einen

storenden Einfluss auf den Blutfluss ausiiben (1, 15).

Unter fortbestehender Einwanderung von Lipiden und Immunzellen sowie steigender
Thrombogenitit kommt es zur Bildung von Mikrogefdlen, zur Adventitia-Inflammation
und zu einer Ausdiinnung der fibrosen Kappe (1, 19). Kalzium-Ablagerungen, die bereits
frih in der Entwicklung der Atherosklerose beginnen, konnen sich zu groferen
Komplexen zusammenschlieBen (15). Die Sekretion proteolytischer Enzyme wie der
Matrix-Metalloproteasen, die zur Matrixdegeneration und Instabilitit fiihren, sowie
vermehrte Zellnekrose und Apoptose tragen dazu bei, dass schlieBlich eine Erosion oder

Ruptur des nun vulnerablen Plaques droht (Abbildung 2 D) (1, 19).



Die hierbei dem Blutfluss exponierten subendothelialen Plaquebestandteile bedingen eine
Gerinnungsaktivierung mit Formation eines Thrombus, dessen mogliche geféhrliche
Folge eine vollstindige Lumenverlegung oder Embolie ist (1, 19). Die
Manifestationsformen der atherosklerotisch bedingten kardiovaskuldren Erkrankungen
(ASCVD) reichen, ob durch chronisch progrediente Stenose oder akutes Geschehen via
thrombotischem Verschluss oder Embolus verursacht, vom ischdmischen Schlaganfall,
der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit, dem akuten Koronarsyndrom oder der
Angina Pectoris bis zur Herzinsuffizienz, wobei die koronare Herzkrankheit (KHK) und

die zerebrovaskuldren Erkrankungen die beiden héufigsten Folgen darstellen (21, 22).

R f g Adherence and Adherence
= il Leukocyte Endothelial Leukocyte Smooth-muscle  Foam-cell T-cell aggregation of and entry
permeability migration adhesion adhesion migration formation  activation platelets of leukocytes

Macrophage accumulation Formation of Fibrous-cap formation Plaque rupture Thinning of fibrous cap Hemorrhage from plaque
necrotic core microvessels

Abbildung 2: A Anfangsstadium der Atherosklerose: Erhdhte Endothel-Permeabilitit, Leukozytenmigration
und -adhésion. B Zwischenstadium der Atherosklerose: Migration der glatten Muskelzellen, Formation von
Schaumzellen, T-Zell-Aktivierung, Adhédrenz sowie Aggregation der Blutplittchen und Leukozyten.
C Spitstadium der Atherosklerose: Makrophagenakkumulation, Formierung der fibrosen Kappe und des
nekrotischen Kerns. D Vulnerabler Plaque: Ausdiinnung der fibrosen Kappe, Hiamorrhagie aus Plaque-
Mikrogefden und Plaqueruptur. Reproduced with permission from (1) Copyright Massachusetts
Medical Society.



1.2 Epigenetik

Auch wenn sich einzelne Definitionen unterscheiden, so meint der Begriff der Epigenetik
generell potentiell stabile und im Idealfall vererbbare Verdnderungen des zelluldren
Phinotyps oder der Genexpression, die ohne Anderungen der Basenfolge der DNA selbst
stattfinden (23). Demnach handelt es sich bei epigenetischen Mechanismen um Prozesse,
die klassisch folgenden groBen Oberbegriffen zugeordnet werden konnen: Histon-
Modifikationen, DNA-Methylierung und DNA-Demethylierung (Abbildung 3). Sie
konnen die Transkription von Genen beeinflussen, indem sie die Zugénglichkeit eines

bestimmten DNA-Abschnittes verandern (23-26).

<
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DNA-Methylierung
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Kurzfristig Ldngerfristig

Abbildung 3: Vereinfachte Ubersicht iiber die wichtigsten chromatinverindernden epigenetischen
Mechanismen. Modifikationen konnen entweder an der DNA selbst oder an den Histonproteinen

stattfinden. A= Adenin, C= Cytosin, T= Thymin, G= Guanin. Eigene Anfertigung.

Epigenetische Mechanismen sind entscheidend, um den Organismus ergénzend zu der
durch die charakteristische Basenfolge starr vorgegebene genetischen Information
flexibel zu halten, um den zellspezifischen Phénotyp festzulegen und um adédquat auf
Umweltreize reagieren zu konnen. Andererseits miissen sie auch den stabilen Erhalt des
Genoms garantieren (27, 28). Diese Diversitdt kann nur durch eine enge Interaktion und

gegenseitige Kontrolle der verschiedenen Modifikationen ermoglicht werden (29, 30).



Gerade dieses Zusammenspiel der verschiedenen epigenetischen Mechanismen ist von
entscheidender Bedeutung: Allein die Summe der spezifischen Modifikationen an und
um einen bestimmten Genort, die miteinander im Wechselspiel stehen, kann, wenn in
ihrer Bedeutung entschliisselt, eine Prognose iiber die tatsdchliche Transkription des

entsprechenden Gens geben (30-32).

1.2.1 DNA-Methylierung

Der Mechanismus der DNA-Methylierung beinhaltet die enzymatische Ubertragung einer
Methylgruppe auf das fiinfte Kohlenstoff-Atom des Pyrimidinrings der Cytosinbase der
DNA durch eine DNA-Methyltransferase (DNMT) (33-35). Der GroBteil aller GpC
(Cytosin-phosphatidyl-Guanin) Dinukleotide des menschlichen Genoms ist methyliert.
Eine Ausnahme bilden die sogenannten 'GpC islands’, charakteristische hochfrequente
Ansammlungen von aufeinanderfolgenden Guanin- und Cytosinbasen innerhalb vieler
Promoterregionen, deren Hypomethylierung die Wahrscheinlichkeit der Transkription
des entsprechenden Gens erhoht, wahrend die Methylierung dieser Bereiche mit einem
'silencing' des entsprechenden Gens assoziiert ist (29, 36-38). Im Sinne einer De-Novo-
Methylierung wird ein kleiner Teil dieser Bereiche wihrend der Embryogenese
methyliert. Auch spielt die DNA-Methylierung u.a. eine Rolle im genetischen Imprinting
und bei der Inaktivierung des zweiten X-Chromosoms im weiblichen Organismus (39-
41). AuBerdem besteht ein Mechanismus zur Aufrechterhaltung vorhandener
Methylierungsmuster, vor allem der CpG-islands, im Anschluss an die DNA-Replikation,
sodass diese weitestgehend stabil an die nidchste Zellgeneration weitergegeben werden
konnen (42-44). Es wird angenommen, dass die Methylgruppe die Bindung der meisten
Transkriptionsfaktoren, die hiufig Bindestellen zu unmethylierten CpG-Dinukleotiden
aufweisen, verhindert. Zusétzlich gibt es speziell Proteine mit Methyl-CpG-bindender
Domaine, die eine Unterdriickung der Transkription verursachen kénnen (36). Eine
entscheidende Rolle kommt der DNA-Methylierung auch bei der Abwehr von
Fremdorganismen zu: Das Immunsystem erkennt ein vermehrtes Auftreten nicht-
methylierter CG-Dinukleotide als fremd an, wie sie unter anderem bei Bakterien zu finden
sind. Somit ist der Mechanismus der DNA-Methylierung nicht nur im Sinne einer

Hemmung der Transkription verschiedener Gene von Bedeutung, sondern ist gleichzeitig



ein Schutzmechanismus durch chemische Ungleichheit zu moglicher pathogener Fremd-

DNA (45, 46).

Die DNA-Methylierung ist zudem eng mit verschiedenen Prozessen der Histon-
Modifizierung verkniipft: Eine DNA-Methylierung kann direkt enzymatische
Verdnderungen an den Histon-Proteinen nach sich ziehen, wiahrend verschiedene Histon-
Modifikationen wiederum Einfluss auf die Rekrutierung und Aktivitit der DNA-
Methyltransferasen haben (29, 45, 47). Insgesamt handelt es sich bei der DNA-
Methylierung generell um eine léngerfristige Modifikation, die in einer verringerten

Gentranskription resultiert (36, 48).

1.2.2 DNA-Demethylierung

Der Verlust von DNA-Methylierungsmustern kann sowohl aktiv als auch passiv erfolgen.
Der Begriff der passiven DNA-Demethylierung meint den Verlust der Methylgruppe tiber
mehrere Replikationsschritte der DNA bei gleichzeitig nicht stattfindender Re-
Methylierung, was  durch eine insuffiziente oder fehlerhafte = DNA-
Methyltransferasenaktivitit gefordert wird (siehe 1.2.1) (27). Ein Nachweis aktiver
Demethylierung erfolgte in Bezug auf das viterliche Genom in der Maus, das bereits
direkt nach der Befruchtung rasch demethyliert wird (49). Der generelle Mechanismus
der aktiven Demethylierung ist komplex und noch unzureichend aufgeklért. Die
Entdeckung der TET (ten-eleven translocation family) Enzyme markiert jedoch einen
entscheidenden Schritt in dessen Verstindnis (50, 51). Diese Enzymfamilie, zu der TET
1, 2 und 3 gehoren, kann die Oxidationen von 5-Methyl-Cytosin zu 5-Hydroxymethyl-
Cytosin, von 5-Hydroxymethyl-Cytosin zu 5-Formyl-Cytosin und von diesem zu 5-
Carboxyl-Cytosin bewirken (50). Diese chemischen Modifikationen kdénnen nun
wiederum von anderen Proteinen erkannt und gebunden werden. Zusétzlich schafft der
Oxidationsschritt ein Intermediat mit niedrigerer energetischer Barriere (27). Fiir 5-
Hydroxymethyl-Cytosin, die wohl wichtigste da héufigste Verénderung, kann die
oxidierte Base nun entweder passiv oder direkt entfernt werden. Auch kann sie durch die
DNA-Reparaturmaschinerie, insbesondere durch die Basenexzisionsreparatur,
herausgeschnitten werden, was, nach anschliefender Strangreparatur, letztendlich zu

einem Verlust der Methylierung fiihrt (27, 52, 53).



1.2.3 Histon-Modifikationen

147 Basenpaare der DNA-Superhelix sind zweifach um einen Histon-Oktamer, bestehend
aus jeweils zwei der Histon-Proteine H2A, H2B, H3 und H4, gewickelt, wodurch sich
das Nukleosom, die kleinste strukturelle Untereinheit des Chromatins, bildet. Die
einzelnen Nukleosome sind iiber die linker-DNA, stabilisiert durch das Histon H1,
verbunden (vgl. Abbildung 3). Dicht gewunden um die Histonproteine ist die
Basensequenz der DNA so in ihrer Zugénglichkeit fiir Proteine behindert, wobei der Grad
dieser Verpackung dynamisch variiert werden kann (31, 54). Epigenetische
Modifikationen der Histone beruhen auf der posttranslationalen Verdnderung der Histon-
Proteine und damit einhergehend der Chromatinkonformation, die direkt die
Zugiénglichkeit der DNA beeinflusst und so Konsequenzen fiir deren Transkription haben
kann (32, 55). Transkriptionsfaktoren, Polymerasen und Co-Faktoren konnen so entweder
erleichtert oder erschwert binden, was wiederum unmittelbar Auswirkungen auf die
Expression der codierten Gene hat (56, 57). Die Modifikationen finden insbesondere an
den N-terminalen Aminosduren der Histone statt, welche zur Nukleosom-Aufenseite
gerichtet sind (32, 58, 59). Folgende Verdnderungen sind besonders hiufig: Mono- Di-
oder Trimethylierung und -Acetylierung von Lysinresten (abgekiirzt als K) sowie die
Mono- oder Dimethylierung von Argininresten (A). AuBBerdem sind unter anderem die
Ubiquitinylierung, Ribosylierung und Sumoylierung von Lysinresten (K) sowie die
Phosphorylierung von Serinresten (S) beschrieben (31, 58, 59). Es hat sich gezeigt, dass
verschiedene Modifikationen und Kombinationen dieser mit bestimmten biologischen
Funktionen verkniipft sind. So kdnnen sie einerseits Auswirkungen auf die Transkription
der benachbarten Gene haben, andererseits aber auch Einfluss auf die verschiedenen
Zellzyklusphasen nehmen oder spezifisch in der Mitose auftreten (31, 60-62). Eine
Acetylierung findet meist an bestimmten Lysinresten, vor allem von Histon 3, statt. So
kann eine Acetylierung von H3K4 (Histon 3 Lysin Nr. 4), H3K9, H3K 14 und H3K27 eine
Aktivierung der Transkription bewirken (31, 63). Komplexer ist hingegen der Effekt einer
Methylierung, da hier das Histon, die exakte Position, wie beispielsweise die Nummer
des Lysinrestes, und sogar die Zahl der addierten Methylgruppen von Relevanz ist (62).
Abermals ist Histon 3 ein hdufiges Ziel der Modifikationen: Eine H3K4 Methylierung ist
mit einer Aktivierung der Transkription, eine H3K9 und H3K27 Methylierung mit einer

Unterdriickung der Transkription assoziiert (31). Dazu passend zeigt sich im



Heterochromatin H3K9 verstirkt methyliert, wohingegen eine ausgeprigtere
Methylierung an H3K4 bei gerade transkribierten DNA-Bereichen zu beobachten ist (64,
65). Auch kénnen Histon-Methyltransferasen (HMT) die Methylierung verschiedener
Nicht-Histon-Proteine wie beispielsweise Transkriptionsfaktoren bedingen, was
unterschiedliche zelluldre Effekte verursacht (66). Von besonderem Interesse ist hier die
Familie der SET-Methyltransferasen, wobei SET fiir die drei Genregulatoren SU(VAR)3-
9, E(Z) (Enhancer-of-zeste) und TRX (Trithorax) von Drosophila steht und ein
gemeinsames katalytisch wirkendes Motiv beschreibt (67-69). Drei Vertreter dieser
Gruppe zéhlen zu den wichtigsten epigenetischen Enzymen, die H3K4 methylieren:
SET1, das Lysin 4 mono-, di- oder trimethylieren kann, solange das benachbarte Lysin 9
unmethyliert ist, auerdem SET2, auch bekannt unter dem Namen SMYDI, das
insbesondere fiir die Kardiomyozyten-Differenzierung von Bedeutung ist, und SET7 (70,
71). Speziell SET7 nimmt in dieser Enzymfamilie mit einer weniger strengen
Substratspezifitit eine Sonderrolle ein (32, 72, 73). Relevante H3K4-Demethylasen sind
insbesondere LSD1 (Lysine-specific histone demethylase 14, auch Kdmla, im Folgenden
LSD bezeichnet) und KdmS5 (auch LSD5, RBBP2 (Retinoblastoma binding protein 2)).
LSD kann neben di- und trimethyliertem H3K4 zusitzlich H3K9 demethylieren und
stabilisiert DNMT1 (74-76).

1.2.4 SET7

SET7 (oder auch SETD7; SET7/9; KMT7; SET9; SET7/9), ist eine Lysin-
Methyltransferase, deren Substrate neben Histonen auch mehrere nicht-Histon-Proteine
sind, die insbesondere bei der Transkription, Proliferation, Zell-Differenzierung und im
Zell-Zyklus eine Rolle spielen (77-86). Urspriinglich wurde die Hauptfunktion aber als
Monomethylierung des vierten Lysinrestes von Histon drei des Nukleosoms beschrieben
(87-91). Diese H3K4 Methylierung von Genpromotern fiihrt generell zu einer erhdhten
Transkription des entsprechenden Gens (91-93). Hierunter fallen vor allem Gene, welche
die, mitunter myogene, Differenzierung betreffen wie MCK, MYOD und MYOGENIN,
oder Regionen, die im Rahmen des NFkB und p53-Signalweges relevant sind (89, 94,
95). Entsprechend waren nach SET7 knock-out in Endothelzellen tber 8.000 Gene in
ihrer Expression veréndert, davon viele beteiligt an Entwicklung und Inflammation, und

flr ein Viertel von ihnen konnte eine direkt verminderte H3K4 Mono-Methylierung am



Genpromoter nachgewiesen werden (96). Aber auch andere Histonpositionen wie H2A,
H2B oder das H1 linker Histon konnen seltener Wirkungsort von SET7 sein (97, 98).
Zusétzlich kann vereinzelt auch eine Di- und sogar Trimethylierung durch SET7 erfolgen.
Hier liegt im Vergleich zur Monomethylierung jedoch eine hohere energetische Barriere
fiir SET7 vor, weshalb generell von dessen Hauptaufgabe als Monomethyltransferase

auszugehen ist (97, 99).

Als epigenetisches Enzym ist SET7 charakteristischerweise in ein breites Netzwerk sich
gegenseitig modulierender und kontrollierender Enzyme eingebettet. So ist die
Durchfiihrung einer Methylierung allein schon dadurch beeinflusst, ob sich bereits
Methylgruppen an benachbarten Histonen befinden oder nicht. Eine Di- und auch
Trimethylierung von H9 verringert z.B. die Neigung von SET7, H3 zu methylieren (92).
Die fiir diese Trimethylierung verantwortliche Histon-Methyltransferase SUV39H1
selbst wird durch SET7 direkt methyliert, hierdurch herunterreguliert, so die H3K9
Trimethylierung verringert und es kommt zu einer Relaxation des Chromatins (80, 89).
Ebenso konnen unterschiedliche Lysinpositionen von Proteinen als Ziel einer direkten
Methylierung durch SET7 verschiedene, teils gegensitzliche Auswirkungen haben (78,
100, 101).

Eine besondere Rolle spielt SET7 im NF«kB Signalweg, der maB3geblich beteiligt ist an
Inflammation, Immunantwort, Zellproliferation und Apoptose, und dessen Dysregulation
in einer chronischen Inflammation mit erh6htem Tumorrisiko resultieren kann (102-104).
SET7 fordert eine Lokalisation der p65-Untereinheit im Nukleus, wo eine verbesserte
Bindung von p65 an den NFkB-Genpromoter erfolgen kann, was insgesamt in einer
gesteigerten Transkription NFxB-induzierter Gene resultiert (94, 95). Auch bei dieser
direkten Proteinmethylierung ist die spezifische Methylierungsstelle entscheidend: Die
Methylierung von Lysin Nr. 37 des p65 bewirkt, als Reaktion auf TNFa- oder IL-1f-
Stimulation, die Induktion verschiedener assoziierter Gene, und strukturelle Analysen
fiihrten zu der Annahme, dass dies die von SET7 préiferierte Position darstellt (105). Eine
Methylierung von Lysin Nr. 314 beziehungsweise 315 fordert als Reaktion auf TNFa
jedoch die Degradation von p65 (106). Insgesamt findet eine Methylierung durch SET7
aber nur dann statt, wenn sich NFkB bereits im Nukleus befindet und mit seinen

spezifischen Promotern assoziiert ist, worauf dann dessen Funktion direkt am Promoter
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verdndert wird und so Dauer bzw. Stirke der Genexpression variiert werden konnen,

moglicherweise auch charakteristisch fiir verschiedene Zelltypen (107).

Auch eine andauernde Hyperglykidmie, wie sie besonders bei Patienten und Patientinnen
mit Diabetes mellitus Typ 2 auftritt, kann zu einer Hochregulierung von SET7 mit Folge
einer Steigerung der Gen-Expression NFxB-assoziierter Gene fiithren (88, 108). Uber die
resultierende  verstidrkte Inflammation werden mit diesem Krankheitsbild
vergesellschaftete vaskuldre Schiden und Fehlfunktionen erklart. SET7 konnte somit ein
moglicher Sensor fiir {iber einen ldngeren Zeitraum erhdhte Glucosespiegel sein. Im
Gegensatz zur Reaktion auf TNFo-Stimulation bewirken erhdhte Glukosespiegel eine
Steigerung der p65-Transkription zumindest teilweise tiber eine H3K4-Methylierung (88,
108, 109). Dies erklirt man sich insofern, dass unterschiedliche Stimuli auch
unterschiedliche Funktionsweisen von SET7 im Sinne einer direkten oder aber H3K4-
vermittelten Methylierung bewirken konnen, was eine noch hoéhere Zahl moglicher

Wechselwirkungen dieser HMT impliziert (110).

Auch entscheidend ist SET7 in der Reaktion auf oxidativen Stress, speziell in Form
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS): Sowohl die hemmende Wirkung von SET7 auf
NFE2L2 (nuclear factor erythroid 2-like 2), einen Transkriptionsfaktor, der zu einer
verstirkten antioxidativen Zellantwort fiihrt, als auch auf PPARGCI1A (peroxisome
proliferator activated Receptor y Coactivator 14), einen fiir mitochondriale Funktionen
entscheidender Co-Aktivator, der liber Superoxiddismutase 2 und Katalase zum Erhalt
der mitochondrialen Integritdt insbesondere bei oxidativem Stress beitrdgt, ist
beschrieben (94). Die Expression von HIFla (Hypoxia-inducible factor la), der bei
Hypoxie die zelluldre Reaktion u.a. im Sinne einer vermehrten Glukoseautnahme steuert,

wird von SET7 negativ reguliert (84).

AuBlerdem beeinflusst SET7 Wachstum und Entwicklung. So besitzt SET7 eine
Kontrollfunktion im Hippo-Pathway, die insgesamt foérdernd auf die Differenzierung und
hemmend auf die Zellproliferation wirkt (111, 112). Dieser wiederum hat
Querverbindungen zum Wnt/B-Catenin-Pathway, der bedeutend fiir Zellwachstum und
speziell Tumorgenese ist. Dessen Schliisselprotein B-Catenin wird unter SET7 vermehrt

abgebaut, interessanterweise verstirkten ROS diesen Effekt zusitzlich (113, 114).
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Unterstrichen wird die Relevanz von SET7 fiir die Zelldifferenzierung durch
Beobachtungen in humanen embryonalen Stammzellen. Fiir diese stieg die Expression
von SET7 entsprechend dem Grad der Differenzierung an, ein shRNA (small hairpin
RNA) knock-down fiihrte entsprechend zu einer signifikant verspateten Differenzierung
der Zellen (98). Weiter reguliert SET7 pRB, das Retinoblastom-Tumorsuppressor-
Protein, das von den Cyclin-abhidngigen Kinasen (cyclin-dependent kinases, CDK) nach
Methylierung erschwert erkannt wird (81). Ebenso kann durch Methylierung des
Transkriptionsfaktors E2F1 Einfluss auf den Zellzyklus genommen werden, und SET7 in
diesem Kontext die Rolle eines Tumorsuppressors einnechmen (115). Der gegenteilige
Effekt im Sinne einer gesteigerten Proliferation ist vor allem verursacht durch ERa

(Estrogen receptor a), der von SET7 direkt methyliert und so stabilisiert wird (116).

Im Gegensatz dazu fiihrt eine Methylierung der DNMT1 an Lysin 142 zu deren
Destabilisierung, wobei sich dieser Prozess im Wechselspiel mit der Phosphorylierung
von Serin 143 durch die Protein-Kinase B befindet, was wiederum zu einer erhohten
Stabilitat fiihrt. Die Beeinflussung der DNMT1-Aktivitdt durch SET7 ist besonders
interessant, da DNMT1 in vielen Tumorentititen iiberexprimiert ist (79). Ahnliche
Beobachtungen zu SET7 =zeigten sich im Zusammenhang mit Krebs und der
Tumorgenese: Bei den meisten Arbeiten hierzu ging eine Alteration von SET7 mit einer
schlechteren Prognose einher, je nach Zelltyp nahm SET7 die Rolle eines
Tumorsupressors oder, insbesondere bei Brustkrebs aufgrund der Stabilisierung des
Estrogenrezeptors a, die eines Protoonkogens ein (113, 117-120). Trotzdem wiesen SET7

knock-out Miuse keine erkennbaren phinotypischen Besonderheiten auf (121).

Fiir verschiedene Zellpopulationen ist die Relevanz von SET7 detaillierter nachgewiesen.
So spielt SET7 eine Rolle bei der Differenzierung glatter Muskelzellen und braunen
Fettgewebes (122, 123). In Bezug auf Monozyten und Makrophagen konnte zusétzlich
gezeigt werden, dass ein knock-down durch eine sShRNA mafgebliche Verédnderungen der
Zellfunktionen verursacht: Die Adhdsion der Monozyten an endotheliale Zellen wird
vermindert, wihrend die Integration TNFa-vermittelter Signale und folglich die
Ausschiittung inflammatorischer Zytokine abgeschwicht wird (95). Bestitigt wird dieses
Ergebnis durch die Beobachtung, dass in von Diabetes mellitus Typ 2 - Erkrankten aus

dem Blut isolierten Monozyten eine erhdhte Expression von SET7 festzustellen war, die
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mit einer Hochregulation von NFkB, inflammatorischen Genen sowie ICAM-1
(intercellular adhesion molecule 1) einherging (108). Es konnte kiirzlich auch eine direkte
Beteiligung von SET7 an der Regulierung von S100A12 (S700 calcium-binding protein
Al12), das in Makrophagen als schnelle Antwort auf erhohte Glukoselevel vermehrt
exprimiert wird, und Zytokinproduktion, oxidativen Stress sowie Inflammation fordert,
nachgewiesen werden (124). Wie genau SET7 aber diese vielfiltigen Verdnderungen
verursacht und auf welche Weise die verschiedenen Signale integriert werden, ist

weiterhin unklar.

Hippo Pathway E2F2 Zellzyklus-
Fortschritt, Retinoblastom-Protein
(Erschwertes Erkennen durch CDKs)

A Differentiation
J Proliferation
©
B-Catenin S
)

/
ROS @ —
Hyperglykdmie/
ROS/TNFa/IL-1B
HIF1a /

/ \/®
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Abbildung 4: Auswahl relevanter SET7 Mechanismen — zusammenfassende Grafik. SET7 steigert (+),
verstarkt durch Hyperglykamie, oxidativen Stress (ROS), TNFa oder IL-1f, die NFkB-vermittelte Antwort
durch spezifische Lysin- (K) Methylierung (Me) von p65, kann seltener aber auch zu dessen Degradation
fithren. V.a. unter oxidativem Stress hemmt (-) SET7 eine antioxidative Reaktion durch PPARGC1A und
NFE2L2. Es destabilisiert DNMT1 und reguliert HIFa negativ. Es bestehen proliferationsférdernde bzw. -
hindernde Effekte durch Stabilisierung von Estrogenrezeptor o und negativer Regulation des Hippo- und
B-Catenin-Pathways. Auch kann ein Voranschreiten des Zellzyklus tiber Hemmung von E2F2 oder pRB
(das nach Methylierung durch SET7 von den CDKs (cyclin-dependent kinases) schlechter erkannt wird)

erschwert werden. Eigene Anfertigung.
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1.3  Matrix-Metalloproteasen

Matrix-Metalloproteasen (MMPs) werden von verschiedenen Zelltypen synthetisiert und
dienen als Proteasen primidr dem Entfernen von Extrazellulirmatrix und dem
Gewebeumbau. Thre Inaktivierung erfolgt durch die TIMP (tissue inhibitors of
metalloproteinases) Enzyme (125). Uber Proteolyse konnen einzelne MMPs auBerdem
zur Aktivierung verschiedener Proteine und zur Freisetzung von Chemokinen oder
Wachstumsfaktoren fiihren. Sie sind auf diese Weise an der Vermittlung unterschiedlicher
Umweltbedingungen wie Inflammation oder im Rahmen der Gewebeverletzung
beteiligt (126). Insbesondere die Gelatinasen MMP2 und MMP9 scheinen so speziell fiir
die Freisetzung von biologisch aktivem TNFa und IL-1B relevant zu sein und kdnnen
Einfluss auf die Aktivitdt anderer MMPs nehmen, indem sie deren Vorlduferformen als
Substrat nutzen (127-129). Neben kontinuierlich freigesetzten MMPs, deren Expression
variiert werden kann, ist die Induktion einzelner MMPs auch kurzfristig, vermittelt {iber
verschiedene proinflammatorische Mediatoren, moglich (129, 130). So macht diese
variable Anderung der eigenen Expression die MMPs zusitzlich zu ihrer potenziellen
regulatorischen Rolle bei der Reaktion auf Reize (z.B. durch Chemokinausschiittung) als

Substrat fiir eine epigenetischen Modifikation generell verdédchtig.

AuBerdem sind sie maf3geblich am atherosklerotischen Krankheitsgeschehen beteiligt. So
ist besonders fiir spatere Stadien der Atherosklerose eine erhohte Aktivitdt spezieller
MMPs charakteristisch, die unter anderem die Zell-Migration, wie die der SMCs in die
Intima, erleichtern (129). Auch tragen sie entscheidend zu Degradation von
Extrazelluldrmatrix und infolgedessen zur Instabilitéit des atherosklerotischen Herdes bei
(131, 132). Vor allem die u.a. von Makrophagen sezernierten Gelatinasen MMP2, 9 sowie
die membrangebundene Protease MMP14 werden wiéhrend der Entwicklung der
Atherosklerose verstirkt exprimiert (133, 134). Demgegeniiber kann speziell TIMP2 in
deren Pathogenese einen protektiven Effekt aufweisen, indem es besonders die MMP14-
vermittelte Invasion von Monozyten in den atherosklerotischen Herd vermindert. TIMP1
wiederum zeigt eine verringerte Expression in instabilen atherosklerotischen Plaques der

Carotis (135, 136).
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1.4  Epigenetik und Atherosklerose

Die Rolle epigenetischer Mechanismen bei der Entstehung von Krebs wird seit vielen
Jahren ausfiihrlich untersucht. So treten hiufig charakteristische Veranderungen der DNA
Methylierungsmuster, wie eine verstirkte Hypomethylierung, auf und Mutationen
epigenetischer Enzyme fordern das Voranschreiten oder gelten als Risikofaktoren (55,
137, 138). Im Gegensatz dazu wird der Zusammenhang zwischen Atherosklerose und
Epigenetik erst seit kurzem gezielt erforscht. Eine der ersten Arbeiten, die sich hiermit
beschiftigte, untersuchte die Methylierung von Estrogenrezeptor-Promotoren in
atherosklerotischen Lasionen im Vergleich zu gesunden GefdBabschnitten. Nicht nur war
die Methylierung signifikant erhdht, auch konnte die Expression des Estrogenrezeptors
durch Inhibition der DNA-Methyltransferasen deutlich gesteigert werden (139). Weiter
wurde ein Zusammenhang zwischen DNA-Methylierung und dem kardiovaskuldren
Risiko postuliert, und Unterschiede hinsichtlich der Methylierung zwischen
atherosklerotischem und gesundem Gewebe festgestellt (140-142). Passend dazu zeigten
atherosklerotische Proben in iiber 10% der Gene aberrante CpG-Methylierungsmuster
(143). An Lisionen der Carotis konnten konkret erstmals relevante Verdnderungen der
Histon-Methylierung nachgewiesen werden: So ist die H3K4 Methylierung im
fortgeschrittenen Stadium der Atherosklerose generell eher erhoht, besonders in glatten
Muskelzellen, die aus der Lision isoliert wurden. Ein relevanter Einfluss dieser
Histonposition bei der Atherosklerose scheint somit moglich. Auch wurden Alterationen
der Histon-Methyltransferasen MLL2 (H3K4) und G9a (H3K9) sowie von DNMT1 und
TET1 nachgewiesen (142). Bei Makrophagen, die in der Pathogenese der Atherosklerose
entscheidend beteiligt sind (18), fiihrte eine Verhinderung der DNA-Methylierung durch
5-Aza-2’-Deoxycytidin zu einer verminderten Expression der mRNA pro-
inflammatorischer Zytokine, zu abgeschwichter Migration, Adhdsion und Infiltration
(144). Demgegeniiber konnte in DNMTI-iliberexprimierenden Makrophagen eine
gesteigerte Expression proinflammatorischer Zytokine nachgewiesen werden, was im
Atherosklerose-Mausmodell ein rascheres Fortschreiten der Erkrankung bewirkte (145).
Generell scheint eine epigenetische Regulation eine entscheidende Rolle als
Kontrollfunktion von Monozyten und Makrophagen, besonders bei deren Aktivitdt in

inflammatorischen Prozessen, zu spielen, und ist eng mit der Aktivitdt einzelner
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epigenetischer Enzyme verkniipft (145, 146). Auch konnten diese zum Teil
verantwortlich fiir die charakteristische Hochregulierung inflammatorischer Gene im

atherosklerotischen Krankheitsprogress sein (147).

Besonders fir MMPs sind, wie bereits angedeutet, regulatorische epigenetische
Mechanismen anzunehmen. So sind Alterationen der Methylierung in den
Promoterregionen einzelner MMPs abhingig von deren Aktivitit, speziell flir MMP2 und
9, beschrieben, und auch die Moglichkeit einer Regulation der TIMPs durch
Methylierung scheint wahrscheinlich (148-150). In atherosklerotischen Plaques zeigte
sich auBBerdem die CpG-Methylierung von MMP3 verindert, wihrend dessen Expression
in der DNMT1 und DNMT3b knock-out Maus gesteigert war (143, 151).

Vor allem die hohe Relevanz epigenetischer Verinderungen als Reaktion auf
Umwelteinfliisse wie Rauchen, Erndhrung und im Prozess des Alterns legen in Hinblick
auf die atherosklerotischen Risikofaktoren eine Beteiligung an der Pathogenese nahe (28,
152-155). Insbesondere Makrophagen zeigen eine hohe Plastizitit ihres Chromatin-
Konformationsstatus, der gewebeabhingig in einer neuen Umgebung re-programmiert
wird, und werden durch epigenetische Prozesse reguliert (146, 156). Zudem hat sich
herausgestellt, dass auch Teile des angeborenen Immunsystems eine Art Gedichtnis, die
sogenannte ‘frained immunity, entwickeln konnen, was mithilfe epigenetischer
Verdnderungen gespeichert werden kann, und diese Zellen schneller auf bereits bekannte
pathogene Erreger reagieren ldsst (157). Dass Verdnderungen des Blutflusses, ein
Charakteristikum der Atherosklerose, epigenetische Alterationen der Endothelzellen
bedingen und dadurch Einfluss auf deren Funktionsstatus nehmen, spielt hier ebenfalls
eine entscheidenden Rolle, ebenso das Auftreten epigenetisch alternierter NO-Synthasen-

Promoter bei verdickter Intima-Media der Karotiden (158, 159).

Speziell SET7, das insbesondere bei einigen atherosklerotischen Risikofaktoren wie
Hyperglykdmie und ROS eine Schliisselrolle zu spielen scheint, in Monozyten aus dem
peripheren Blut von Diabetes-Erkrankten erhoht ist und via NFxB an einer
inflammatorischen Reaktion beteiligt ist, ist in diesem Zusammenhang besonders

interessant (94, 95, 108, 109).
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Zu den TET-Enzymen sind bereits deutliche Verdnderungen in Bezug auf Inflammation
und speziell Atherosklerose beschrieben. Untersuchungen bei Blutkrebs zeigten, dass
somatische Mutationen, die vermehrt im Alter auftreten, vor allem in den Genen von
DNMT3a und TET?2 stattfinden und mit einem erh6hten Krebsrisiko, aber auch mit einem
verstiarkten Auftreten von KHK assoziiert sind (160). TET2 reguliert und fordert den
Zellverdau, was u.a. durch oxLDL oder niedrige Scherkréifte gebremst werden kann,
auBlerdem wird es zur Einddimmung von inflammatorischen Prozessen bendtigt und
beeinflusst den Phénotyp glatter Muskelzellen (161-165). Dazu passend zeigen TET2-
mutierte LDL-Rezeptor knock-out (Ldlr”") Miuse einen Anstieg der Plaque-GroBe und

Sekretion von inflammatorischen Faktoren wie IL-1p (166).

All diese Ergebnisse verdeutlichen die moglicherweise hohe Relevanz epigenetischer
Mechanismen fiir die Atherosklerose und legen einen Einfluss dieser auf deren
Pathogenese nahe. So konnten sie die Briicke zwischen Umwelteinfliissen und
Inflammation als Atherosklerose-Risikofaktoren und den molekularbiologischen
Charakteristika der Krankheit bilden (157, 167). Es fehlt aber im Konkreten die
Demaskierung der fiir die vereinzelt bereits nachgewiesenen Verdnderungen der DNA-
und Histon-Methylierung verantwortlichen epigenetischen Enzyme und die Abschétzung
threr Anteilnahme an den einzelnen Schritten der Pathogenese. Dies konnte zukiinftig
nicht nur zu neuen diagnostischen Biomarkern, sondern zu weiteren dringend benétigten

therapeutischen Ansétzen verhelfen.
1.5 Ziel der Arbeit

Das Ziel der Arbeit ist es, den Zusammenhang zwischen epigenetischen Mechanismen
und Atherosklerose ndher zu untersuchen. Dies erfolgt zundchst in vitro anhand zweier
im Rahmen der Atherosklerose sehr relevanten Zellpopulationen, den Makrophagen
sowie den glatten Muskelzellen. Beziiglich der Histone liegt hier der Fokus auf der
Untersuchung von Enzymen, die an H3K4 wirken, da die Literatur eine relevante
Beteiligung dieser Position am atherosklerotischen Geschehen vermuten lédsst. Es geht
insbesondere um die Frage, ob in diesen Zellen verschiedene Reize, genauer eine

Stimulation mit verschiedenen pro-atherosklerotischen Substanzen, einen Einfluss auf die
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Expression epigenetischer Enzyme haben. Fiir SET7 und DNMT]1 soll im Speziellen

geklart werden, welche zeitliche Dynamik hinter dieser epigenetischen Reaktion liegt.

Ergéinzend sollen wunter vergleichbaren Versuchsbedingungen Alterationen der
Genexpression von verschiedenen MMPs sowie deren Inhibitoren in Makrophagen
tiberpriift werden. Diese spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Krankheit und
aufgrund bereits nachgewiesener moglicher epigenetischer Einflussnahme soll untersucht
werden, ob die Wahrscheinlichkeit einer Kontrolle durch epigenetische Mechanismen

besteht.

Tabelle 1: Ubersicht der in dieser Arbeit untersuchten Enzyme und Zytokine

Epigenetische Enzyme

o DNA-Methylierung: DNMT1, DNMT3a
o DNA-Demethylierung: TET2, TET3
o Histon-Methylierung (H3K4): SET1 (= Ash2l), SET2 (= SMYD1), SET7
o Histon-Demethylierung (H3K4): LSD, Kdmba
Matrixmetalloproteasen MMP2, MMP9, MMP14
Inhibitoren der MMPs TIMP1, TIMP2
Zytokine und Transkriptionsfaktoren TNFa, IL-18, NFkB

Am Mausmodell kann die Rolle der ausgewihlten epigenetischen Enzyme im
atherosklerotischen Geschehen ndher beurteilt werden. Hierfiir wurde eine LDL-
Rezeptor-knock-out (Ldlr”") Maus unter achtwdchiger fettreicher Didt (high-fat diet,
HFD) als Modell gewihlt, da diese insbesondere ein dem Menschen dhnliches Lipidprofil
aufweist (168). Anhand von Gewebeproben dieser Tiere und der daraus gewonnenen
Zellsuspensionen konnen krankheitsspezifisch ~ Alterationen im pathologischen
Organismus untersucht werden. SchlieB8lich sollte die Methode eines stabilen knock-outs
von SET7 durch das CRISPR/Cas9 System etabliert werden, um so in Zukunft den
Einfluss von SET7 in unterschiedlichen Zelllinien unter verschiedenen Bedingungen

ndher beurteilen zu konnen.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Alle hier aufgefiihrten Materialien wurden mir von dem Institut fiir Experimentelle

Biomedizin, Lehrstuhl II, der Universitétsklinik Wiirzburg zur Verfiigung gestellt.

2.1.1 Zell- und Bakterienkultur

Ampicillin

EDTA-Trypsin

FCS (fetal calf serum)

D-PBS (Phosphate-buffered saline)
Kollagenase

Penicillin

Penicillin/Streptomycin

Stbl3 E. coli

StemPro Accutase
B-Mercaptoethanol

RPMI-Medium 1640 (mit 2 mM L-Glutamin)
OptiMEM-Medium
DMEM-Medium

DMEM-GlutaMAX

LB-Medium

Konditioniertes Medium:

cDMEM-Medium
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Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich

Gibco

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Carl-Roth

DMEM-Medium

10 % FCS

100 U/ml Penicillin/Streptomycin
0,1 % B-Mercaptoethanol



DMEM-Glu

cDMEM-Hungermedium

cDMEM-GlutaMAX

cRPMI-Medium

RPMI-HEPES.Medium

cRPMI-L929-Medium

DMEM-Medium

10 % FCS

100 U/ml Penicillin/Streptomycin
1 g Glukose/ 500ml

DMEM-Medium

0,5 % FCS

100 U/ml Penicillin/Streptomycin
0,1 % B-Mercaptoethanol

DMEM-GlutaMax
10 % FCS
100 U/ml Penicillin/Streptomycin

RPMI-Medium (1640)

10 % FCS

100 U/ml Penicillin/Streptomycin
0,1 % B-Mercaptoethanol

RPMI-Medium (1640)

10 % FCS

100 U/ml Penicillin/Streptomycin
25 mM HEPES

cRPMI-Medium
15 % 1.929-Medium

2.1.2  Zelllinien

Zellreihe Herkunft Verwendungszweck

L929 ATCC Gewinn von L929-
konditioniertem Medium
Adhirente Zelllinie aus Mausfibroblasten fiir Zellkulturen
Priméire Mausmakrophagen Isoliert aus C57BL/6J Zellkulturversuche
Mausen (siehe 2.2.1.5)

Glatte Muskelzellen (SMCs) Isoliert aus C57BL/6J Zellkulturversuche

Mausen (siehe 2.2.1.7)
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HEK 293 ATCC

Mit AAV-5 transformierte humane
embryonale Nierenendothelzelllinie

Cas9 SMCs Isoliert aus B6.R0sa26-

Cas9 knock-in Méausen

Glatte Muskelzellen, die bereits die (siche 2.2.1.7)

Endonuklease Cas9 exprimieren

2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Agarose

ATP (Adenosin-5'-triphosphat) Solution
DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDTA 0,5 M

Ethanol 100 %

FastAP: Thermosensitive Alkaline Phosphatase
FastDigest 10X buffer

FastDigest Sapl (Lgul)

FUGENE HD Reagent

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

GeneRuler 50 bp DNA Ladder

Glycerin

HEPES (4-(2-hydroxyethyl) -1-piperanzineethanesufonic acid)
Isofluran

Isopropanol

MassRuler DNA Loading Dye (6X)

Midori Green Advance

Na;EDTA

Natriumacetat

Natriumchlorid
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CRISPR/Cas9 AAV-
System: Viren-Assembly

CRISPR/Cas9 System:
SET7 KO

Carl-Roth

Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Carl-Roth

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Promega

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Carl-Roth

Thermo Fisher Scientific
CP Pharma

Sigma Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Nipppon Genetics
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich



Nuklease-free water
Paraformaldehyd (PFA)

PCR MasterMix 2X Taq Polymerase
Polynukleotidkinase PNK

PowerUp SYBR Green Mastermix

Proteinkinase K

Rapid Ligation Buffer 2X

SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfate)
T4 Ligase

Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)

10X TAE-Puffer (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer)

Thermo Fisher Scientific
Carl-Roth

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Fermentas
Enzymatics
Carl-Roth
Enzymatics

Pharmacia Biotech

10 % Na,EDTA (pH 8.0)

5,7 % Acetat

Tris 242 mM
2.1.4 Substanzen zur Stimulation
IL-1B (Interleukin 1B) (10 pg/ml) Peprotech
LPS (Lipopolysaccharid) (100 pg/ml) Sigma Aldrich
TNFa (Tumornekrosefaktor a) (10 ug/ml) Peprotech

OxLDL (oxidiertes LDL) (2 mg/ml)

Hycultec /BTI Inc

2.1.5 Plasmide

Plasmid Herkunft

Verwendungszweck

PX552 Geschenk von Feng Zhang (Addgene plasmid #60958; | AAV-Plasmid (sgRNA)
http://n2t.net/addgene:60958; RRID: Addgene 60958)

PAAV-DJ | AAV-DIJ Helper free Packaging System, Cell Biolabs AAV-Plasmid, Hybrid-Capsid

pHelper AAV-DJ Helper free Packaging System, Cell Biolabs AAV-Plasmid




216 Primer

Name Sequenz (5°— 3°) Primer Zielgen
NSO01.qmASH21.F GTGGAGTTGCAGTGTGGGAT Forward | SET1
NS02.gqmASH21.R TCGAGACTGCCACGTCAAAT Reverse | SET1
NS37.qmSETD2.F CCGACCCCTGAAGAAGAAGAA | Forward | SET2
NS38.gqmSETD2.R ATGACACCTTTTGCCGTCCC Reverse | SET2
NS05.qmSETD7.F CAGAGGACTGCGCTCTATGG Forward | SET7
NS06.gqmSETD7.R TGGAGATGAGAGAGTCGGCA Reverse | SET7
NS07.qmKdmla.F AAGCCAGGGATCGAGTAGGT Forward | LSD
NS08.gqmKdmla.R GGAACAGCTTGTCCATTGGC Reverse | LSD
NS09.gqmKdmS5a.F TCTTCCGTGTGTCATCAGCC Forward | Kdm5
NS10.gmKdmS5a.R CTCTTGCTTTAGTCGGGGCA Reverse | Kdm5
NS25qmDNMT1.F TTGAAACTTCACCTAGTTCCGT Forward | DNMTI1
NS26gqmDNMT1.R GGTTCCCGCTGTTACCTCTT Reverse | DNMT1
NS27qmDNMT3a.F GAACAGGAGGAGAACCGTGG Forward | DNMT3a
NS28qmDNMT3a.R CTCCTCAGGTTGGGGTTCAC Reverse | DNMT3a
NS33qmTET2.F GCCGAGCCTAGAGAACAGAC Forward | TET2
NS24.gmTET2.R CCGTAGCGGAACAGGAACAA Reverse | TET2
NS35.qmTET3.F CTCCCTCGGCGGGGATAATG Forward | TET3
NS36.gqmTET3R CGGGCTCTCTAGCACCATTG Reverse | TET3
NS13.gqmMMP2.F CCCCATGTGTCTTCCCCTTC Forward | MMP2
NS14.gqmMMP2.R GTGTAGATCGGGGCCATCAG Reverse | MMP2
NS19.gqmMMP9.F CGCTCATGTACCCGCTGTAT Forward | MMP9
NS20.gqmMMP9.R CCGTGGGAGGTATAGTGGGA Reverse | MMP9
NS11gm.MMP14.F CCCACTTTGATTCTGCCGAG Forward | MMP14
NS12.gqmMMP14.R CTTTGTGGGTGACCCTGACTT Reverse | MMP14
NS21.qmTIMP1.F GGCATCTGGCATCCTCTTGT Forward | TIMP1
NS22.qmTIMP1.R CGCTGGTATAAGGTGGTCTCG Reverse | TIMP1
NS23.qmTIMP2.F AAAGCAGTGAGCGAGAAGGA Forward | TIMP2
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NS24.qmTIMP2.R GGGGGCCGTGTAGATAAACT Reverse | TIMP2
GAPDH F AGCTTGTCATCAACGGGAAG Forward | GAPDH
GAPDH R CGGAGATGATGACCCTTTTG Reverse | GAPDH
HPRT F TCCTCCTCAGACCGCTTTT Forward | HPRT

HPRT R CCTGGTTCATCATCGCTAATC Reverse | HPRT

IL-1B F TGAGCACCTTCTTTTCCTTCA Forward | IL-1P

IL-1BR TTGTCTAATGGGAACGTCACAC | Reverse | IL-1P

NF«B F GAACTTCTCGGACAGCTTCG Forward | NFxB

NFkB R CGTAGTTCGAGTAGCCATACCC | Reverse | NFxB

TNFa F CTGTAGCCCACGTCGTAGC Forward | TNFa

TNFa R GGTTGTCTTTGAGATCCATGC Reverse | TNFa
SV468.U6 gRNAsSeq.F | GGACTATCATATGCTTACCG Forward | U6 Promoter
SV723AAV1l.cleav.F TATGTGGATGGAGAGCTGAATG | Forward | SET7 sgRNA 1
SV724AAV11.cleav.R CACGTTCCCTTCTTTGTTTCTC Reverse | SET7 sgRNA 1
SV725AAV12/13.cleav.F | GGAAGTATAGCACCCGTTCATC | Forward | SET7 sgRNA 3
SV726AAV12/13.cleav.R | CATTCAGCTCTCCATCCACATA | Reverse | SET7 sgRNA 3

2.1.7 Kits
AAV-DJ Helper free Packaging System Cell Biolabs #VPK-400-DJ
First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher Scientific #K1612

NucleoSpin RNA Kit Macherey-Nagel #740 955.250
QIAprep® Spin Miniprep Kit Quiagen #27104
QIAquick® Gel Extraktion Kit Quiagen #28704
QuickTiter AAV Quantification Kit Cell Biolabs #VPK-145
TOPO TA Cloning Kit Thermo Fisher Scientific #450071
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2.1.8 Instrumente und Geratschaften

CellGard ES Biosafety Cabinet class 2 Sicherheitswerkbank

Cool Cell Freezing Container

Infinite 200 PRO Fluorometer

Heracell CO; Inkubator 1601

Imager AI600

Leica DM 4000B Fluorescence Microscope

Nanodrop 2000C

PCR Cycler

QuantStudio 6 flex RealTime PCR

Thermocycler peqSTAR

Vakuum-Pumpe Aspir8 Mini

Vortexer

Zentrifugen, insbesondere: Ministar Mikrozentifuge, Heraeus

Multifuge, Heraeus Fresco 21 Mikrozentifuge, Megafuge 40 R

2.1.9 Verbrauchsmaterialien

384-Well-qPCR-Platte

6-, 24-Well Platte

Cellstar™ Zellkulturkolben

Combitip advanced Pipettenspitze

Costar 96-Well Black Polystyrene Plate

25

NuAire

BioCision

Tecan

Thermo Fisher Scientific

Amersham

Leica Biosystems

Thermo Fisher Scientific

Eppendorf

Applied Biosystems

VWR

Cell Media

VWR

VWR, Thermo Fisher

Scientific

Biozym

Sarstedt

Greiner Bio-One

Eppendorf

ImmunoChemistry



Falcon© 70um Zellfilter Corning

Pipette filter tips Sarstedt
Spritze (BD PlastipakTM) BD Biosciences
Zentrifungenréhrchen Thermo Fisher Scientific

2.1.10 Verwendete Software

Graph Pad Prism (v7) GraphPad

Real-Time PCR Software v1.2 QuantStudio

Endnote X 8/9 Clarivate Analytics

SnapGene Software Insightful Science (snapgene.com)
2.1.11 Tiere

Fiir diese Arbeit wurden Méuse des Typs C57BL/6J zur Kultivierung von Makrophagen
und glatten Muskelzellen, Ldlr’-Mzuse (B6.129S7-Ldl#*™"/]) fiir die Entnahme von
Milz und Aorta, sowie B6.Rosa26-Cas9 knock-in Maiuse (B6J.129(Cg)-
Gt(ROSA)26Sor™!-1(CAG-cas9™-EGEP)Fezh 1y 7y Kultivierung glatter Muskelzellen fiir die
Durchfiihrung des CRISPR/Cas9 knock-outs verwendet. Diese wurden bereitgestellt
durch das Jackson Laboratory. Die Haltung erfolgte am Zentrum fiir Experimentelle

Molekulare Medizin, Wiirzburg.
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Methoden

Sédmtliche Arbeiten an den Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen in einer
Zellkultur-Hood wunter laminarem Flow durchgefiihrt. Zwischen den einzelnen
Arbeitsschritten wurden die Zellen im Brutschrank bei 37 °C und 5 %-iger CO>

Umgebung inkubiert.

2.2.1.1 Zellkultur

Die unterschiedlichen Zellreihen wurden je nach Verwendungszweck und Zelldichte in
verschieden groen Zellkulturflaschen (T25, T75, T175) kultiviert und im Hinblick auf
Wachstum und Konfluenz vor jedem weiteren Schritt unter dem Mikroskop beurteilt. Ein
Splitten der Zellkulturen erfolgte bei eingetretener Konfluenz von circa 80-90 % der
Zellkulturflasche. Als Standard-Kulturmedium wurden cDMEM (SMCs), cDMEM-
GlutaMAX (HEK293) und cRPMI (Makrophagen, 1.929-Zellen) verwendet und dieses
alle zwei bis drei Tage gewechselt. Bei allen Zellen wurde zum Splitten zuerst das alte
Medium abgesaugt und die Zellkulturflaschen mit PBS-Puffer gespiilt. Da alle hier
verwendeten Zellreihen in der Zellkultur adhdrent wachsen, wurde zusétzlich Trypsin-
EDTA bzw. Accutase (fiir HEK293-Zellen und spétere Makrophagenkulturen) verwendet,
bei Bedarf ergéinzt mit einem Zellschaber, um die Zellen vorsichtig von der Oberfldche
zu l6sen. Darauf wurden die Zellen nach Medium-Zugabe zur Inaktivierung des Trypsins
erneut zentrifugiert (5 min, 400 xg), der Uberstand abgesaugt und die Zellen anschlieBend
nach Resuspension in Medium in eine neue Zellkulturflasche transferiert. Die genaue
Ermittlung der zu transferierenden Menge konnte iiber Kenntnis der Zellzahl pro ml

erfolgen, die mithilfe der Neubauerkammer bestimmt wurde.

2.2.1.2 Einfrieren von Zelllinien

Um einzelne Zellkulturen in fliissigem Stickstoff zu lagern, erfolgten zuerst die gleichen
Arbeitsschritte wie unter 2.2.1.1. Nach Resuspension der von der Zellkulturflasche

abgelosten und zentrifugierten Zellen in Medium wurden 90 pl Zell-Medium-Gemisch in
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Kryo-Tubes pipettiert und diesen im Sinne einer 1:10 Verhéltnisses 10 pl DMSO
hinzugegeben, welches die Bildung von Eiskristallen verhindert. Ein langsamer
Abkiihlprozess wurde durch einen fiir diesen Zweck bestimmten Freezing Container
sichergestellt, der ein zellschonendes Abkiihlen um -1 °C/Stunde gewdéhrleistet, in

welchen die Tubes verpackt in dem -80 °C-Freezer zwischengelagert wurden.

2.2.1.3 Auftauen von Zelllinien

Die zuvor in den Kryo-Tubes bei -80 °C zwischengelagerten Zellen wurden im
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Thr Inhalt wurde, sobald sich der Aggregatzustand in
fliissig anderte, sofort in eine mit 10 ml eines zuvor ebenfalls im Wasserbad angewérmten,
konditionierten zellspezifischen Mediums gefiillte Zellkulturflasche mittlerer Grof3e

ausgesetzt und anschlieBend im Brutschrank inkubiert.

2.2.1.4 L929-Zellkultur und L929-Medium-Gewinn

L929-Zellen dienten als Produzenten des Wachstumsfaktors M-CSF (Macrophage
colony-stimulating factor), der zur Makrophagenkultur (siehe 2.2.1.5) benétigt wurde.
Nach dem Auftauen der L929-Aliquots wurde den Zellen RPMI-HEPES-Medium
zugegeben und der Uberstand nach Zentrifugation (5 min., 400 xg) verworfen. Darauf
wurde das Pellet mit 5 ml Medium geldst und die Zellen in der Zellkulturflasche (T25)
inkubiert, bis sie ab ausreichender Konfluenz in T175-Flaschen gesplittet werden
konnten. Eine T175-Flasche konnte nach erneutem hinreichenden Wachstum in fiinf
Flaschen gleicher Grofle unter Zugabe von 55 ml frischem Medium gesplittet werden.
Mediumwechsel erfolgten an jedem Wachstums-Tag der Zellen. Nach insgesamt zehn
Tagen wurde das Zell-Medium entnommen, zentrifugiert (5 min, 400 xg), der Uberstand
iiber einen Stericup-Filter filtriert und das neugewonnene L929-Medium darauthin in

50 ml Aliquots bei -80 °C gelagert.

2.2.1.5 Gewinn und Kultivierung von Maus-Makrophagen aus dem Knochenmark

Zum Makrophagengewinn aus dem Knochenmark (bone marrow derived, BMD) wurden

die Femur- und Tibiaknochen 8-12 Wochen alter C57BL/6J Wildtyp-Miuse verwendet.
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Die Tiere wurden von dafiir qualifizierten Labormitarbeiterinnen und Mitarbeitern nach
der Tétung durch Isofluran und zervikale Dislokation mit Ethanol desinfiziert und die
Knochen, ohne das Knochenmark zu eréftnen, herausprapariert, weiterhin Muskeln und
umliegendes Gewebe entfernt. AnschlieBend wurden die Knochen unter sterilen
Bedingungen in der Zellkultur-Werkbank in 70 %-igem Ethanol gereinigt, mit cRPMI-
Medium gewaschen, dann das Knochenmark eréffnet und dieses mit Medium tiiber einem
70 um Zellfilter in einen 50 ml Falcon ausgespiilt. Fiir jedes Tier wurde ein neuer Falcon
verwendet. Nach anschlieBender Zentrifugation (5 Minuten, 400 xg) wurde das
gewonnene Zellpellet mit 10 ml cRPMI-L929-Medium (cRPMI-Medium + 15 % 1.929-
Medium) gelost und die Zellzahlen unter Zuhilfenahme einer Neubauerkammer

bestimmt.

Das Zell-Medium-Gemisch wurde in (48- oder) 24-Well-Platten ausgesetzt, bei denen
jedes Well circa 2x10% Zellen und 200 pl cRPMI-L929-Medium enthielt, und

anschliefend im Brutschrank kultiviert.

Abbildung 5: Makrophagenkultur Tag 7: Die Differenzierung der Zellen ist u.a. an ihren
Pseudopodien (Pfeile) zu erkennen. Mit Digitalkamera angefertigtes Lichtmikroskopbild bei 200-facher

Vergroferung.

Mediumwechsel wurden jeweils an Tag drei, fiinf und sieben ebenfalls mit cRPMI-L.929-
Medium, am Vormittag des achten Tages mit speziellem cRPMI-Hungermedium, das nur
0,5 % FCS enthielt, um die Makrophagen fiir die folgende Stimulation empfanglicher zu
machen, durchgefiihrt.
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2.2.1.6 Makrophagenstimulation

Die Stimulation erfolgte am Abend des achten Tages der Zellkultur nach einer
vorausgegangenen zehnstiindigen Hungerperiode mit cRPMI-Hungermedium. Die Zellen
wurden in den Versuchsreihen mindestens in Form von Triplikaten jeweils tiber zwolf
Stunden einer Konzentration von 50 pg/ml oxLDL, 50 ng/ml TNFa, 20 ng/ml IL1-f und
50 ng/ml LPS ausgesetzt oder blieben unbehandelt. Die Reagenzien waren zuvor in
Medium geldst worden, so dass den Zellen pro Well nach Absaugen des alten Mediums
jeweils 200 pl Stimulus-Medium-Gemisch zugegeben wurde. Die unbehandelten
Kontrollen erhielten entsprechend 200 pul Medium. Um die zeitliche Dynamik der
Expression verschiedener Enzyme unter Stimulation genauer zu iiberpriifen, wurde die
Stimulation kultivierter BMDM (bone marrow-derived macrophages) im Sinne einer
Zeitkurve erneut fiir TNFa durchgefiihrt. Nach vorausgegangenem Mediumwechsel mit
cRPMI-Hungermedium wurden am frithen Morgen des néchsten Tages, nach insgesamt
zehnstiindiger Hungerperiode, je drei Well Makrophagen pro Stimulationsdauer mit
50 ng/ml TNFa stimuliert oder zur Kontrolle bestimmt. Die Lyse der Zellen erfolgte dann

nach jeweils 3, 7, 9 und 23 Stunden andauernder Stimulationsbehandlung.

2.2.1.7 Stimulation glatter Muskelzellen

Die Isolation und Kultivierung glatter Muskelzellen aus der Aorta 8-12 Wochen alter
C57BL/6J Wildtyp-Mause (sowie aus B6.Rosa26-Cas9 knock-in Mausen fir den SET7
CRISPR/Cas9 KO, siehe 2.2.3.4) wurde durch in dieser Technik erfahrene
Labormitarbeiterinnen und Mitarbeiter durchgefiihrt, die mir die isolierten SMCs bereits
in Kultur (24 well-Platten) zur Verfiigung stellten. Die Stimulation der Zellen erfolgte
iiber neun Stunden nach einer vorausgegangenen zehnstiindigen Hungerperiode mit
cDMEM-Hungermedium. Dabei wurden je 5 well SMCs, ausplattiert in 1x10*
Zellen/well, jeweils mit einer Konzentration von 10 pg/ml oxLDL, 50ng/ml TNFa oder
50ng/ml LPS (entsprechend 2.2.1.6) stimuliert oder blieben als Kontrolle unbehandelt.
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2.2.1.8 Zellsuspension von Milz, Aorta und Aortenwurzel

Fiir die Entnahme der Milz sowie Aorta wurden Ldlr’"-M3use, an die iiber acht Wochen
eine fettreiche Didt, im Folgenden HFD (high-fat diet), aus 15 % Milchfett und 1.25 %
Cholesterol verflittert worden war, um die Entwicklung von Atherosklerose zu
induzieren, sowie Ldlr"-Miuse, die als Kontrolle keine spezielle Diit erhielten,
verwendet (169-171). Bereits durch qualifiziertes Laborpersonal entnommene
Organproben dieser entsprechend behandelten Méduse wurden mir dankenswerterweise
durch das Institut iberlassen. Die Milzproben wurden mit einer Mischung aus 40 ml PBS-
Puffer und 2 mg/ml Kollagenase iiber eine Kaniile (27G) und Spritze gespiilt, bis die

Organfarbung abblasste, die Aorten wurden ebenfalls gespiilt, ventral vertikal erdffnet
und in der Enzymmischung fiir eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Die Milz konnte

mithilfe eines Skalpells in drei bis fiinf kleine, gleich groBle Stiickchen geschnitten, die
Aorta ebenfalls gestiickelt werden. Mithilfe eines Spritzen-Stempels und PBS wurden die
Gewebestiicke jeweils tliber einem 70 pm Zellfilter ausgedriickt und die Zellen darunter
in einem sterilen Falcon aufgefangen. Die anschlieende Zentrifugation erfolgte fiir fiinf
Minuten bei 4 °C und 400 xg. Das Pellet wurde folgend mit 10 ml cRPMI geldst und
darauthin direkt mit der RNA-Isolation begonnen.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Sofern nicht weiter angegeben, erfolgten alle Arbeitsschritte unter sterilen Bedingungen
und der Verwendung von Einmal-Pipettenspitzen mit Filtertip. Die Proben wurden

zwischen den einzelnen Arbeitsschritten immer auf Eis gelagert.

2.2.2.1 RNA Isolation

Zur RNA-Isolation wurde das ‘NucleoSpin RNA Kit* der Firma Macherey-Nagel
verwendet. Die Lyse der Zellen erfolgte nach Absaugen des Mediums durch Zugabe von
350 pl des im Kit enthaltenen RNA-Lysis-Puffers RA1 und 3,5 ul Mercaptoethanol je
Well Zellen. Daraufthin wurden die lysierten Zellen entweder nach einer Einwirkzeit von
circa drei Minuten in sterile Eppendorf-Reaktionsgefif3e pipettiert und bei -80 °C bis zur

weiteren Verwendung aufbewahrt, oder direkt entsprechend dem Hersteller-Protokoll
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weiterverarbeitet. AnschlieBend wurde das Lysat auf einen Nucleospin Filter pipettiert
und folgend zentrifugiert (11000 xg fiir eine Minute bei Raumtemperatur (RT)), der
Durchfluss nach Mischen mit 350 ul Ethanol auf eine NucleoSpin RNA Siule tibertragen,
abermals zentrifugiert (11000 xg, 30 Sekunden, RT) und schlieSlich wurden 350 ul des
im Kit enthaltenen Puffers MDB auf die RNA Siule gegeben. Nach erneuter
Zentrifugation (11000 xg, 1 Minute, RT) folgte der DNase-Verdau mit 95 pl DNase
Reaktionsmix, der direkt auf die Sdulenmembran appliziert wurde. Die darauffolgende
Inkubationszeit (RT) betrug mindestens 15 Minuten. Im Anschluss folgten verschiedene
Waschschritte, zuerst mit 200 pl RAW2 Puffer, dann mit 600 pl RA3 Puffer, und
schlieBlich erneut, um die Membran komplett zu trocknen, mit 250 pl Puffer RA3. An
jeden Waschschritt schloss sich eine Zentrifugation mit 11000 xg, RT, fiir eine halbe
Minute (Waschschritt 1 und 2) bzw. fiir zwei Minuten (Waschschritt 3) an, der Durchfluss
wurde jeweils verworfen. Um eine noch hohere Konzentration an RNA zu erhalten,
wurden im letzten Schritt nur 40 statt der im Protokoll angegebenen 60 pl RNase-freies
Wasser zugegeben und abschlieBend bei 11000 xg, RT fiir eine Minute zentrifugiert, um
so die RNA herauszuldsen und in einem sterilen Tube aufzufangen. Konzentration und
Qualitdt der neu synthetisierten RNA wurden direkt nach der Synthese photometrisch
mithilfe des NanoDrop-Spektrophotometers gepriift.

2.2.2.2 cDNA Synthese

Die verwendeten RNA-Proben wurden, entsprechend ihrer NanoDrop-Messung, mit
Nuklease-freiem Wasser auf gleiche Konzentrationen verdiinnt, um eine Vergleichbarkeit
zu erreichen. Zur cDNA-Synthese wurde das ‘cDNA first strand synthesis kit® von
Thermo Fisher Scientific verwendet. Pro Probe wurden in ein steriles Nuklease-freies
PCR-Tube 1 pl oligo(dT) Primer, die berechnete Menge der RNA-Probe und eine
entsprechende Menge Nuklease-freies Wasser gegeben. Das fiir jede Probe andere
Verhéltnis von RNA zu Wasser beruht auf dem oben genannten Prinzip der RNA-
Konzentrationsverdiinnung auf gleiche Ausgangswerte. So konnten anschlief3end
insgesamt 11 pl Primer-RNA-Wasser-Mix nach kurzem Vortexen und Zentrifugation fr
finf Minuten bei 65 °C inkubiert werden (Tabelle 2 Schritt 1). Dies wird vom Hersteller

unter anderem bei Verwendung GC-reicher RNA empfohlen. In der Zwischenzeit wurde
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ein Mastermix aus 4 pl des im Kit enthaltenen 5X Reaction Buffer, 1ul RiboLock Rnase
Inhibitor, 2 ul 10 MM dNTP Mix und 2 pl der M-MuLV Reverse Transkriptase pro Probe
hergestellt, dieser gevortext und zentrifugiert, davon jeweils 9 ul auf jedes PCR-Tube
pipettiert und die Tubes nach sanftem Vortexen und kurzer Zentrifugation in den
Thermocycler gegeben (Schritt 3 und 4): Die Inkubation erfolgte fiir 60 Minuten bei
37 °C, daraufhin wurde die Synthese fiir fiinf Minuten bei 70 °C terminiert. Die neu
synthetisierte  ¢cDNA, die durch reverse Transkription komplementdr aus RNA
synthetisiert wurde und nur codierende Genabschnitte und keine Introns enthélt, wurde

umgehend bei -20 °C gelagert und im Anschluss direkt weiterverarbeitet.

Tabelle 2: ¢cDNA Synthese: Schritte Thermocycler

SCHRITT TEMPERATUR ZEIT

1 65°C 5 min.
2 4°C 0
3 37°C 60 min.
4 70°C 5 min.
5 4°C 0

2.2.2.3 Isolation genomischer DNA

Zur Isolation der genomischen DNA (gDNA) wurden die Zellen (hier infizierte Cas9
knock-in SMCs, siehe 2.2.3.4) in 24-well-Platten mit 190 pl Lysepufter (10 mM Tris pH
8, 10 mM NaEDTA pH 8, 10 mM NaCl, 0.5 % SDS) und 10 pl Proteinase K lysiert und
daraufhin vier Stunden bei 56 °C und 1.400 rpm inkubiert. AnschlieBend wurden sie bei
20.000 xg fiir zehn Minuten zentrifugiert und der Uberstand zusammen mit einem
MasterMix aus 300 pl Lysepuffer, 50 pul 3M Natriumacetat sowie 450 pl Isopropanol in
ein neues Reaktions-Gefdl} pipettiert. Nach erneuter Zentrifugation fiir 30 Minuten und
Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet mit 500 ul 70 % Ethanol gewaschen. Nach

zwel weiteren Zentrifugationen, einmal fiir 20, dann fiir fiinf Minuten, und jeweils
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Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet schlieBlich in 30 pl 10 mM Tris (pH 8)

resuspendiert.

2.2.2.4 Polymerasekettenreaktion

Insbesondere zum Nachweis der Expression verschiedener Enzyme in Makrophagen
sowie der Funktionalitit designter Primer-Paare, aber auch im Rahmen der Uberpriifung
des SET7 CRISPR/Cas9 knock-outs in der gDNA glatter Muskelzellen wurden mehrere
Polymerasekettenreaktionen (PCR) unter Verwendung des PCR Master Mix (2X) von
Thermo Scientific mit Primern einer Konzentration von 10 pmol/ul durchgefiihrt. Die
einzelnen verwendeten Substanzen mit Mengenangaben und die Schritte des
Thermocyclers sind Tabelle 3 zu entnehmen. Zum Ausschluss etwaiger Kontaminationen

wurde zu jeder PCR stets eine Wasserprobe angesetzt.

Tabelle 3: Polymerasekettenreaktion — Mengenangaben und Schritte Thermocycler

Reagenz Menge in ul Schritt Temperatur Zeit

PCR Master Mix | 12,5 1 Denaturierung 95°C S min

Primer forward 1,25 2 Denaturierung 95°C 30 sec. D

Primer reverse 1,25 3 Annealing 60°C 10 sec.

40x

H,0 8 4 Elongation 72°C 30 sec.

Template DNA 2 5 72°C 5 min
I —

Insg. 25 pl 6 4°C 0

2.2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Um die PCR-Produkte nach ihrer Synthese grofentechnisch aufzutrennen, fand die
Methode der Gelelektrophorese Anwendung, bei der DNA-Produkte entsprechend ihrer
GroBe und Ladung unter Strom durch ein feinporiges Agarosegel wandern und
anschliefend sichtbar gemacht werden konnen. Grundsétzlich wurden fiir diese Arbeit
3 %-ige Agarosegele hergestellt, da aufgrund der berechneten ProduktgroBe der

verwendeten Primer von verhdltnismaBig kurzen Syntheseprodukten im Bereich von 100
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bis 500 Basenpaaren auszugehen war. Diese sind durch etwas hoherprozentige Gele
besser zu detektieren, da deren Porengrofle etwas kleiner ist und sie weniger schnell
wandern konnen (172). Dazu wurde 1XTAE-Puffer mit Agarose versetzt (1,5 g Agarose-
Pulver pro 50 ml 1xTAE-Puffer) und in der Mikrowelle erhitzt. Durch Zusatz von 4-6 pl
Midori Green pro 100 ml konnte die UV-Visualisierung der PCR-Produkte ermoglicht
werden. Das erwiarmte Gel wurde in den Geltrager, der bereits in der mit IXTAE Puffer
gefiillten Gelelektrophoresekammer saf3, gegossen, wobei durch einen Kamm Taschen
geschaffen wurden, und verfestigte sich nach Abkiihlen. Die PCR-Produkte wurden mit
je 4 ul MassRuler DNA Loading Dye (6X) versetzt und die Taschen darauthin jeweils mit
20 pul cDNA-MassRuler-Mix beladen. Als Referenz dienten 10 ul GeneRuler 1kb Plus
DNA Ladder bzw. GeneRuler 50 bp DNA Ladder, mit dem die erste Tasche befiillt wurde.
Anschliefend wurden die Gele an Gleichstrom angeschlossen, die Spannung variierte je
nach GroBe des Gels zwischen 110 bis 140 Volt bei einer Laufzeit {iber circa 90 Minuten.
SchlieBlich wurden die Banden unter Verwendung des AI600 Imagers unter UV-Licht

sichtbar gemacht und dokumentiert.

2.2.2.6 Gelextraktion

Die Extraktion von DNA aus einem Agarosegel erfolgte entsprechend des Protokolls des
‘OIAquick® Gel Extraktion ‘ Kits. Mithilfe eines Skalpells konnte die gewiinschte Bande
unter UV-Licht aus dem Gel geschnitten werden. AnschlieBend wurde der im Kit
enthaltene QG Puffer entsprechend dem jeweiligen Gewicht des Agarosegelstiicks in
einem Volumen-Verhéltnis von 6:1 (100 mg Gel entsprechen dabei ungefdhr 100 pl
Puffer) zugegeben. Nach zehnminiitiger Inkubation bei 50 °C unter regelméfBigem
Durchmischen konnte die gleiche Menge Isopropanol in pl, ebenfalls entsprechend des
Gelgewichts in mg, hinzugefiigt werden. AnschlieBend wurde die Probe auf eine
QIAquick S#ule geladen, fiir eine Minute zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Nach Zugabe von 500 pl QG Puffer wurde erneut fiir eine Minute zentrifugiert und der
Uberstand abermals verworfen. Dies wurde als Waschschritt mit 750 ul PE Puffer
wiederholt und die Sédule nach fiinf Minuten Ruhezeit fiir eine Minute zentrifugiert. Um

die DNA zu I6sen, wurden daraufhin 30 pl EB Puffer auf das Membranzentrum der
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QIAquick Séule gegeben, diese nach vier Minuten Einwirkzeit flir eine Minute

zentrifugiert und die DNA anschlieBend bei -20 °C gelagert.

2.2.2.7 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung eingeschickter DNA in Form eines Plasmids bzw. genomischer DNA
erfolgte durch die Firma Eurofin Genomics. Fir die Auswertung wurde u.a. Clustal

Omega verwendet (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

2.2.2.8 Primer design

Die Primer fiir DNMTI1, DNMT3a, TET2, TET3, SET1, SET2, SET7, LSD, Kdm5,
MMP2, MMP9, MMP14, TIMP1 und TIMP2 (aus 2.1.6) wurden unter Verwendung des
Primer BLAST Programmes des National Center for Biotechnology Information firr den
Organismus ,mus musculus‘ designt (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).
Hierfiir wurden folgende Parameter zur Erstellung der Primer festgelegt: Die Linge des
PCR-Produkts soll zwischen 70 und 250 Basenpaaren und der Gehalt an Guanin und
Cytosin bestmdglich bei 50 % liegen, immer aber zwischen 40 und 60 %, da so die
Anlagerung an den komplementdren DNA-Abschnitt verbessert, jedoch die Bildung von
stabilen Hybriden nicht zu sehr begiinstigt wird. Durch einen erhhten GC-Gehalt steigt
zugleich die Schmelz-Temperatur der Primer an, nahe beieinander liegende Werte der
Primer-Paare zwischen 55 °C und 62 °C wurden fiir gut befunden. Die Selbst-
Komplementaritit des Primer-Paares hingegen soll moglichst gering sein, um
unspezifische Primer-Dimerisierung zu vermeiden. Auflerdem wurden nur Primer-Paare
ausgewdhlt, die mindestens ein Intron {iberspannen, um so die Amplifikation von
etwaiger genomischer DNA zu verhindern (173). Synthetisiert wurden die Primer von

Eurofins Genomics. Es wurden Verdliinnungen von 10 pmol/ul verwendet.

2.2.2.9 Quantitative Real-time PCR

Die quantitative Real-time Polymerasekettenreaktion (qPCR) beruht aut dem Verfahren
einer herkdmmlichen PCR, bei der jedoch durch Zuhilfenahme eines

Fluoreszenzfarbstoffs, hier SYBR GREEN, die gewonnene DNA Replikatmenge einer

36



Probe im Vergleich zu einem Referenzgen, dem sogenannten housekeeping (HK),
quantitativ ermittelt werden kann (174). Wéhrend der Amplifikation durch die
Polymerase lagert sich der Fluoreszenzfarbstoff zwischen sédmtliche doppelstringige
DNA und emittiert im gebundenen Zustand ein Fluoreszenzsignal. Im zeitlichen Verlauf
steigt mit der Zahl an DNA-Kopien proportional zur PCR Produktmenge die Intensitét
des Fluoreszenzsignals exponentiell an. Bei der qPCR wird nach jedem
Amplifikationszyklus die Fluoreszenz gemessen und somit indirekt die Menge an DNA-
Kopien unter Vergleich des jeweiligen CT-Wertes (cycle threshold), also dem Wert, ab
dem das Fluoreszenzsignal erstmals den Schwellenwert {ibersteigt, ermittelt. Der CT wird
umso schneller erreicht, je mehr DNA bereits zu Beginn in der Probe enthalten ist. Durch
mathematische Berechnung ergibt sich der fold change, also die vielfache Abweichung
der Menge an DNA (bzw. ndherungsweise bei Verwendung von cDNA der
Genexpression) von behandelten im Vergleich zu unbehandelten Zellen, was eine
quantitative Auswertung ermdglicht (175, 176). Alle Arbeiten fanden bei sterilen
Bedingungen unter einer UV-Hood nach vorangegangener UV-Bestrahlung des
Arbeitsfeldes fiir mindestens 30 Minuten statt. Folgende Mengen wurden pro
Reaktionsansatz in jedes Well der verwendeten 384-Well-Platten pipettiert (Tabelle 4):

Tabelle 4: qPCR: Substanzen und Mengenangaben

Menge in ul pro Well

Primer forward 10uM 0,5
Primer reverse 10uM 0,5
cDNA 2
SYBR Green 5
H20, Nuklease-frei 2
Insg. 10

Anschlieflend wurde die Platte mit einer Folie verschlossen, um sie vor dem Austrocknen
zu schiitzen, und kurz zentrifugiert. Abbildung 6 zeigt die einzelnen Schritte des
verwendeten qPCR-Programms. Eine Wasserprobe diente zum Ausschluss etwaiger

DNA-Verunreinigung der Primer-Verdiinnungen.
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QPCR PROGRAMM

95 —1— 95

/95 95
15min | 15 sec A
/ \ / 72 15 sec 15 sec
60

30 sec 1min

Temperatur in °C

25
40 Zyklen

Schritte

Abbildung 6: Schritte qPCR Programm

Zum Vergleich der Genexpressionslevel zwischen den verschiedenen Zellen wurde die
2A8CT Methode angewandt. Dabei dient der CT-Wert des HK-Genes als interne Kontrolle
und wird vom CT des zu untersuchenden Gens abgezogen, was den ACT-Wert ergibt
(177). In dieser Arbeit wurden GAPDH und HPRT als HK-Gene verwendet. Durch den
Vergleich mit unstimulierten Zellen konnte der AACT (ACToehandelt — ACTunbehandelt)
ermittelt und anschlieBend der Einfluss einer Stimulation im Sinne einer Anderung des
CT-Wertes als x-fache Expressionserhohung bzw. Erniedrigung eines Gens durch die

Berechnung des fold changes mit 22T dargestellt werden (174, 178).

2.2.3 CRISPR/Cas9 knock-out

Das CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) / Cas9
(CRISPR associated proteins 9) System, urspriinglich ein bakterielles Abwehrsystem zur
Entfernung von Bakteriophagen-Fremd-DNA aus dem bakteriellen Genom, ist seit
kurzem ein bedeutendes Tool zum gezielten Genom-Editing, mit dem u.a. stabile Gen-
knock-outs ermdglicht werden konnen (179-181). Der grofle Vorteil gegentiber anderen
Methoden wie dem Funktionsverlust bzw. der Funktionsverminderung eines Genes durch
kleine interferierende RNA-Molekiile, konstruierte Zink-Finger Endonukleasen oder dem
Cre/loxP-System besteht in der relativ flexiblen und technisch einfachen Handhabung bei
gleichzeitiger Stabilitdt, da die Methode, wenn erfolgreich, zu einem verldsslichen
Genverlust fiihrt, sowie insbesondere in der vergleichsweise hohen Erfolgsquote (182-

186). Daher wurde sie im Rahmen dieser Arbeit erstmals fiir den knock-out von SET7
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etabliert. Das System besteht aus Cas9, einer Endonuklease, die zu Doppelstrangbriichen
fiihrt, sowie der einstringigen ‘single guide RNA‘ (sgRNA), die eine kiinstliche
Kombination aus der urspriinglichen bakteriellen crRNA (CRISPR-RNA) und der
tractrRNA (trans-activating crRNA) ist (187-189). Die sgRNA kann spezifisch designt
werden und bindet mit ihrem crRNA-Anteil entsprechend ihrer Sequenz einen
komplementiren Gen-Abschnitt (189, 190). Die als RNA-DNA-Komplex basengepaarte
sgRNA bindet aulerdem Cas9 durch ihren tracrRNA-Anteil und fiihrt die Endonuklease
dadurch gezielt zu ihrem Gen-Target (179, 191, 192). Nach zusétzlichem Erkennen der
sogenannten PAM (Protospacer Adjacent Motif) Sequenz, die bei von Streptococcus
pyogenes abgeleiteten Cas9 Endonukleasen aus der Basenfolge 5°-NGG-3° besteht und
auf dem gegeniiberliegenden DNA-Strang zur Zielsequenz liegt, kann Cas9 die DNA kurz
vor der PAM Sequenz durch einen Doppelstrangbruch schneiden (179, 192, 193). Die
Reparatur des Strangbruchs erfolgt im Anschluss iiber das zelleigene Reparatursystem,
u.a. durch die direkte Verkniipfung nicht-homologer Enden (NHEJ, non-homologous end-
Jjoining) (192). Dieser Reparaturmechanismus ist jedoch besonders anfillig fiir Fehler und
es kommt zu Insertionen und Deletionen (sog. Indels), die zu einem verschobenen
Leseraster, neuem Stopp-Codon und damit zu dem gewiinschten Verlust der Genfunktion

fithren (194).

2.2.3.1 SgRNA-Design, -Insertion und -Klonierung

Um einen SET7 knock-out iiber das CRISPR/Cas9 System zu ermoglichen, bendtigt es
neben der Cas9 Endonuklease die zum Gentarget passende sgRNA in den Zielzellen. In
dieser Arbeit wurden hierzu glatte Muskelzellen verwendet, die zuvor aus B6.Rosa26-
Cas9 knock-in Miusen isoliert wurden. Diese Zellen exprimieren bereits Cas9. Die
Transduktion der sgRNA in die Cas9 knock-in Zellen erfolgte via Viren liber ein adeno-

assoziiertes virales System (AAV-System).

seRNA Design

Als erster Schritt wurden drei verschiedene sgRNAs mit jeweils unterschiedlichem
crRNA-Anteil designt, die am Ende der Versuchsreihe hinsichtlich eines wirksamen

SET7 knock-outs untereinander verglichen werden konnen. Eine erfolgreiche
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Genmodifikation kann tiber in der Sequenzierung des SET7-Genabschnittes auftretende
Indels abgeschitzt, ein funktioneller KO iiber eine deutlich verringerte SET7 mRNA-
Expression der behandelten Zellen quantifiziert werden (siehe 3.3.1, 3.3.2). Die sgRNA
beinhaltet einen 20 Nukleotide langen Teil der Basenfolge des Zielgens, in diesem Fall
SET7, welcher in 5° Richtung direkt vor einer PAM-Sequenz liegen muss, und sich
innerhalb eines 5° Exons des Gens befinden sollte, da eine hier auftretende Mutation mit
hoherer Wahrscheinlichkeit zu einer Inaktivierung des Gens fiihrt (190, 192). Weiter sollte
sie einen hohen Anteil an GC Basen besitzen, da so eine stabilere Bindung an die Ziel-

DNA ermoglicht wird (195).

Es wurden entsprechende crRNA-Abschnitte fiir insgesamt drei verschiedene sgRNAs
unter Verwendung von ChopChop (https://chopchop.cbu.uib.no/) designt. Dabei ist es
notig, die Einmaligkeit der sgRNA-Zielsequenz, die neben einer PAM-Sequenz liegen
muss, im gesamten Genom zu garantieren und mogliche sgRNAs beziiglich ihrer,
bestenfalls geringen, off-target-Aktivitdt zu vergleichen. Die crRNA-Anteile der drei
final ausgewihlten sgRNAs binden alle an jeweils unterschiedlicher Stelle komplementér
zu ihrer eigenen Basenfolge, die selbst Teil des SET7 Gens ist, im dritten Exon

(ENSMUSE00000264686) von SET7 (Abbildung 7).

5 CAGACTGTCCTTTCTGTCCCCCTTGTCCCGCAGCACCCTGGAGGGATATTACGTGGA

T e R a w w et S 18.120

3 GTCTGACAGGAAAGACAGGGGGAACAGGGCGTCGTGGGACCTCCCTATAATGCACCT

CGATGCCCTGCIAGGGCCAGGGCGTTTACACCTATGAGGATGGAGGTGTTCTCCAAGGCAC
1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1
18.180

v 1 " 1 T I L) ] I ] : 1
Q-g-rl'ACGGGACGTCCCGGTCCCGCAAATGTGGATACTCCTACCTCCACAAGAGGTTCCGTG

CTATGTGGATGGAGAGCTGAATGGACCGGCCCAGGAGTACGACTCTGACGGGAGGCTGAT
! 1 1 1 1 1 1 ] 1 1 1 ]
T T T T T T T 1 T T T T 18.240

GATACACCTACCTCTCGACTTACCTGGCCGGGTCCTCATGCTGAGACTGCCCTCCGACTA

CTTCAAGGGACAGTACAAAGAC CAATCGACACGGAGTGTG GGATCCATTACCCGGT
1 1 1 1 1 1 1 1 1
e e B B B e o o L H i e e s B e e 18.300

GAAGTTCCCTGTCATGTTTCTGTTGTTAGCTGTGCCTCACACAACCTAGGTAATGGGCCA

Abbildung 7: Zugehoriger Abschnitt der SET7-Gensequenz fiir sgRNA 1, 2 und 3: Gezeigt wird die
dem crRNA-Anteil der sgRNA 1 (Kreis), 2 (Rahmen gestrichelt) und 3 (Rahmen durchgehend)
entsprechende Basenfolge des SET7 Gens (MGI:1920501, NCBI Gene: 73251) im Bereich des 3. Exons
zwischen der 18.000 und 18.300-sten Genbase. Die jeweilige PAM-Sequenz ist unterstrichen. Darstellung

via SnapGene Viewer.
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Nach Auswahl der drei verschiedenen sgRNAs wurden entsprechende zueinander revers
komplementire Oligonukleotid-Paare als deren Vorlage synthetisiert, welche die Sequenz
des Ziel-DNA-bindenden crRNA-Anteils beinhalten. Die Oligonukleotide weisen
zusitzlich an ihrem 5¢ Ende einen Uberhang der Basenfolge ACC bzw. AAC auf, um den
Einbau in das als Vektor verwendete PX552 Plasmid (4ddgene) zu ermdglichen. Die

Synthese erfolgte durch Eurofins Genomics.

Tabelle 5: Sequenzen der designten sgRNA Oligonukleotide

Vorlage Name Sequenz (5’- 3°)

sgRNA 1 mSetd7 ko#l accACAATCGACACGGAGTGTGT Forward
mSetd7 ko#l aacACACACTCCGTGTCGATTGT Reverse

sgRNA2 mSetd7 ko#2 accCGTCCACGTAATATCCCTCC Forward
mSetd7 ko#2 aacGGAGGGATATTACGTGGACG Reverse

sgRNA 3 mSetd7 ko#3 accTTACGTGGACGATGCCCTGC Forward
mSetd7 ko#3 aacGCAGGGCATCGTCCACGTAA Reverse

Insertion der sgRNA in das PX552-Plasmid

Das AAV-System ermoglicht die Transduktion der sgRNA im Rahmen des CRISPR/Cas9
Systems iiber einen viralen Vektor in die Zielzellen. Hierbei werden sich Abkdmmlinge
defekter Parvoviren, die nur abhingig von anderen, koinfizierenden Viren zur Replikation
fahig sind, zunutze gemacht, was zur hohen Sicherheit dieses Systems beitragt (196). Im
Labor kann dies durch die Verwendung von drei verschiedenen Plasmiden mit
unterschiedlicher Geninformation imitiert werden, ohne dass ein Hilfsvirus benétigt wird:
Bei dem hier verwendeten ‘AAV-DJ Helper Free Packaging System* Kit sind dies AAV-
DJ, AAV-Helper sowie ein rekombinantes Plasmid. AAV-DJ ist eine synthetische
Vektorvariante, die durch sein Hybrid-Kapsid aus verschiedenen AAV-2 Serotypen
weniger spezifisch fiir einen bestimmten Zelltyp ist und so eine Reihe verschiedener
Zellen infizieren kann (197). Das AAV-DJ Plasmid enthilt Gene fiir Replikations- und
Kapsid-Proteine (die sog. Rep und Cap-Gene), wihrend die restlichen bendtigten Gene
fiir den korrekten Zusammenbau eines infektidosen Virus auf dem AAV-Helper Plasmid

liegen. Die mit den drei Plasmiden transfizierten HEK293-Zellen (2.2.3.2) wiederum
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exprimieren endogen das AAV Gen E1 (198). Nur die Ko-Transfektion aller drei Plasmide
in HEK293-Zellen ermdoglicht die Produktion infektidser Viren.

Das PX552 Plasmid (Addgene, https://www.addgene.org/60958/) dient zur Transfektion
der sgRNA-Vorlage in die HEK293-Zellen. Das Plasmid besitzt neben einem Gen zur
Ampicillin-Resistenz zwei Sequenzen der AAV ‘inverted terminal repeats * (ITR), die als
cis Element u.a. zur Replikation benotigt werden und eine T-formige Sekundérstruktur
ausbilden konnen. Des Weiteren weist es eine sgRNA-Expressions-Kassette mit U6
Promoter auf, in die die designten Oligonukleotide ligiert werden konnen. Hierzu wird
ein Restriktionsverdau mit dem Enzym Sapl durchgefiihrt, das sticky ends passend zum

5¢ ACC und 5° AAC Uberhang der Oligonukleotide generiert (199-201).

Die Insertion der sgRNA-Oligonukleotide in das PX552-Plasmidgeriist sowie dessen
Klonierung in E. coli erfolgte entsprechend des PX552 “Cloning Protocol’ von Addgene
fiir alle drei sgRNAs sowie Negativkontrolle (Tabelle 6). Hierbei konnten die
Oligonukleotide mithilfe des Restriktionsenzyms Sapl direkt hinter dem U6 Promoter in
das PX552-Plasmid integriert werden. Die rekombinanten PX552-Plasmide wurden
entsprechend ihrer sgRNA als pSet7sgl, pSet7sg2 und pSet7sg3 bezeichnet.

Tabelle 6: Einbau der Vorlage fiir sgRNA 1, 2 und 3 in das PX552 Plasmid

Teilschritt Substanzen+Mengenangaben (MasterMix) Einzelne Arbeitsschritte

Schritt 1 o 40 pl Plasmid PX552 DNA-Verdiinnung| 1h Inkubation bei 37 °C,
(H20 +insg. I pg DNA) AnschlieSend

Verdau des o 4 ul Sapl Fast Digest
Plasmidgeriists o 5 ul FastDigest 10x Puffer

o 1 pl FastAP

Vektoraufreinigung mithilfe
des QlAquick Gel Extraction
Kits (siehe 2.2.2.6)

Schritt 2 o 1 pul Top Oligos (Forward) (100 uM) Inkubation:
o 1l Bottom Oligos (Reverse) (100 uM)  (—] -/ C | o 30 min
Phosphorylierung o 2 ul FastDigest 10x Puffer
der sgRNA o 1p Polynukleotidkinase 95°C > min
Oligonukleotide o 1 ulATP (25mM) > 0.1 °C /sec
o 14 plH0 4°C @
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Schritt 3 o Verdauter Plasmidvektor (25 ng) (aus 1) |
o 1 ul phosphorylierte Oligos ( aus 2)
Ligation (Verdiinnung 1:50 ) 10 min Inkubation bei RT
o 0,75 ul T4 Ligase
o 5,55 pul H0
o 1 pl Rapid Ligation Buffer 2x

e

AnschlieBend wurden die jeweiligen Ligations-Reaktionsansitze in Stbl3 E. coli
transformiert: Je 3 pl der Plasmid-Proben wurden direkt nach der Ligation zu 50 ul E. coli
Bakterien gegeben. 20 Minuten Kiihlung auf Eis folgten 42 Sekunden Inkubation bei
42 °C im Thermocycler. Nach erneuter zweiminiitiger Kiithlung der Proben konnten
300 pl reines LB-Medium zugegeben werden. Im Anschluss wurden die Proben bei 37 °C
fiir eine Stunde im Thermocycler unter leichtem Schiitteln inkubiert. Die E. coli Kulturen
konnten darauthin auf LB Agarplatten mit 0,1 % Ampicillin ausplattiert und iiber Nacht
erneut inkubiert werden. Am ndchsten Morgen wurden 3-4 Kolonien E. coli pro
Transformationsansatz gepickt und mit 3 ml LB-Medium sowie Ampicillin
(Endkonzentration 0,1 %) in einen luftdurchlédssigen Zellkulturkolben {ibertragen. Diese

wurden erneut iiber Nacht im Thermocycler (37 °C, 120 rpm) inkubiert.

Plasmidaufreinigung: Mini DNA-Préparation der Plasmide

Die Aufreinigung der Plasmide pSet7sgl, pSet7sg2 und pSet7sg3 erfolgte nach dem
‘OlAprep Spin Miniprep® Kit Protokoll. Dabei wurden 2,5 ml der inkubierten
Bakterienkulturen fiir acht Minuten (4800 xg, RT) zentrifugiert und das Pellet im
Anschluss in 250 pl des im Kit enthaltenen P1 Puffers resuspendiert. Nach Zugabe von
250 pl P2 Puffer, vorsichtigem Mixen und Aufklaren der Probe wurden 350 ul N3 Puffer
zugegeben, dann wurde erneut gemischt und fiir zehn Minuten (13.000 rpm) zentrifugiert.
800 pl des Uberstandes wurden auf eine QIAprep 2.0 Siule geladen und fiir 60 Sekunden
(13.000 rpm) zentrifugiert, der Durchfluss wurde verworfen. Ein Waschschritt mit 0,5 ml
PB Puffer (Zentrifugation fiir 60 Sekunden bei 13.000 rpm, Verwerfen des Durchflusses)
folgte. Der Waschschritt wurde mit 0,75 ml PE Puffer wiederholt. Nach erneuter
einminiitiger Zentrifugation konnten 50 ul EB Puffer auf die QIAprep 2.0 Siule gegeben

und nach einer Minute die DNA durch erneute Zentrifugation geldst werden. Die
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aufgereinigten Plasmide wurden durch Eurofins Genomics unter Verwendung eines
Primers, der am U6-Promoter bindet, sequenziert (SV468.U6_gRNAsSeq.F, siche 2.1.6
und 2.2.2.7). Fiir alle drei sgRNA-Vorlagen konnte der erfolgreiche Einbau der sgRNA

in das Plasmidgeriist nachgewiesen werden.

AMGGAIGAAA[ C A(AA|\'ZGA'ZA\'GGAGIGIGTGiII“l”

ACCAGCANT O G NG 8T G A CTE e G T

Abbildung 8: Zwischenschritt Plasmidsequenzierung, exemplarisch dargestellt fiir sgRNA 1. Zu sehen
ist ein Ausschnitt der Nukleotid-Sequenz des mit dem U6-Promoter-Primer sequenzierten Plasmids
pSet7sgl (Chromatogramm). Der Rahmen zeigt die erfolgreiche Insertion der sgRNA 1. Grau hinterlegt ist
die Basenfolge des crRNA-Anteils von sgRNA 1, die dem verwendeten forward Oligonukleotid
mSetd7 ko# 1 entspricht. Der ACC-Uberhang (nicht Teil der Basenfolge des SET7-Zielgens) ist

unterstrichen.

2.2.3.2 AAV-System: Transfektion der HEK-Zellen und Virusproduktion

Da sgRNA 2 und 3 an sich iiberlappender Stelle im SET7 Gen binden (Abbildung 7) und
sgRNA 2 auflerdem die, gemél des sgRNA-Design Tools, schlechteste prognostizierte
Effizienz aller drei sgRNAs aufweist, wurden fiir den knock-out Versuch nur sgRNA 1
und 3 verwendet. Folglich diente sgRNA 2 als Reserve, die erst bei fehlender Wirksamkeit

der beiden erfolgversprechenderen sgRNAs zur Anwendung kommen sollte.

So wurden im Anschluss die aufgereinigten PX552-Plasmide mit eingebauter sgRNA 1
bzw. 3 aus 2.2.3.1 (pSet7sgl und pSet7sg3) zusammen mit den zwei weiteren Plasmiden
aus dem ,,44V-DJ Helper Free Packaging System‘ Kit, dem AAV-DJ Plasmid und dem
AAV-Helper Plasmid, in einer molaren Ratio von 1:1:1 in HEK293-Zellen transfiziert
(202). Die HEK293-Zellen wurden hierzu in insgesamt zwei 6-well-Platten in einer

Zelldichte von 5x10° Zellen/Well ausplattiert. Fiir jede Platte wurde jeweils eins der zwei
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verschiedenen sgRNA-PX552-Plasmide verwendet. Die Ko-Transfektion selbst erfolgte
spezifisch fir HEK293-Zellen bei 80 %-iger Konfluenz nach dem ‘FuGENE® HD
Protocol * (https://www.promega.de/techserv/tools/FugeneHdTool/) zur Transfektion von
HEK-Zellen in 3 ml Medium mit einer 3.0:1 Fugene:DNA Ratio. Zu 122 pl Opti-MEM
Medium wurden jeweils 7,3 pl sgRNA-PX552 Plasmid, 9,9 ul DJ-Plasmid sowie 15,8 ul
Helper-Plasmid im Sinne einer totalen DNA-Menge von 3,3 pgin 155 pl Gesamtvolumen
gegeben, mit 9,9 ul FuGene Reagent vermischt und je 150 pl dieses Master-Mixes auf
die Zellen gegeben. Die Virenproduktion in den HEK293-Zellen konnte iiber 70 Stunden
im Brutschrank unter regelméBiger optischer Kontrolle der Zellen stattfinden, die sich mit
fortschreitender Virusproduktion zunehmend abrunden und von der Platte 16sen. Darauf
wurden die Zellen mit 0.5 M EDTA fiir drei Minuten inkubiert und mit dem Medium in
sterile Tubes pipettiert. Nach Zentrifugation (5 min., 1.000 rpm), Entfernen und
Einfrieren des Uberstandes, wurde das Zell-Pellet in 1 ml PBS resuspendiert. Die Zell-
Suspension wurde insgesamt viermal alternierend in Trockeneis mit Ethanol gefroren und
im Zellbad bei 37 °C wieder aufgetaut, zentrifugiert (10 min., 10.000 xg), so dass sich
der Zell-Debris absetzte, und schlieBlich wurde der Uberstand als AAV-Zell-Lysat mit
1,5 ml PBS gesammelt.

2.2.3.3 AAV-Titer-Bestimmung

Unter Verwendung des ‘Cell Biolabs QuickTiter AAV Quantitation Kits und eines
Fluorometers konnte der AAV-Titer der jeweiligen Probe (AAV-Zell-Lysat sgRNA 1 und
3; jeweils in Triplikaten) aus 2.2.3.2 anhand seiner Fluoreszenz bestimmt werden. Hierzu
wurden je 1 ml einer Mischung aus AAV-Zell-Lysat und serumfreiem DMEM-Medium
mit 10 pl des im Kit enthaltenen ViralBind AAV Reagent A gemischt. Nach Inkubation
(30 min., 37 °C), Zugabe von 50 pl des iiber die gleiche Zeit vorinkubierten ViralBind
AAV Reagent B und erneuter Inkubation des Mixes fiir 30 Minuten bei 37 °C wurden
50 pl gevortexter Capture Matrix, in der AAV2-spezifische Mikrobeads enthalten sind,
die die Viren binden, zugegeben. Die Suspension blieb darauf fiir 30 min. auf einem
Laborschiittler. Nach Zentrifugation bei 1.000 rpm fiir zehn Minuten und Verwerfen des

Uberstandes wurde das Pellet mit 1 ml 1X AAV Wash Solution gewaschen, erneut iiber
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fiinf Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Darauf wurde der Waschschritt

wiederholt.

Die Proben wurden zentrifugiert (30 Sek., 2.000 rpm) und letzter Uberstand vorsichtig
abpipettiert. SchlieBlich wurde das Pellet aus Viren-bindenden Beads mit 20 pl 1X
Solution C 30 Sekunden gevortext, eine Stunde inkubiert (75 °C) und zentrifugiert
(30 Sek., 12.000 rpm), damit sich die Beads absetzen konnten. Je 10 pl Uberstand pro
Probe wurde zuletzt zusammen mit 90 ul GR Dye zur Fluoreszenzmessung mit einem
480 / 520 nm Filter auf eine Costar Platte gegeben. Durch Erstellung einer Standardkurve
(Abbildung 9) aus verschiedenen AAV-DNA-Konzentrationen von 10 pg/ml bis 0 pg/ml
in 1:2 Verdiinnungs-Schritten unter Zugabe von mitgelieferter Solution C, AAV Standard
DNA und CR Dye konnte entsprechend der Fluoreszenzmessung direkt auf die in der
Probe enthaltenen Menge an AAV-DNA geschlossen werden. AnschlieBend konnte der
AAV-Titer im Sinne einer Anzahl an Genom-Kopien pro Milliliter fiir jede einzelne Probe

VerdinnungsfaktorX AAV-DNA (ng)X (3.6x108%)x(20yl/10yL) b h d
erechnet weraen.

uber die Formel
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Abbildung 9:Standardkurve zur AAV Titer Berechnung. Durch Messung der optischen Dichte einer

Probe mittels Fluorometer kann so die enthaltene Menge DNA direkt abgelesen werden.

Alle Werte der Triplikate der zwei verschiedenen sgRNA-AAV-Proben lagen im
Zielbereich zwischen 6,4x101° ng und 13,9x10%° ng pro 1 ml.
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2.2.3.4 Infektion glatter Muskelzellen: Transduktion der sgRNA

In 24-well Platten zu einer Dichte von 1x10* Zellen/well ausplattierte B6.R0osa26-Cas9
knock-in glatte Muskelzellen, die bereits die Endonuklease Cas9 exprimierten, wurden
mit 30 pl viralem Zelliiberstand (Virus-Titer von 10x101° Genomkopien/ml) je Well
infiziert, was einem zahlenmifigen Verhéltnis von Viren zu Zielzellen (MOI) von
300.000 entspricht. Die Zellen wurden regelmafig optisch kontrolliert und das Medium
nach zwei Tagen mit DMEM-Glu gewechselt. Nach vier Tagen wurden die Zellen lysiert
und anschlieBend die jeweilige genomische DNA der Zellen nach 2.2.2.3 isoliert. Ebenso
wurde entsprechend der beiden verschiedenen sgRNAs die RNA der Zellen nach 2.2.2.1
in Form von Triplikaten isoliert und die cDNA synthetisiert.

2.2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte, nach Riicksprache mit dem Institut fiir Klinische
Epidemiologie und Biometrie (IKE-B) der Universitit Wiirzburg, mithilfe des Graph Pad
Prism Programmes. Nach Uberpriifung des Vorliegens einer Normalverteilung durch den
Shapiro-Wilk-Test sowie graphisch wurde hierzu der Student‘s T-Test bei parametrischer
beziehungsweise des Mann-Whitney-Test bei nicht-parametrischer Datenlage verwendet.
Dabei wurde ein P-Wert kleiner als 0.05 als statistisch signifikant erachtet (*), des
Weiteren entspricht in dieser Arbeit p<0.01 (**), p<0.001 (***) und p<0.0001 (****),
Dargestellt werden jeweils die Mittelwerte + Standardabweichung, die Anzahl der

Replikate n betrug, sofern nicht anders angegeben, immer mindestens 3.
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3.  Ergebnisse

3.1 Stimulationsversuche Zellkultur
3.1.1 Expression epigenetischer Enzyme in Makrophagen nach Stimulation

Um ndher beurteilen zu konnen, ob epigenetische Mechanismen im Kontext der
Atherosklerose eine Rolle spielen, und konkreter, ob die pro-atherogenen Stimuli oxLDL,
TNFa, IL1-B und LPS bereits zu Verdnderungen der Expression epigenetischer Enzyme
in atherosklerotisch relevanten Zellen fithren, wurden Stimulationsversuche mit
Zellkulturen muriner BMDM durchgefiihrt. Die Zellen wurden im Anschluss an die
Stimulation via qPCR auf Verdnderungen ihrer Enzymexpression untersucht und mit

unbehandelten Kontrollen verglichen.

Hierzu wurde zunichst die generelle Expression der H3K4 Histon-Methyltransferasen
(HMT) SET1, SET2 und SET7, der H3K4 Histon-Demethylasen (HDM) LSD und KdmS5,
der DNA-Methyltransferasen DNMT1 und 3a sowie der DNA-Demethylasen TET2 und
3 in BMDM fiber eine klassische PCR (siche 2.2.2.4) nachgewiesen und gleichzeitig die
Funktionalitdt der Primer-Paare tberpriift (Abbildung 10). In der entsprechenden
Gelelektrophorese zeigten sich, korrelierend mit der errechneten Basenpaarlinge des

Primer-Paar-Amplifikats, einzelne Banden mit der erwarteten Grofe.
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Abbildung 10: Gelelektrophorese der PCR Produkte zu den verwendeten epigenetischen Primern in
BMDM: Test der Funktionalitit der Primer-Paare. Die erste Geltasche wurde jeweils mit GeneRuler 50 bp
bzw. 1 kb Plus DNA Ladder (M) beladen, um die PCR-Produkte anhand ihrer Basenpaar (bp)-Lénge
vergleichen zu konnten; diese wurden durch ein 3 %-iges Agarosegel getrennt. Housekeeping GAPDH

(HK) sowie Wasserprobe (H>O) dienten als Kontrolle.

Da flr SET2 mit dem ersten Primer-Paar kein PCR-Produkt detektiert werden konnte,
wurde ein neues Primerpaar designt und dessen korrekte Funktion ebenfalls
nachgewiesen (Abbildung 10). Die validierten Primer wurden im Anschluss zur gPCR-
Analyse verwendet, anhand der die mMRNA-Expression der epigenetischen Enzyme nach
Zellstimulation mit unstimulierten Kontrollen verglichen und quantifiziert werden
konnte. Hierzu wurden BMDM nach zehnstlindiger Hungerperiode tber zwolf Stunden
mit 50 pg/ml oxLDL, 50 ng/ml TNFa, 20 ng/ml IL1-f oder 50 ng/ml LPS stimuliert oder
blieben unbehandelt. Die daraufhin isolierte mMRNA wurde in cDNA umgeschrieben und

schliellich mittels gPCR unter Verwendung der entsprechenden Primer analysiert.

Die Stimulation mit LPS bzw. TNFa fiihrte zu deutlichen Verdnderungen bei der
Expression von SET7, LSD und Kdm5. Abbildung 11 zeigt vergleichend die Ergebnisse
der mRNA-Expression untersuchter HMT und HDM in stimulierten und unstimulierten
BMDM. Wéhrend keine der Stimulationen einen relevanten Effekt auf die Genexpression
von SET1 und SET2 hatte, war SET7 unter TNFa-Stimulation in seiner Expression
signifikant vermindert. Diese Beobachtung erwies sich in mehreren Wiederholungen des
Versuchs (hier nicht dargestellt) als reproduzierbar. Die Stimulation mit LPS wiederum
flhrte zu einer leichten Verminderung der SET7 Expression im Vergleich zu den
Kontrollen, ohne dass jedoch statistische Signifikanz erreicht wurde. Die Expression von
LSD und Kdmb5 war unter LPS-Stimulation dem gegentiber gesteigert, Kdm5 unter TNFa

in der Expression vermindert. Unter Stimulation mit IL-1B kam es fiir kein getestetes
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Enzym zu einer signifikanten Expressionssteigerung beziehungsweise -Verminderung,

ebenso wenig fiir oxLDL.

Histon-Methyltransferasen und Histon-Demethylasen
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Abbildung 11: Veriinderte mRNA-Expression der Histon-Methyltransferasen und Histon-
Demethylasen nach Stimulation — Zusammenfassende Grafik. Der Vergleich zwischen stimulierten und
unstimulierten BMDM erfolgte durch gPCR. Es wurden abhédngig vom untersuchten Enzym Proben von 3
bis zu 6 Replikaten miteinander verglichen (n=3-6, aufler fiir SET7 unter oxLDL: n=2). Die Ergebnisse
wurden mit HPRT bzw. GAPDH als HK normiert. Die Zellen blieben nach einer Hungerperiode entweder
unbehandelt (NT) oder waren iiber 12 h einer Konzentration von 50 pg/ml oxLDL, 50 ng/ml TNFa,
20 ng/ml IL1-B oder 50 ng/ml LPS ausgesetzt. Die Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung (SD)
dargestellt; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001.

Hinsichtlich der DNA-Methyltransferasen DNMT1 und DNMT3a war die mRNA-
Expression von DNMT1 nach TNFa-Gabe leicht vermindert, ansonsten flhrte hier keine
weitere  Stimulation zu einer relevanten Anderung der mMRNA-Expression.
Demgegenuber zeigten die TET-Enzyme 2 und 3 starkere Abweichungen ihrer
Expression zwischen den einzelnen Proben: Eine Stimulation mit LPS brachte hier flr
beide Enzyme jeweils signifikante Resultate im Sinne einer Steigerung der mRNA-
Expression nach Stimulation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, besonders
deutlich fir TET2 (Abbildung 12). Die Stimulation mit IL-1p hatte auch hier fir keins
der vier Enzyme einen Effekt auf die mRNA-Expression.

Insgesamt zeigte sich, dass BMDM nach pro-atherogener Stimulation Unterschiede

hinsichtlich der mMRNA-Expression epigenetischer Enzyme zu unstimulierten Kontrollen
aufweisen.
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Abbildung 12: Veriinderte mRNA-Expression der DNA-Methyltransferasen und DNA-Demethylasen
nach Stimulation. Der Vergleich zwischen stimulierten und unstimulierten BMDM erfolgte via
qPCR. Es wurden abhdngig vom untersuchten Enzym Proben von 3 bis zu 6 Replikaten miteinander
verglichen (n=3-6). Die Ergebnisse wurden mit HPRT als HK normiert. Die Zellen blieben nach einer
Hungerperiode entweder unbehandelt (NT) oder waren {iber 12 h einer Konzentration von 50 ng/ml TNFa,
20 ng/ml IL1-B oder 50 ng/ml LPS ausgesetzt. Die Daten sind als Mittelwerte £Standardabweichung (SD)
dargestellt; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001.

3.1.2 Effekt der TNFea-Stimulation auf die Expression von SET7 und DNMT1 im
zeitlichen Verlauf

Ergénzend zu den in 3.1.1 gezeigten Daten wurde eine gezielte Analyse der Stimulation
mit TNFa fiir SET7 und DNMT]1 im zeitlichen Verlauf angestrebt. Mithilfe erneuter
TNFa-Stimulationen von BMDM iiber eine jeweils unterschiedliche Zeit sollte sich dabei
auch derjenigen Dauer einer kurzfristigen Stimulation gendhert werden, fiir die die
mRNA-Expression der Enzyme am stérksten von der unbehandelter Kontrollen abweicht.
Diese sollte dann als Standard fiir anschlieBende Stimulationsversuche in glatten
Muskelzellen (siehe 3.1.5) verwendet werden, da die Dauer der vorausgegangenen
Stimulationsversuche, bei der die Zellen iiber zwolf Stunden den verschiedenen
Substanzen ausgesetzt waren, allein von empirischen Erfahrungswerten abhing. SET7
und DNMT1 waren hierbei von besonderem Interesse, da einerseits ein Effekt der TNFa-
Stimulation auf beide Enzymexpressionen nachzuweisen war (siehe 3.1.1), dieser aber

insbesondere fiir DNMT1 weniger deutlich ausfiel, und andererseits leichte

51



Verdnderungen der Expression dieser beiden Enzyme das Potential haben, starke Effekte
nach sich zu ziehen: SET7 ist in verschiedene zelluldre Stoffwechselprozesse, wie den
NF«kB- oder Hippo-Pathway, involviert und kann viele Proteine zusitzlich zur HMT-
Aktivitdt direkt methylieren (80, 95, 101, 111, 116). Ein Verlust der DNMT]1, die
bestehende Methylierungsmuster erhilt, kann wiederum zell-spezifisch zu teils schweren

Alterationen in der Genexpression und im Zell-Stoffwechsel fithren (203, 204).

Um die Expression von SET7 und DNMT1 unter TNFa-Stimulation in einer Zeitkurve
darstellen zu kénnen, wurden BMDM mit 50 ng/ml TNFa {iber jeweils 3, 7, 9 und 23
Stunden stimuliert, eine entsprechende Kontrolle blieb unbehandelt. Nach Isolation der
RNA und Synthese der cDNA konnte anhand der entsprechenden qPCR-Daten die
Expression von SET7 und DNMT1 im zeitlichen Verlauf betrachtet werden. Abbildung
13 zeigt dies fiir SET7: Bei der Stimulation mit TNFa liegt der maximale Effekt auf die
SET7-Expression, eine fast vierfache Herunterregulierung, zwischen sieben und neun

Stunden Stimulationsdauer, wobei sich ein Wiederanstieg bei 23 Stunden zeigte.
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Abbildung 13: Zeitkurve der mRNA-Expression von SET7 nach Stimulation mit TNFa: Die SET7
Expression zeigt im Bereich von 7-9 h ihr Minimum. Der Vergleich zwischen stimulierten (n=3) und
unstimulierten (n=3 fiir 3 h; sonst n=2) BMDM erfolgte via qPCR. Die Ergebnisse wurden mit HPRT als
HK normiert. Die Zellen blieben entweder unbehandelt (NT) oder waren iiber 3, 9, 7 oder 23 Stunden einer
Konzentration von 50 ng/ml TNFa ausgesetzt (T). Die Daten sind als Mittelwerte +Standardabweichung
(SD) dargestellt; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001.
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Anhnliches zeigt die Auswertung fiir DNMT1 (Abbildung 14). Die Expression von
DNMT1 erreicht nach circa 7 Stunden unter TNFa-Stimulation ihr Minimum, steigt

darauf aber wieder auf mit unbehandelten Kontrollen vergleichbare Ausgangswerte.
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Abbildung 14: Zeitkurve der mRNA-Expression von DNMT1 sowie der Positivkontrolle IL-1p nach
Stimulation mit TNFo. Der Vergleich zwischen stimulierten (n=3) und unstimulierten (n=2 fiir 9 h, sonst
n=3) BMDM erfolgte via qPCR. Die Ergebnisse wurden mit HPRT als HK normiert. Die Zellen blieben
entweder unbehandelt (NT) oder waren tiber 3, 7, 9 oder 23 h einer Konzentration von 50 ng/ml TNFa
ausgesetzt (T). Die Daten sind als Mittelwerte £Standardabweichung (SD) dargestellt; * p<0.05; ** p<0.01;
**%* p<0.001; **** p<0.0001. Fiir die Positivkontrolle IL-1p erfolgte keine statistische Auswertung.

IL-B als Positivkontrolle des Versuches (Abbildung 14) zeigte wiederum keine
vergleichbare Kurve, vielmehr lag das Maximum der IL-1 mRNA-Expression, die unter

Stimulation immer deutlich erhéht war, bei circa 7 Stunden Stimulationsdauer.

Somit hat die TNFa-Stimulation mit einer Dauer zwischen 7 und 9 Stunden den stirksten

Effekt auf die Expression von SET7 und DNMT1 in BMDM.
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3.1.3 Expression der Matrixmetalloproteasen und TIMP-Inhibitoren in
Makrophagen nach Stimulation

Speziell fiir die Matrixmetalloproteasen und ihre Inhibitoren scheint, wie zu Beginn
dieser Arbeit dargestellt, eine epigenetische Regulation wahrscheinlich (133, 134).
Aufgrund dieser Vermutung wurden drei MMPs, die im Verlauf des atherosklerotischen
Geschehens vermehrt exprimiert werden, sowie ihre regulatorischen TIMP-Inhibitoren
als in diesem Kontext primir zu untersuchende, potenziell epigenetisch beeinflussbare
Enzymgruppe ausgewaihlt. Als erster Schritt sollten daher die Expressionen von MMP2,
9, 14, TIMP1 und 2 unter gleichen Versuchsbedingungen wie 3.1.1 zwischen stimulierten
BMDM und nichtbehandelten Kontrollen mittels gPCR verglichen werden, um dann im
spateren Verlauf (unter Zusammenschau mit den Ergebnissen aus 3.1.1) Vermutungen
beziiglich der fiir diese Verdnderungen verantwortlichen oder beteiligten epigenetischen

Enzyme &uflern zu konnen.

Die korrekte Funktion der zu verwendenden Primer wurde mittels klassischer PCR in

BMDM iiberpriift (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Gelelektrophorese der PCR-Produkte zu den verwendeten MMP- und TIMP-Primern
in BMDM: Test der Funktionalitdt der Primer-Paare. Die erste Geltasche wurde mit GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder (M) beladen, um so die GroBe der Amplifikate anhand der Basenpaare (bp) zu vergleichen.
Die PCR Produkte wurden durch ein 3 %-iges Agarosegel getrennt. Die Wasserprobe (H,O) diente als

Kontrolle.

BMDM wurden uber zwo6lf Stunden mit einer Konzentration von 50ug/ml oxLDL,
50ng/ml TNFa, 20ng/ml IL1-B oder 50ng/ml LPS stimuliert oder sie blieben unbehandelt.
Es folgte entsprechend die RNA-Isolation und cDNA Synthese. Abbildung 16 zeigt die
Ergebnisse der anschlieBenden qPCR fir MMP2, MMP9 und MMP14. Unter TNFa ist

die mRNA-Expression von MMP?2 reduziert. Besonders nach Stimulation mit TNFo, aber
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auch mit IL-1pB, zeigt demgegeniiber MMP3 eine deutliche Uberexpression. Die mRNA-
Expression von MMP14 wiederum stieg im Vergleich zu nichtstimulierten Zellen vor
allem unter TNFa sowie LPS an. IL-1P scheint hier keinen relevanten Einfluss auf die

Enzymexpression zu haben.
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Abbildung 16: Verinderte mRNA-Expression von MMP2, MMP9 und MMP14 nach Stimulation.
Vergleich zwischen stimulierten und unstimulierten BMDM mittels qPCR (n=3). Fiir MMP2 konnten bei
den unbehandelten Kontrollen nur 2 der 3 technischen Triplikate in der Auswertung eingehen (MMP2: NT
n=2). Die Ergebnisse wurden mit HPRT als HK normiert. Die Zellen blieben entweder unbehandelt (NT)
oder waren iiber Nacht einer Konzentration von 50 ug/ml oxLDL, 50 ng/ml TNFa, 20 ng/ml IL1-B oder
50 ng/ml LPS ausgesetzt. Die Daten sind als Mittelwerte +Standardabweichung (SD) dargestellt; * p<0.05;
** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001.
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Deutliche Unterschiede waren auch im Hinblick auf die beiden getesteten TIMP-Enzyme,
die entsprechenden Inhibitoren der Matrixmetalloproteasen, zu erkennen: Nach LPS-
Stimulation konnte ein deutlicher Anstieg der mRNA-Expression von TIMP1 im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen demonstriert werden. TNFa hingegen fihrte
zu keiner relevanten Veranderung der Expression. Fir TIMP2 zeigte sich unter TNFa-
Stimulation ein Abfall der Enzymexpression, eine Stimulation mit LPS blieb wiederum
ohne signifikanten Effekt (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Verinderte mRNA-Expression von TIM1 und TIMP2 nach Stimulation. Vergleich
zwischen stimulierten und unstimulierten BMDM mittels qPCR (n=3). Bei TIMP1 konnten fiir die mit
TNFa und LPS stimulierte Zellen nur 2 der 3 technischen Triplikate in der Auswertung eingehen (TIMP1
TNFa, LPS n=2). Die Ergebnisse wurden mit HPRT als HK normiert. Die Zellen blieben entweder
unbehandelt (NT) oder waren iliber Nacht einer Konzentration von 50 pg/ml oxLDL, 50 ng/ml TNFa,
20 ng/ml IL1-B oder 50 ng/ml LPS ausgesetzt. Die Daten sind als Mittelwerte £Standardabweichung (SD)
dargestellt; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001.

MMP2 wird von TIMP1 und TIMP2 negativ reguliert, MMP 14 nur und MMP9 vor allem
durch TIMP2 (129, 205). In diesem Zusammenhang ist daher insbesondere eine unter
gleichen Versuchsbedingungen festzustellende Diskrepanz zwischen der Expression der
Matrixmetalloprotease und der ihres regulatorischen TIMP Enzyms interessant. Ist unter
einer Stimulation z.B. eine Steigerung der MMP-Expression, aber gleichzeitig eine
Verringerung der TIMP-Expression zu beobachten, ist von einem potenziell stirkeren
Effekt auszugehen als bei einer gleichzeitig gesteigerten TIMP-Expression. Eine
Gegeniiberstellung der einzeln bereits gezeigten Effekte der Stimulationen mit oxLDL,

TNFa, IL1-B oder LPS auf die MMP- und TIMP-Enzymexpression zeigt Abbildung 18.
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Wihrend bei einer TNFa-Stimulation so gleichermaf3en die Expression von MMP2 und

TIMP2 sinkt, steigt demgegentiiber die mRNA-Expression von MMP9 und MMP14.
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Abbildung 18: Ubersicht: Vergleich der mRNA-Expression der MMPs und TIMPs zwischen
stimulierten und unstimulierten BMDM mittels gPCR (n=3). Bei TIMP1 konnten fiir die mit TNFo, und
LPS stimulierte Zellen nur 2 der 3 technischen Triplikate in der Auswertung eingehen, ebenso bei den
unbehandelten MMP2 Kontrollen (TIMP1 TNFa, LPS n=2, MMP2 NT n=2). Die Ergebnisse wurden mit
HPRT als HK normiert. Die Zellen blieben entweder unbehandelt (NT) oder waren iiber Nacht einer
Konzentration von 50 pg/ml oxLDL, 50 ng/ml TNFa, 20 ng/ml IL1-f oder 50 ng/ml LPS ausgesetzt. Die
Daten sind als Mittelwerte +Standardabweichung (SD) dargestellt; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001;
**%%* p<0.0001.

Insgesamt lésst sich zeigen, dass BMDM unter pro-atherogener Stimulation zum Teil
deutlich verdnderte mRNA-Expressionen der Matrixmetalloproteasen und ihrer

Inhibitoren im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen aufweisen.

3.1.4 Expression ausgewahlter Atherosklerose-relevanter Zytokine und

Transkriptionsfaktoren in Makrophagen nach Stimulation

Die Reaktion von Makrophagen auf Stimulation mit TNFa, IL-1p3, LPS oder oxLDL im

Sinne einer Freisetzung verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine und
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Transkriptionsfaktoren ist in der Literatur bereits ausfiihrlich beschrieben. Der
Mechanismus dieser Antwort auf Umweltreize ist aber im Detail, insbesondere fiir die
Atherosklerose, noch teilweise unklar. Da auch hier epigenetische Enzyme beteiligt an
oder ursdchlich fiir Verdnderungen der Expression verschiedener Gene sein kdnnten,
wurden die mRNA-Expressionen von IL-1B, TNFa sowie NF«xB nach erneuter 12-
stiindiger Stimulation von BMDM mit 50 pg/ml oxLDL, 50 ng/ml TNFa, 20 ng/ml IL1 3
oder 50 ng/ml LPS mit unbehandelten Kontrollen {iber qPCR verglichen. Die Ergebnisse
konnen anschlieBend den Effekten gleicher Stimulation auf epigenetische
Enzymexpressionen (3.1.1) gegeniibergestellt werden, um so in einem spédteren Schritt

Annahmen zu evtl. regulatorisch beteiligten, epigenetischen Enzymen treffen zu kénnen.
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Abbildung 19: Verinderte mRNA-Expression von IL-1p, TNFo sowie NFkB nach Stimulation.

rel. mRNA expression

Vergleich zwischen stimulierten und unstimulierten BMDM mittels qPCR (n=3). Die Ergebnisse wurden
mit HPRT als HK normiert. Die Zellen blieben entweder unbehandelt (NT) oder waren iiber 12 h einer
Konzentration von 50 ug/ml oxLDL, 50 ng/ml TNFa, 20 ng/ml IL1-B oder 50 ng/ml LPS ausgesetzt. Die
Daten sind als Mittelwerte +Standardabweichung (SD) dargestellt; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001;
ik n<().0001.
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Die mRNA-Expression von IL-1p sowie NFkB stieg jeweils signifikant unter TNFa und
LPS Stimulation, die Expression von TNFa war sich wiederum gesteigert unter LPS und
IL-1B (Abbildung 19). OXxLDL verursachte in diesem Versuch lediglich einen leichten,
jedoch nicht signifikanten Anstieg der TNFa-Expression, auf NFxB und IL1-f hatte es

hier keinen relevanten Effekt.

3.1.5 Expression epigenetischer Enzyme in glatten Muskelzellen nach

Stimulation

Da die Stimulation von BMDM mit pro-atherogenen Stimuli nachweislich einen Effekt
auf die mRNA-Expression mehrerer epigenetischer Enzyme hatte (3.1.1), waren dhnliche
Beobachtungen fiir andere atherosklerotisch relevante Zellpopulationen zu vermuten. So
folgte die Ausweitung des Experiments auf glatte Muskelzellen, da auch diese eine
wichtige Rolle in atherosklerotischen Léasionen spielen (206). Entsprechend wurden glatte
Muskelzellen nach 10-stiindiger Hungerperiode tiber 9 h mit 10 pg/ml oxLDL, 50 ng/ml
TNFa oder 50 ng/ml LPS stimuliert. Auf eine IL-1p-Stimulation wurde verzichtet, da sie

in den Vorversuchen ohne Effekt geblieben war.
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Abbildung 20: mRNA-Expression epigenetischer Enzyme nach Stimulation in SMCs. Der Vergleich
zwischen stimulierten und unstimulierten glatten Muskelzellen (SMCs) erfolgte via qPCR (n > 4). Die
Zellen blieben entweder unbehandelt (NT) oder waren iiber 9 Stunden einer Konzentration von 10 pg/ml
oxLDL, 50 ng/ml TNFa oder 50 ng/ml LPS ausgesetzt. Die Ergebnisse wurden mit HPRT als HK normiert.
Die Daten sind als Mittelwerte +=Standardabweichung (SD) dargestellt; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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Mittels qPCR konnte nach Isolation der RNA und Synthese der cDNA darauf die
Expression der epigenetischen Enzyme analysiert werden. Abbildung 20 zeigt hierzu die
Resultate in der Ubersicht. Fiir keines der getesteten Enzyme SET1, SET2, SET7, Kdm5,
LSD sowie DNMT1 konnte eine relevante Anderung der Enzymexpression durch
Stimulation beobachtet werden. Die Stimulation iiber die entsprechend den Ergebnissen
der Zeitkurve (siehe 3.1.2) fiir SET7 und TNFa optimierte Dauer von 9 Stunden hatte
insbesondere keinen Einfluss auf die mRNA-Expression von SET7. Von -einer

Ausweitung der Versuchsreihe in SMCs wurde daher abgesehen.

Erhohte Konzentrationen von oxLDL, LPS oder TNFa induzierten somit keine direkte

Expressionsidnderung hier untersuchter epigenetischer Enzyme in glatten Muskelzellen.

3.2 Epigenetische Expressionsmuster im Atherosklerose-

Modellorganismus

Zusatzlich zu den Zellkulturversuchen wurden ausgewéhlte epigenetische Enzyme am
Atherosklerose-Mausmodell untersucht. Dazu wurden Verénderungen ihrer mRNA-
Expression in Zellsuspensionen aus Aorta, Aortenwurzel sowie Milz zwischen Ldlr"-
Mausen nach achtwochiger HFD als Atherosklerose-Modellorganismus und Ldlr-
Mausen ohne spezielle Diét, die als Kontrolle dienten, verglichen. Unter Diét neigen diese
Mause besonders zur Entwicklung von Atherosklerose, wohingegen dies unter normaler

Erndhrung mit niedrigem Fettgehalt in der Regel nicht der Fall ist.

3.2.1 Expression epigenetischer Enzyme in der Aorta von LdlIr’-Mausen

Dadie in vitro Versuche Hinweise auf eine mogliche Beteiligung einiger der untersuchten
epigenetischen Enzyme an der Genese der Atherosklerose lieferten, wurde eine
Untersuchung der kranken, atherosklerotisch veranderten Aorta als ndchster Schritt
gewadhlt, um so zusatzlich Erkenntnisse Uiber Unterschiede der Expression epigenetischer

Enzyme zwischen gesundem und pathologischem Zustand in vivo zu erhalten.
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Hierzu wurden die zerkleinerten Aorten der Mduse nach HFD und ohne Diét iber einem
Zellfilter filtriert und daraufhin die RNA der Zellsuspension isoliert. Die komplementére

cDNA konnte nach ihrer Synthese fir die g°PCR Analyse verwendet werden.
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Abbildung 21: Vergleich der mRNA-Expression epigenetischer Enzyme zwischen Zellsuspensionen
aus der Aorta von 8 Wochen alten Ldlr"-M:iusen mit (diet) und ohne 8-wochiger HFD (no diet)
mittels qPCR (n=5) (Ubersicht sowie detaillierte Darstellung der Einzelwerte fiir SET2 und SET?7).
Die Ergebnisse wurden mit GAPDH als HK normiert. Die Daten sind als Mittelwerte +Standardabweichung
(SD) dargestellt; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001.

Es zeigten sich fur SET1, LSD, KDM5, DNMT1 und DNMT3a keine relevanten
Unterschiede der mRNA-Expression zwischen den Maé&usen mit und ohne Diét
(Abbildung 21). Fiir SET2 konnte eine minimale Erh6hung der mRNA-Expression nach
8-wochiger HFD festgestellt werden, bei SET7 zeigte sich hier ebenfalls eine schwach,
jedoch signifikant erhohte Enzymexpression nach Didt. Es handelt sich hier trotz
statistischer Signifikanz allerdings am ehesten um ein experimentelles Artefakt, da die

nachgewiesene Expressionsédnderung sehr gering ist.
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3.2.2 Expression epigenetischer Enzyme in der Aortenwurzel von Ldlr’- Mausen

Da atherosklerotische Verdnderungen bevorzugt an Gefdl3gabelungen und Engstellen
aufgrund der dortigen Stérung des lamindren Blutflusses auftreten (9), wurde die
Aortenwurzel noch einmal gezielt untersucht, da diese Stelle in der Regel zuerst von
atherosklerotischen Verdnderungen im Mausmodell betroffen ist (207). Entgegen der
Erwartung, dass an diesem speziellen GefiBabschnitt bei Ldlr’-Msiusen nach
achtwochiger HFD deutlich verdnderte Expressionslevel einzelner epigenetischer
Enzyme nachweisbar sind, konnten hier keine eindriicklichen Unterschiede zu den
Kontrollen beobachtet werden. Vielmehr zeigten sich in den Aortenwurzeln von Ldlr"-
Miusen nach achtwochiger HFD im Vergleich zu Ldlr-Miusen ohne Diit, wie in
Abbildung 22 zu sehen, keine signifikant verdnderten Enzymexpressionen von SETI,

SET2, SET7, DNMT1, DNMT3a, LSD und KdmS5.

SET1 SET2
21' 22_
c c
2 S
7] n 7]
§ § 214 B
o 204 )
< E_ aTlTHE <
4 =
o o 20-
= =
& e
21 T T 2 T
® ®
SET7 DNMT1
224 21+
= o
e o n
2 2
2 214 [} 2
o o
é é 204 L[]
s 2
o 204 [r4
€ €
E 3
— [ ) n pus
21 T T 21 T
& N & &

62



DNMT3a LSD

214 214

Jaw T

rel. mMRNA expression
°
rel. mRNA expression

Kdm5

21<

rel. mMRNA expression

21 T T

&Q}' R

Abbildung 22: Vergleich der mRNA-Expression epigenetischer Enzyme zwischen Zellsuspensionen
aus der Aortenwurzel 8 Wochen alter Ldlr’-M:use mit (diet) (n=5) und ohne 8-wochiger HFD (no
diet) (n=4) mittels qPCR (Darstellung der Einzelwerte). Fiir Kdm5 konnten hier nur 3 unbehandelte
Kontrollen (no diet; n=3) ausgewertet werden. Die Ergebnisse wurden mit GAPDH als HK normiert.
Obwohl sich die Enzymexpressionslevel gemittelt nicht wesentlich unterscheiden, zeigen die einzelnen
Werte der HFD-Maéuse eine hohere Divergenz. Die Daten sind als Mittelwerte +Standardabweichung (SD)
dargestellt; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<(0.0001.

Zellsuspensionen aus der Aortenwurzel von Ldlr"-M&usen nach HFD zeigten demnach
keine relevanten Unterschiede in der Expression hier untersuchter epigenetischer Enzyme

gegentiber Kontrollen ohne Diit.

3.2.3 Expression epigenetischer Enzyme in der Milz von LdIr’- M&usen

Bei verschiedenen Krankheiten wie der Atherosklerose, die mit einer erhOhten
Héamatopoese assoziiert sind, kann die Milz als Organ der extramedulldren Blutbildung

zirkulierende inflammatorische Zellen wie Lymphozyten und insbesondere Monozyten
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produzieren, die u.a. das Atherom infiltrieren kdnnen (208-210). Neben ihrer Rolle als
lymphatisches Organ dient sie so speziell als Reservoir fiir Monozyten, den nicht-
gewebestdndigen Vorlduferzellen der Makrophagen (211). Da epigenetische
Mechanismen fiir solch eine Umstellung der zelluldren Produktion als inflammatorische
Reaktion auf verdnderte Umweltbedingungen verantwortlich sein kénnten, wurden auch
Zellsuspensionen aus Milzen von Ldlr"-M#usen mit und ohne achtwdchiger HFD in den
Versuch miteinbezogen und anhand ihrer Enzymexpressionsmuster verglichen. Die
gestuckelten Milzen der Mause wurden Uber einem Zellfilter filtriert, darauf die RNA der
Zellsuspension isoliert sowie die cDNA synthetisiert. Durch gPCR konnten die

epigenetischen Enzyme in ihrer Expression analysiert werden.

21.
Bl no diet

diet

2 4

2-.

rel. mRNA expression
*
— *

2 [
e
I

—

e

—
I

—
.

—
| —

Abbildung 23: Vergleich der mRNA-Expression epigenetischer Enzyme zwischen Zellsuspensionen
aus der Milz 8 Wochen alter Ldlr’-Miuse mit (diet) (n=5) und ohne 8-wichiger HFD (no diet) (n=4)
mittels qPCR (Ubersicht). Fiir Kdm5 konnten nur 3 unbehandelte Kontrollen (no diet; n=3) ausgewertet
werden. Die Ergebnisse wurden mit GAPDH als HK normiert. Die Daten sind als Mittelwerte
+Standardabweichung (SD) dargestellt; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001.

In Abbildung 23 sind die Ergebnisse aller untersuchten epigenetischen Enzyme
dargestellt. SET2, SET7, DNMT1, DMT3a, LSD und Kdm5 zeigten hinsichtlich ihrer
mRNA-Expression keinen wesentlichen Unterschied zwischen Ldlr’"-Miusen mit und
ohne Didt. Demgegeniiber ist fiir SET1 unter Didt jedoch eine leichte, aber signifikante

Verringerung der mRNA-Expression erkennbar. Noch einmal verdeutlicht wird dies in

64



Abbildung 24 unter Darstellung der einzelnen Werte. Demnach ist die Expression von
SET1 in Milz-Zellsuspensionen von Ldlr”’-M#usen nach HFD im Vergleich zur Kontrolle

leicht vermindert.
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Abbildung 24: Verringerte SET1-Expression in Milz-Zellsuspensionen von Ldlr’-Miusen nach 8-
wochiger HFD (diet) (n=5) im Vergleich zu diitfreien Kontrollen (no diet) (n=4) (Darstellung der
Einzelwerte). Die Ergebnisse wurden mit GAPDH als HK normiert. Die Daten sind als Mittelwerte

+Standardabweichung (SD) dargestellt; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001.

3.3 Durchfiihrung eines SET7 knock-outs mittels CRISPR/Cas9

in glatten Muskelzellen

Die Wahl von SET7 als epigenetisches Enzym von zentralem Interesse und der Entschluss
zu einem funktionellen knock-out des SET7 Gens erfolgte aus mehreren Griinden: Zum
einen ist SET7 beteiligt an der NFkB-vermittelten inflammatorischen Antwort sowie der
Reaktion auf Hyperglykdmie und oxidativen Stress (84, 94, 95). Des Weiteren war im
Zellkultur-Stimulationsversuch unter TNFa eine verringerte mRNA-Expression von
SET7 in BMDM nachweisbar (Abbildung 11), welche bei circa neun Stunden
Stimulationsdauer ihr Minimum zeigte (Abbildung 13). Somit spielt dieses Enzym
moglicherweise eine Rolle in der Entwicklung der Atherosklerose. Daher war das Ziel,
Zellen, die kein bzw. kaum SET7 exprimieren, zukiinftig gezielt untersuchen zu kénnen.
Um diesen Funktionsverlust flexibel in gewiinschten Zellen induzieren zu kénnen, mit
der Moglichkeit, auf SET7-exprimierende Kontrollen zuzugreifen, die unter genau

gleichen Bedingungen kultiviert wurden, wurde hierfiir die Methode des CRISPR/Cas9
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Systems gewdhlt. Als erste Zellpopulation wurden B6.R0sa26-Cas9 knock-in glatte
Muskelzellen verwendet, die bereits konstitutiv Cas9 exprimieren, da hier nur die sgRNA
und nicht noch zusitzlich Cas9 in die Zellen eingebracht werden muss, und die im Labor

bereits flir die Testung von sgRNAs etabliert worden waren.

3.3.1 Nachweis und Untersuchung generierter Mutationen im SET7-Gen glatter

Muskelzellen

Uber virale Transduktion, ermdglicht durch Verwendung eines AAV-Systems, wurde
jeweils eine der beiden SET7 sgRNAs (entsprechend pSet7sgl und pSet7sg3) in die
glatten Muskelzellen zu der dort bereits exprimierten Cas9 Endonuklease gebracht. Durch
dieses Zusammentreffen konnen Indels im SET7 Gen der Zelle generiert werden, indem
die sgRNA mit ihrem crRNA-Anteil an die genomische Sequenz von SET7 bindet und
Cas9, von der sgRNA geleitet, dort spezifisch Doppelstrangbriiche verursacht. Fehler in
der zelleigenen DNA-Reparatur bedingen schliefSlich den gewiinschten funktionellen
Verlust des Gens. Um diesen Erfolg und damit auch die korrekte Funktion der Methode
nachzuweisen, wurden zunéchst aufgetretene Mutationen im SET7 Gen der infizierten
SMCs anhand der genomischen DNA der Zellen charakterisiert. Hierzu erfolgte die Lyse
der Zellen vier Tage nach viraler Transduktion einer der zwei sgRNAs. Darauthin wurde
die genomische DNA der infizierten SMCs isoliert. Aus dieser konnte derjenige SET7
Genabschnitt mithilfe einer klassischen PCR amplifiziert werden, in dem sich die

Bindestelle der jeweiligen sgRNA befindet und Indels zu erwarten wiéren (Abbildung 25).
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sgRNA PAM
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Abbildung 25: Schema zur Sequenzierung der sgRNA-transduzierten Zellen: Die sgRNA (1 und 3)
bindet komplementdr im SET7 Gen (Exon 3, siche Abbildung 7) direkt neben einer PAM-Sequenz (5’ NGG
3¢). Die dem crRNA-Anteil der sgRNA entsprechende Basenfolge ist griin markiert, blau entspricht hier
der Bindestelle der sgRNA. Rot umkreist ist der Bereich mit zu erwartenden Indels ab Doppelstrangbruch,

der durch das zugehorige Primerpaar (orange Boxen, P) eingeschlossen wird. Eigene Anfertigung.
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Die Primer wurden folglich so gewdhlt, dass der durch sie vervielfdltigte Abschnitt von
SET7 die jeweilige SET7 sgRNA-Zielsequenz sowie denjenigen Genbereich enthilt, an
dem bei erfolgreichem DNA-Doppelstrangbruch Verdnderungen in Form von Indels
auftreten (Abbildung 25). Fiir sgRNA 1 wurden dementsprechend SV723.AAV11.cleav.F
und SV724.AAVll.cleav.R, fir sgRNA 3 SV725.AAVI12/13.cleav.F und
SV726.AAV12/13.cleav.R als Primer verwendet (2.1.6). Im Anschluss konnten die PCR-
Produkte mithilfe einer Gelelektrophorese aufgetrennt werden. Die Banden lagen im

erwarteten Bereich von 160 Basenpaaren Amplifikatlange (Abbildung 26).

M

300 bp

200 bp

sgRNA1 sgRNA3

Abbildung 26: Gelelektrophorese der PCR-Produkte fiir SET7 aus der genomischen DNA
transduzierter Cas9 SMCs: Als Template wurde die isolierte genomische DNA glatter Muskelzellen 4
Tage nach Transduktion der sgRNA 1 oder 3 (entsprechend pSet7sgl, pSet7sg3) durch AAV-Viren
verwendet. Als Primer dienten SV723.AAVll.cleav.F und SV724.AAV1l.cleav.R (sgRNA 1) bzw.
SV725.AAV12/13.cleav.F und SV726.AAV12/13.cleav.R (sgRNA 3). Die erste Geltasche wurde mit
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (M) beladen, um so die GroB3e der Amplifikate anhand der Basenpaare
(bp) zu vergleichen, die PCR Produkte wurden durch ein 3 %-iges Agarosegel getrennt. Eine Wasserprobe

diente als Kontrolle.

Nach anschlieBender Gelextraktion der beiden amplifizierten PCR-Produkte wurde die
genomische DNA sequenziert (Eurofins Genomics) (siehe 2.2.2.6, 2.2.2.7). Unter
Vergleich der sequenzierten DNA zur Referenzgensequenz (MGI:1920501, NCBI Gene:
73251 ) konnen so durch die sgRNA induzierte Verdnderungen detektiert werden.

Fiir sgRNA 1 (pSET7sgl) zeigt die Sequenzierung, dass von einem erfolgreichen Binden
der transduzierten sgRNA 1 in den SMCs und weiter von einem erfolgreichen Schneiden

der DNA durch Cas9 auszugehen ist (Abbildung 27):
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ACAATCGACACGG AGTGTGT

ACAGT ACAAAGACAACAATCGACACGG AGT GI'I CCATTACCCGGTAAGCTGCTACCTGTTCA

—

U“.

Abbildung 27: Ausschnitt aus dem Chromatogramm der Sequenzierung genomischer DNA von mit

IR H
“u.,x WL ,,‘,xi,_., ll.

/ St 4,

sgRNA 1 transduzierten Cas9 SMCs: Uber der Basenfolge der SET7 Sequenzierung (5¢ — 3°) ist
erginzend die DNA-bindende Sequenz der sgRNA 1 eingefiigt. Der blaue Pfeil markiert die anzunehmende
Schnittstelle von Cas9 (3 bp vor der PAM-Sequenz, die im blauen Kasten liegt, in 5° Richtung). Rot
markiert sind die 2 Basen der sgRNA, die hier nicht Teil der sequenzierten Basenfolge sind.

Ab der anzunehmenden Schnittstelle von Cas9, die in Abbildung 27 mit einem blauen
Pfeil markiert ist, zeigt sich im Chromatogramm eine Uberlagerung von mehreren Peaks.
Diese reprisentieren andere, an gleicher Stelle detektierte Basen. Es ist anzunehmen, dass
neu auftretende Indels fiir diese zunehmend heterogene Sequenzierung verantwortlich
sind, da die Reparatur der DNA ab dem erzeugten Doppelstrangbruch in jeder Zelle
anders ablduft und folglich auch in jeder Zelle ab der Schnittstelle andere Basenfolgen
auftreten konnen. Die Effektivitdt des durch die sgRNA induzierten Doppelstrangbruchs
und der nachfolgenden Indelbildung kann hier allerdings nicht abgeschétzt werden. Es ist
anzumerken, dass die Sequenzierung eine Deletion zweier Basen im SET7 Gen
(ndmlich 5° GT) unmittelbar vor der PAM-Sequenz zeigt. Ob diese Deletion im zeitlichen
Zusammenhang mit dem benachbarten Doppelstrangbruch der DNA durch Cas9
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stattgefunden hat, oder eventuell durch ihn verursacht wurde, kann riickblickend nicht

genau festgestellt werden.

Fiir sgRNA 3 (pSET7sg3) ist ebenfalls anzunehmen, dass ein erfolgreiches Binden der
sgRNA und konsekutiv ein erfolgreicher DNA-Doppelstrangbruch im SET7 Gen der
SMCs stattgefunden hat. So zeigt die Sequenzierung auch hier eine Uberlagerung der
Peaks ab der erwarteten Cas9 Schnittstelle (blauer Pfeil Abbildung 28), die am ehesten
durch Indel-Formation verursacht ist. Eine Aussage liber die Effektivitit des SET7 Gen-

KO in den sequenzierten Cas9 SMCs lidsst sich auch an dieser Stelle nicht treffen.

TTACG TGG ACG ATGCCCTGC
TG GAGGGATATTACGTGG ACGATGCCCTGCAGGGCCAGGGCGTTTACACCT

NIy 1] ]

SV J A WWA“

70 80

Abbildung 28: Ausschnitt aus dem Chromatogramm der Sequenzierung genomischer DNA von mit
sgRNA 3 transduzierten Cas9 SMCs: Uber der Basenfolge der Sequenzierung (5° — 3°) ist die DNA-
bindende Sequenz der sgRNA 3 eingefligt. Der blaue Pfeil markiert die anzunehmende Schnittstelle von
Cas9 (3 bp vor der PAM-Sequenz in 5 Richtung).

Der Anteil alternativ detektierter Basen ab der Cas9 Schnittstelle fiel fiir sgRNA 3
allerdings weniger eindriicklich aus als fiir sgRNA 1. Womoglich bindet sgRNA3
ineffizienter, wodurch die DNA als Konsequenz auch weniger effizient geschnitten

wurde.
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3.3.2 SET7 mRNA-Expression in mit CRISPR/Cas9 manipulierten glatten
Muskelzellen

Neben dem Nachweis des erfolgreichen Modifikation der genomischen SET7 DNA-
Sequenz durch die CRISPR/Cas9 Methode fiir jede der beiden verwendeten sgRNAs
(pSet7sgl, pSet7sg3) war die Uberpriifung ihres Effekts auf die Expression von SET7 in
den Cas9 SMCs selbst notig. Ein erfolgreicher Funktionsverlust des Gens sollte in einer
deutlich verringerten bzw. nicht mehr nachweisbaren mRNA-Expression von SET7
resultieren. Fiir die Expressionsanalyse wurde vier Tage nach der Transduktion und
anschlieBender Lyse der Zellen die RNA der infizierten SMCs isoliert und daraus die
cDNA synthetisiert. Uber eine qPCR konnte daraufhin die mRNA-Expression von SET7
der infizierten mit nicht infizierten Cas9 SMCs verglichen und so auch die Erfolgsrate

der zwei sgRNAs gepriift werden.

Dabei konnte fiir beide sgRNAs eine Verringerung der SET7 mRNA-Expression im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen gezeigt werden (Abbildung 29).
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Abbildung 29: SET7 wird nach mit sgRNA 1 oder sgRNA 3 vermitteltem CRISPR/Cas9 Gen-KO in
SMCs im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (NT) vermindert exprimiert. Erginzend sind die
entsprechenden Einzelwerte fiir jede sgRNA (entsprechend pSet7sgl, pSet7sg3) sowie fiir die Kontrolle
abgebildet (n=3). Die Ergebnisse wurden mit HPRT als HK normiert. Die Daten sind als Mittelwerte
+Standardabweichung (SD) dargestellt; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001.
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So fiihrt ein mit sgRNA 1 (pSET7sgl) induzierter CRISPR/Cas9 SET7 knock-down in
den SMCs zu einer starken Reduktion der SET7 Expression, was einem erfolgreichen
funktionellen Genverlust entspricht. Demgegeniiber unterscheiden sich mit sgRNA 3
infizierte Zellen in ihrer SET7 Expression zwar signifikant von nicht-infizierten
Kontrollen, der Effekt des CRISPR/Cas9 knock-downs ist bei lediglich leichter
Reduktion der SET7 Expression aber nur gering. Entsprechend ist sgRNA 3 (pSET7sg3)
hinsichtlich einer Verringerung der SET7 mRNA-Expression kaum effektiv. Im
Gegensatz zu sgRNA 1 ist sgRNA 3 (pSET7sg3) daher eher nicht geeignet, einen

effektiven funktionalen SET7 knock-down zu induzieren.

Mit sgRNA 1 konnte somit eine sgRNA entwickelt werden, die einen wirkungsvollen
knock-down von SET7 verursacht und folglich ein effektives Werkzeug fiir weitere

Untersuchungen des Enzyms darstellt.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter Stimulation signifikante
Anderungen der mRNA-Expression untersuchter epigenetischer Enzyme auftreten und
somit eine epigenetische Beteiligung am Krankheitsgeschehen Atherosklerose zu
vermuten ist. So zeigt sich, dass eine pro-atherosklerotische Stimulation, insbesondere
mit TNFa und LPS, einen direkten Einfluss auf epigenetische Mechanismen in
Makrophagen hat, und bereits einzelne Stimuli einen relevante Anderung epigenetischer
Enzymexpressionen verursachen. Fiir DNMT1 und SET7 scheint es sich bei diesem
Effekt um eine verhéltnisméBig kurzfristige Reaktion zu handeln, die innerhalb der ersten
zehn Stunden nach Stimulationsreiz auftritt, um nach 23 Stunden wieder abzuklingen.
Vereinzelt nachgewiesene Alterationen epigenetischer Enzyme in Zellsuspensionen von
Ldlr"-Miusen nach HFD im Vergleich zu Kontrollen ohne Diit betonen auBerdem, dass
diese direkt an der Krankheitspathogenese beteiligt sein konnten. Insbesondere SET7
konnte hierbei eine entscheidende Rolle spielen. SchlieBlich konnte ein effizienter Weg
eines SET7 Gen knock-outs liber das CRISPR/Cas9 System demonstriert werden, der

neue Moglichkeiten fiir Studien dieses Enzyms eroffnet.

Verdanderungen der DNA- und Histon-Methylierung in atherosklerotischem Gewebe
sowie bei verschiedenen Genen, die mit der Entwicklung der Krankheit in
Zusammenhang stehen, sind vereinzelt bereits nachgewiesen (107, 139, 142, 143, 145).
Insbesondere zeigen humane atherosklerotische Plaques der Carotis und daraus isolierte
Zellen Unterschiede in ihrer DNA- und Histon-Methylierung, und speziell fir H3K4
finden sich an mehreren Stellen Abweichungen zu gesunden Kontrollen. Alterationen
betreffen auch die Expression verschiedener epigenetischer Enzyme wie einiger Histon-
und DNA-Methyltransferasen (142). Die an H3K4 wirkenden HMT SET1, 2 und 7 sowie
die entsprechenden HDM LSD und Kdm5 konnten im Rahmen dieser Arbeit in Hinblick
auf das Krankheitsbild Atherosklerose zum ersten Mal erfolgreich untersucht werden. So
lasst sich hier belegen, dass verschiedene pro-atherosklerotische Stimuli einen direkten
Einfluss auf die Expression epigenetischer Enzyme in Makrophagen haben konnen.
Insbesondere TNFa fiihrte so direkt zu einer Verringerung der mRNA-Expression von
SET7, DNMT1 und KdmS5. Passend dazu ist eine reduzierte generelle DNMTI-

Expression im atherosklerotischen Carotis-Plaque beschreiben (142).
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Die beiden Histon-Demethylasen LSD und KdmS5 wurden, ebenso wie die DNA-
Demethylasen TET2 und 3, durch LPS-Stimulation in ihrer mRNA-Expression verstarkt.
Der von Cull et al. beobachtete Effekt einer LPS-Stimulation auf TET2 im Sinne einer
Steigerung der mRNA-Expression konnte hier somit bestitigt werden (212).
Demgegeniiber zeigten sich fiir TET3 dort gegensitzliche Ergebnisse, bei einer
vergleichbaren Stimulationsdauer war dessen mRNA-Expression nach Stimulation
vermindert. Anzumerken ist, dass statt der hier verwendeten 50 ng/ml LPS 100 ng/ml LPS

eingesetzt wurden (212).

Speziell SET7 und DNMTT1 zeigen im zeitlichen Verlauf, dass eine circa neunstiindige
TNFa-Stimulation den stirksten Effekt auf ihre mRNA-Expression hat und somit die
optimale Stimulationsdauer darstellt. Unter Berlicksichtigung des Wiederanstieges der
mRNA-Expression nach 23 Stunden Stimulation liegt der Schluss nahe, dass es sich dabei
um eine kurzfristige Regulation der Zelle handelt, die besonders innerhalb der ersten
Stunden nach Stimulation auftritt. Eine dhnliche Beobachtung konnte bereits fiir TET2
unter LPS-Stimulation in BMDM gemacht werden, dessen mRNA-Expression sich nach
24 Stunden Stimulation ebenfalls wieder normalisiert hatte (212). Die Enzyme scheinen
also auf diese Bedingungen mit einer relativ kurzen Reaktionsdauer zu reagieren.
Inwieweit diese Beobachtungen auch fiir andere epigenetische Enzyme gelten, und ob sie
auf andere Stimuli iibertragbar sind, ist noch nicht ausreichend geklart. Hier bietet sich
ein neuer Ansatz zur Untersuchung genereller Reaktions-Mechanismen dieser

Enzymklasse.

Besonders interessant ist auch die hier gezeigte mMRNA-Expressionsdnderung
verschiedener MMPs und TIMP-Enzyme unter zu den epigenetischen Enzymen
vergleichbaren Versuchsbedingungen in BMDM. Fir einige MMPs ist bereits die
Maoglichkeit einer Regulation durch epigenetische Mechanismen nachgewiesen, und es
wurden vereinzelt Unterschiede ihrer Methylierung in atherosklerotischen Lé&sionen
gefunden (143, 149-151). Daher sind diese als direktes Ziel epigenetischer Einflussnahme
in der Atherosklerose moglich, und die charakteristischen Veranderungen ihrer
Expression im Krankheitsprogress moglicherweise der Aktivitét einzelner epigenetischer
Enzyme geschuldet. So zeigte sich nach TNFa-Stimulation fir MMP2 und TIMP2 eine
Verringerung, fir MMP9 und MMP14 eine Erhéhung der mMRNA-Expression. Diese war
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fur MMP9 aullerdem nach IL-1p Gabe erhoht, fir MMP14 und TIMP1 wiederum nach
LPS-Stimulation.

Ahnliche Resultate fir MMP9 und MMP14 erhielten Hayes et al. nach einer 18-stiindigen
Stimulation mit 10ng/ml TNFa, und Rajavashisth et al. wiesen einen MMP14-
Expressionsanstieg nach sechsstiindiger TNFa-Stimulation in Makrophagen, allerdings
uber Flow-Zytometrie, nach (130, 213).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zusatzlich die teils kontréren Effekte einer Stimulation
auf die Matrixmetalloproteasen und auf ihre korrespondierenden TIMP-Enzyme
gegenubergestellt werden. MMP2 und dessen Inhibitor TIMP2 verhielten sich dabei
ahnlich, eine Stimulation mit TNFo bedingte bei beiden eine verringerte mRNA-
Expression. Insbesondere die Steigerung der Enzymexpression von MMP9 und 14 unter
TNFa stand jedoch im Gegensatz zur gleichzeitig verringerten Enzymexpression ihres
Inhibitors TIMP2. Ohne ausreichende negative Regulation durch TIMP2 musste sich
dementsprechend der Effekt von MMP9 und 14 unter &hnlichen Bedingungen in vivo
potenzieren, was insbesondere im pathologisch veranderten Organismus schwerwiegende

Folgen nach sich ziehen kdnnte.

Fir TNFa, IL-1p und NFxB ebenso wie fiir die MMP- und TIMP-Enzyme ist es unter
gleichen Versuchsbedingungen moglich, Parallelen zu eventuell an ihrer Regulation
beteiligten epigenetischen Enzymen zu ziehen. Zu diesem Zweck zeigt Tabelle 7 die
Effekte einer Stimulation mit IL1-B, TNFa und LPS auf untersuchte epigenetische
Enzyme, MMPs, TIMP-Enzyme, den Transkriptionsfaktor NFkB sowie auf die Zytokine
TNFa und IL-1B im Vergleich. Fiir TNFa lassen sich die Ergebnisse beispielsweise wie
folgt interpretieren: Da die mRNA-Expression von SET7 nach Stimulation reduziert ist,
dieses Enzym aber eine Methylierung von H3K4 verursacht, was mit einer gesteigerten
Transkription assoziiert ist, konnte die nach Stimulation verringerte mRNA-Expression
von MMP2 oder TIMP2 moglicherweise direkt mit SET7 in Zusammenhang stehen. Es
wire wichtig zu kldren, ob es sich hier nur um eine Korrelation oder eine Kausalitit

handelt.

74



Tabelle 7: Zusammenfassung der Effekte einzelner relevanter Stimulationen (IL-1p, TNFa, LPS) auf
die mRNA-Expression untersuchter epigenetischer Enzyme, MMPs, TIMPs, fiir IL1-$, TNFa und
NFxB in BMDM (|=verringerte, T=erhohte relative mRNA-Expression im Vergleich zu unbehandelten

Kontrollen)

IL-1B TNFa LPS

SET1
SET2
SET7 !

LSD 1
KdmS5 ! )
DNMT1
DNMT3a
TET2 1
TET3
MMP2
MMP9 1
MMP14
TIMP1 1
TIMP2
IL-1B 1 1
TNFa i) 1
NF«B 1 )

Ebenso interessant fiir weitere Versuche wire ein potenzieller Zusammenhang zwischen
Kdm5 oder DNMT1 und MMP 9 und 14. Auch konnten die beiden epigenetischen
Enzyme in IL1-B und NF«B Signalwege involviert sein. Da Kdm5 H3K4 demethyliert,
wiirde man unter dessen Verringerung eine gesteigerte mRNA-Expression zugehoriger
Gene erwarten. Eine verringerte DNA-Methylierung verursacht in der Regel eine
verstirkte Transkription betroffener Genabschnitte, weshalb fiir eine reduzierte DNMT1-
Aktivitdt ebenfalls eine Steigerung der Expression DNMT1-kontrollierter Gene als Folge
anzunehmen wire. Die fiir diese Auslegung getroffenen Annahmen sind jedoch stark

vereinfacht, sie sollen lediglich als Grundlage zukiinftiger Versuche herangezogen
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werden konnen und bei der Aufstellung von Hypothesen zu mdglichen Zielstrukturen der

hier untersuchten epigenetischen Enzyme hilfreich sein.

Als néchster Schritt und auftbauend auf den hier gezeigten Ergebnissen wire insbesondere
eine Analyse der entsprechenden DNA- sowie Histon-Methylierung der MMPs, TIMPs
sowie der nachweislich alternierten Zytokine und Transkriptionsfaktoren unter
Wiederholung der Stimulationsversuche von Interesse, um so von einem speziellen,
charakteristischen Muster auf ein moglicherweise verantwortliches, konkretes
epigenetisches Enzym schlieBen zu konnen. Da es aber eine Vielzahl an epigenetischen
Enzymen gibt, von denen hier nur ein kleiner Anteil untersucht wurde, kann von
einzelnen Verdnderungen am Chromatin ursidchlich nicht direkt auf ein verantwortliches
Enzym geschlossen werden. Ergénzend konnten durch ein ChIP- (Chromatin Immuno-
Precipitation) DNA-Sequencing weitere mogliche Zielgene der epigenetischen Enzyme
anhand ihrer spezifischen Histon-Methylierung, wie beispielsweise einer H3K4-
Monomethylierung, gefunden werden. Dabei werden Quervernetzungen zwischen
Histon-Protein und seinem assoziierten DNA-Abschnitt erzeugt, das Chromatin
fragmentiert, die zu untersuchende Histon-Modifikation durch spezifische Antikdrper
detektiert und abschlieBend die dort gebundene DNA sequenziert (214). Jedoch muss
hierbei mindestens fiir SET7 beriicksichtigt werden, dass nur ein Teil der von SET7
beeinflussten Gene an ihrem Promoter direkt liber H3K4 methyliert werden. Eine
posttranslationale Methylierung sowie methylierte regulatorische Elemente sind ebenfalls

mogliche Modifikationen, die liber diese Methode nicht nachgewiesen werden (96).

Eine weitere Limitation dieser Arbeit ergibt sich aus dem Herkunftsorganismus der
Zellen. So sind Unterschiede in der Reaktion auf eine Stimulation zwischen humanen und
murinen Zellen, u.a. fiir die Expression verschiedener MMPs, beschrieben, weshalb ein
einfaches Ubertragen der Befunde auf Pathomechanismen im Menschen nicht mdglich
ist (215). Eine Wiederholung der Versuche in humanen Zelllinien konnte hier ergdnzend

hilfreich sein.

Im Gegensatz zu den Zellkulturversuchen mit Makrophagen konnten in glatten
Muskelzellen, einer wichtigen Zellpopulation im atherosklerotischen Herd (206), fiir

SET1, SET2, SET7, LSD, Kdm5 und DNMT1 unter keiner der getesteten Stimulationen
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eine relevante Verdnderung der mRNA-Expression nachgewiesen werden, obwohl hier
eine fiir TNFa optimierte Stimulationsdauer von neun Stunden verwendet wurde. Dies
unterstreicht die Vermutung, dass sich epigenetische Mechanismen und Effekte auch
unter gleichen Bedingungen stark zwischen einzelnen Zellpopulationen unterscheiden
konnen. Interessant wére es hier, den Versuch mit einer Kultur primérer glatter
Muskelzellen, die direkt aus dem Plaquegewebe stammen, zu wiederholen, da fiir SMCs
aus atherosklerotischen Lisionen sowohl Anderungen der Histon-Methylierung als auch

eine verdanderte Expression einzelner epigenetischer Enzyme beschrieben sind (142).

Des Weiteren konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass auch im Atherosklerose-
Mausmodell Anderungen epigenetischer Enzyme zu beobachten sind. So war in
Zellsuspensionen aus der Milz von Ldlr"-Miusen nach HFD im Vergleich zu Ldlr"-
Maiusen ohne Diét eine relativ verminderte SET1 mRNA-Expression zu erkennen. Dass
SET1 gerade hier, entgegen allen anderen Versuchen dieser Arbeit, in denen kein
signifikanter Effekt einer Stimulation auf SETI1 nachgewiesen werden konnte, eine
relevante Alteration aufweist, konnte mit dessen entscheidender Rolle bei der
Homoostase hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen in Zusammenhang stehen.
So kann der Verlust von SET1 nachweislich zu einer gesteigerten extramedulldren
Blutbildung in der Milz fiihren (216). Die extramedulldre Blutbildung wiederum ist im
Krankheitsbild Atherosklerose charakteristisch erhoht (217). Da fiir diesen Versuch
allerdings Zellsuspensionen der Milz verwendet wurden, ist die Aussagekraft liber
einzelne betroffene Zellen eingeschrankt. Daher wiére eine der qPCR vorausgehende
Mikrodissektion fixierter Milzen oder ein Fluoreszenz-Cellsorting der Zellsuspensionen
anzustreben, um als weiteren Schritt einzelne Zellpopulationen von Ldlr”"-M#usen nach
HFD im Vergleich zu Ldlr"-M#usen ohne Diiit gezielt auf Alterationen ihrer SET1-

Expression untersuchen zu kdnnen.

Bei den geringen, jedoch signifikanten Unterschieden der Enzymexpressionen von SET2
und insbesondere SET7 zwischen Zellsuspensionen der Aorta von Ldlr’"-Miusen nach
HFD und Ldlr’-Miusen ohne Diit handelt es sich im Hinblick auf die augenscheinlich
nur minimalen Abweichungen am ehesten um ein experimentelles Artefakt, das keine
tatsdchliche Verdnderung der Enzymexpression als Reaktion auf eine Stimulation

widerspiegelt. Eine Wiederholung des Versuches mit mehr Replikaten wiirde hier zur
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weiteren Aufklirung beitragen. Fiir die Aortenwurzel von Ldlr’"-Miusen nach HFD war
kein Unterschied der mRNA-Expressionen von SET1, SET2, SET7, LSD, Kdm5,
DNMT1 und DNMT3a im Vergleich zu den Kontrollen festzustellen, obwohl es an dieser
Stelle charakteristischerweise zuerst zur Ausbildung atherosklerotischer Plaques im
Mausmodell kommt (207). Bei Annahme einer aberranten Enzymexpression in
atherosklerotischen Lésionen wire vom stirksten Effekt folglich im hierfiir
ausgepragtesten Bereich auszugehen. Sollte es sich bei der unterschiedlichen SET7
Enzymexpression zwischen Zellsuspensionen der Aorta von Ldlr’-Mausen nach HFD
und Ldlr"-Miusen ohne Diit doch um keine rein experimentell verursachte Abweichung
handeln, konnte diese Beobachtung dafiir sprechen, dass sich die SET7 Expression
moglicherweise relevant zwischen den einzelnen Stadien der Atherosklerose
unterscheidet, wie es schon fiir andere Histon-Methyltransferasen gezeigt werden konnte
(142). Eine direkte histochemische Untersuchung von Atherosklerose-Schnitten, u.a. auf
SET7, und eine genauere, auch phianotypische Untersuchung eines bereits beschriebenen
SET7-KO Mausmodells hinsichtlich atherosklerotischer Gesichtspunkte wire hier
sicherlich ebenfalls aufschlussreich (218).

Fir SET7, auf dem das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt, ldsst sich eine Verdnderung
der mRNA-Expression in BMDM nach TNFa-Stimulation, bei der es sich um eine
kurzfristige Reaktion handelt, nachweisen, und fraglich ebenfalls in Aorten des Ldlr""-
Atherosklerose-Mausmodells nach HFD, auch wenn die Abweichung der SET7
Expression hier am ehesten experimentell zu begriinden ist. Somit ist anzunehmen, dass
SET7 eine relevante Rolle im atherosklerotischen Krankheitsgeschehen spielt. Diese
Vermutung bekriftigt sich, beriicksichtigt man dessen Beteiligung an der Reaktion auf
Hyperglykdmie und oxidativen Stress sowie an einer durch NFxB vermittelten
inflammatorischen Reaktion (84, 94, 95). Der Schlussfolgerung, dass SET7 aufgrund
fehlender phanotypischer Unterschiede der SET7 knock-out Maus fiir essentielle
Zellfunktionen abkommlich scheint, steht dabei vor allem die groBe Anzahl
beeinflussbarer zelluldrer Zielstrukturen und die Einbettung von SET7 in ein fein
abgestimmtes System aus Kontrollmechanismen, das gerade in der Epigenetik besonders
ausgepragt ist, gegeniiber (96, 121). In der Zusammenschau ist vielmehr davon
auszugehen, dass SET7 primér eine regulatorische Funktion besitzt und entscheidend in

der Koordination einer vielseitigen und fein abgestimmten Zellantwort auf die
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extrazellulire Umwelt sein konnte, wobei Zelltyp, Mikro-Umgebung und die aktuellen
intrazelluldren Bedingungen wahrscheinlich maB3geblichen Einfluss nehmen (90, 94, 95).
Ein Defizit wiirde sich daher auch erst im Laufe der Zeit in vollem Ausmal} bemerkbar
machen. Diese Aufgaben und Funktionen passen gut in ein chronisches
Krankheitsgeschehen, bei dem insbesondere eine gestorte Feinabstimmung der zelluldren
Antwort iiber die Jahre deutliche Auswirkungen haben kann. Es ldsst sich weiterhin
annehmen, dass auch in der Pathogenese der Atherosklerose eine Verkniipfung zwischen
Umwelt und zelluldrer Reaktion zumindest zum Teil iiber einige epigenetische Enzyme
vermittelt wird, wie es fiir viele der Risikofaktoren in anderen Krankheitsentitdten bereits
beschrieben ist (28, 152, 153, 155). Gerade dies konnte unter anderem iiber SET7
erfolgen. Anhalt hierzu gibt ein aktueller Versuch, bei dem eine temporire Hyperglykdmie
tiber SET7 direkt zu einer erhohten H3K4-Monomethylierung u.a. in der Promoterregion
von IL-8, einem Entziindungsmediator, der entscheidend an der Aktivierung
inflammatorischer Prozesse der Gefalwand beteiligt ist, fithrte (88, 219). Noch plausibler
wird die These einer relevanten Rolle von SET7 im atherosklerotischen Geschehen bei
der Integration von Risikofaktoren, zieht man neueste Ergebnisse beziiglich der ‘trained
immunity “heran: Monozyten und Makrophagen konnen, vermittelt insbesondere iiber die
Methylierung von H3K4, auf bestimmte, vor allem inflammatorische Reize trainiert
werden. So sind sie entweder durch das zugénglichere Chromatin bereits auf den erneuten
Reiz vorbereitet, oder reagieren mit Toleranz auf Re-Exposition, indem die H3K4
Methylierung entfernt wird (146, 157, 220, 221). Hochaktuell zeigte sich fiir eine
Exposition mit B-Glucan, dass SET7 direkt an dieser Vermittlung beteiligt ist (222). Hier
findet sich also ein konkretes Beispiel fiir epigenetische Verdnderungen an H3K4 {iber
SET7 in fiir die Atherosklerose relevanten Zellen als Reaktion auf Inflammation und
Infektion. Demnach ist die Vermittlung zwischen Risikofaktoren und ihren zelluldren
Effekten im Krankheitsgeschehen der Atherosklerose als explizite Aufgabe von SET7

moglich.

Ein entscheidender Punkt beziiglich der Interpretation der hier gezeigten Daten ist
zugleich eine Schwiche dieser Arbeit, ndmlich die Annahme, dass die gesteigerte
(mRNA-) Expression eines Enzyms in dhnlicher Weise zu einer Verstdrkung der durch
das Enzym vermittelten Effekte flihrt. Die Aktivitit eines Enzyms kann allerdings auch

durch verschiedene posttranslationale Modifikationen beeinflusst werden, ohne dass die
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mRNA-Expression selbst verdndert ist. Daher wiren ergidnzende Aktivititsmessungen
von SET7 in diesem Zusammenhang besonders interessant. Als potenzieller Biomarker
fiir die SET7 Aktivitdt konnte hierzu das ribosomale Protein Rpl29 herangezogen werden
(223). AuBBerdem verkompliziert die enge gegenseitige Einflussnahme epigenetischer
Mechanismen, insbesondere der DNA- und Histon-Methylierung, eine Interpretation der
Befunde zusitzlich. Fiir die hier untersuchten Enzyme ist allein schon eine direkte
Verbindung zwischen SET7, LSD und DNMT1 nachgewiesen (74, 79, 96). SchlieBlich
wurden hier nur einige epigenetische Enzyme, die insbesondere an H3K4 wirken,
untersucht, dabei konnten andere eine noch entscheidendere Rolle in der Atherosklerose

spielen und fiir beobachtete Verdnderungen verantwortlich sein.

Mit dem Feld der Epigenetik offnet sich fiir die Atherosklerose ein neuer Bereich
diagnostischer Moglichkeiten, da, sollten sich die hier gestellten Hypothesen zumindest
teilweise Dbestitigen, Alterationen der Epigenetik schon vor einer klinischen
Manifestation der Atherosklerose stattfinden. Sie konnten so eventuell als Teil eines
Risiko-Screenings genutzt werden, insbesondere solange die atherosklerotischen
Verdnderungen noch reversibel sind. Auch konnten sich hier neue therapeutische
Moglichkeiten bieten. Gerade SET7, das unter den epigenetischen Enzymen durch seine
vielen moglichen Effekte hervorsticht, scheint ein interessanter und vielversprechender
Ansatz zu sein, um den Einfluss der Epigenetik auf die Atherosklerose weiter zu

untersuchen.

Ein erster Schritt hinsichtlich neuer Untersuchungen ist durch die hier gezeigte
Etablierung eines CRISPR/Cas9 SET7 knock-outs bereits gegangen, dessen
Funktionalitdt im Rahmen dieser Arbeit validiert werden konnte: Durch Sequenzierung
der genomischen DNA transduzierter Cas9 SMCs konnten Riickschliisse auf ein
erfolgreiches Binden der verwendeten sgRNA sowie Schneiden der DNA durch Cas9
gezogen werden, was Grundvoraussetzung fiir einen wirksamen Gen-KO ist.
Insbesondere fiir sgRNA 1 (pSET7sgl) ist, bei deutlicher Uberlagerung der Basenpeaks
ab der zu erwartenden Cas9 Schnittstelle, von einem Erfolg der Methode auszugehen.
Auch sgRNA 3 scheint zum Doppelstrangbruch und zur Indelformation gefiihrt zu haben,

wenn auch weniger eindriicklich.
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Ob sgRNA 1 tatsichlich in der genomischen SET7 DNA-Sequenz der SMCs
zelliibergreifend eine einheitliche Mutation, nidmlich den Basenverlust von GT,
verursacht hat, wurde in dieser Arbeit nicht abschlieBend geklart. Entsprechend ist auch
eine vorausgegangene Sequenzierung des SET7 Wildtyp Gens der Cas9 SMCs und ein
Abgleich zur Referenzgen-Sequenz nicht erfolgt. Bei einem Folgeversuch wire dieser
Schritt generell als Vorarbeit anzuraten, auch um eine optimal auf die Zielzellen

abgestimmte sgRNA zu gewéhrleisten.

Eine Aussage tiber die Effektivitit des sgRNA vermittelten SET7 Gen-knock-outs lédsst
sich anhand der jeweiligen Sequenzierung nicht treffen, sie kann allerdings iiber die SET7
mRNA-Expression infizierter Cas9 SMCs abgeschitzt werden. Hierbei war fiir sgRNA 1
(pSET7sgl) ein stirkerer Effekt auf die SET7 mRNA-Expression zu beobachten als fiir
sgRNA 3 (pSET7sg3). Vielmehr ist unter Verwendung von sgRNA 3 kein addquater
SET7-KO zu erwarten, da die nachgewiesene Verringerung der SET7 Expression zu
gering ausfillt. Allein sgRNA 1 (pSET7sgl) fiihrt zu einer deutlichen Reduktion der
SET7 Expression.

Unter Zusammenschau der Daten mit den Ergebnissen aus der SMC-Sequenzierung lésst
sich insgesamt davon ausgehen, dass sgRNA 1 nicht nur verldsslich zu einem
Doppelstrangbruch, sondern gleichzeitig zum stirksten Funktionsverlust des SET7 Gens
fiihrt. Demgegeniiber ist sgRNA 3, trotz wahrscheinlich erfolgreichem Binden und
Schneiden der DNA, nicht geeignet, die SET7 Expression relevant zu beeinflussen. Zur
Induktion eines SET7 knock-outs ist daher sgRNA 1 am erfolgversprechendsten und

demnach die in folgenden Versuchsreihen zu wihlende sgRNA.

Die dargestellte Ausfiihrung der CRISPR/Cas9 Methode beschreibt nur einen moglichen
Weg, um einen funktionalen SET7-KO zu erreichen. So konnten auf dieser Grundlage
zukiinftig Verbesserungen der Methode zu einer hoheren viralen Ausbeute bis hin zu
einem deutlich effizienteren Gen knock-out fithren. Gerade die Menge rekombinanter
sgRNA-AAV-Viren bzw. transduzierter SMCs war in dieser Arbeit teils limitierender
Faktor in der Versuchsausfiihrung und -ausweitung. Dabei bieten mehrere
Zwischenschritte Ansatzstellen flir Variationen: Schon im sgRNA Design, bei dem hier

insgesamt drei verschiedene sgRNAs, die alle im dritten Exon von SET7 binden, generiert
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wurden, ist dank neuer und modernerer Software-Tools das Finden optimierter sgRNAs
deutlich erleichtert (224). Hierbei wére interessant, sgRNAs in anderen Exons,
bestmoglich in funktionalen Doménen des SET7 Gens, zu priifen, oder beispielsweise das
AAV-System durch einen anderen Vektor zu ersetzen. Des Weiteren bieten modifizierte,
spezifischere Cas9 Endonukleasen mit weniger off-target-Aktivitéit eine Moglichkeit zur
Verbesserung (225, 226). Auch wurde hier nur eine einzige MOI beziiglich ihrer
Effektivitdt gepriift. Die Optimierung des Verhiltnisses von infizierten Zellen zu
rekombinanten Viren wiirde wahrscheinlich ebenfalls zu einer noch effektiveren Methode
filhren, auch im Hinblick auf die teils Apoptose-induzierende Wirkung durch
CRISPR/Cas9-vermittelte Doppelstrangbriiche (227). Zudem sind mittlerweile bereits
spezielle CRISPR/Cas9 Kits kommerziell erhéltlich, in denen einzelne Arbeitsschritte

standardisiert sind.

Der funktionale, CRISPR/Cas9-vermittelte SET7-KO bietet neue Moglichkeiten fiir
zukiinftige Forschungsansitze. Uber einen flexibel induzierbaren knock-out kénnte so die
Bedeutung von SET7 fiir glatte Muskelzellen oder Makrophagen, insbesondere unter pro-
atherogenen Bedingungen, wie z.B. einer erneuten Stimulation, untersucht werden. Auch
konnte eine Ausweitung des SET7-KOs auf andere Zelllinien und spiter auch humane
Zellen erfolgen. Allerdings miissten dann moglicherweise einzelne Teilschritte der
CRISPR/Cas9 Methode an die jeweiligen zelluldren Besonderheiten angepasst werden.
Auch muss hierbei, insbesondere in Hinblick auf sich eventuell anschlieBende in vivo
Studien und Versuche zu Inflammation und Immunitédt, die potenziell immunogene
Wirkung von AAV-Viren, aber auch von bakteriellen Cas9 Endonukleasen beachtet
werden (228, 229). Ein SET7-KO Versuch sollte auBerdem generell mit
Uberexpressionsstudien zu SET7 kombiniert werden, um so beide Extremfille
vergleichen zu konnen. Gerade die verminderte Expression von SET7 in der
Makrophagen-Zellkultur nach TNFa-Stimulation verlangt danach. Zwischen inhibierten
und {iberexprimierenden Zellen kann dann nicht nur die mRNA-Expression bereits
untersuchter und zusétzlich neuer inflammatorischer Zytokine, Transkriptionsfaktoren,
MMPs und TIMPs verglichen, sondern auch deren entsprechende Proteinebene via
Western Blot oder ELISA betrachtet werden. Sinnvoll zu ergéinzen wire dies durch ein

bereits erwihntes ChIP-Sequencing sowie die generelle Uberpriifung der Histon- sowie
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DNA-Methylierung. Letztere kann beispielsweise mithilfe einer Bisulfit-Behandlung und

anschlieBenden Sequenzierung der DNA erfolgen.

Auch wire eine kombinierte Untersuchung wichtiger atherosklerotischer Risikofaktoren
besonders interessant, gerade auch hinsichtlich einer epigenetisch vermittelten ‘trained
immunity* der Zellen. So konnte z.B. iiberpriift werden, ob sich die Effekte eines
turbulenten Blutflusses (158) mit denen einer gleichzeitigen oder vorangegangenen pro-
atherosklerotischen Stimulation auf DNA- oder Histon-Methylierung und mRNA-

Expression verschiedener epigenetischer Enzyme potenzieren.

Letztendlich wird aber vor allem die Zusammenschau aller gewonnenen Daten aus in
vitro Versuchen und Studien im Mausmodell sowie Ergebnissen aus humanen
Atherosklerose-Plaques und grofen Studien zu Genom-weiten Verdnderungen im
pathologischen Gewebe entscheidend sein, um kausale Mechanismen und funktionelle

Zusammenhdnge aufzudecken.
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5.  Zusammenfassung

Bei der Atherosklerose handelt es sich um eine chronische inflammatorische Erkrankung,
die sich an der arteriellen GefaBBinnenwand abspielt. Thre Haupt-Manifestationsformen
Schlaganfall und Herzinfarkt zéhlen zu den héaufigsten Todesursachen weltweit. Eine
chronische Endothelbelastung und -funktionsstérung, beeinflusst durch Risikofaktoren
wie Diabetes, arterieller Bluthochdruck, Rauchen und Entziindungszusténde, fithren zur
Permeabilitdtserhohung des Endothels, zur Zelleinwanderung, subendothelialen
Lipidanreicherung, = Migration  glatter =~ Muskelzellen und der Ausbildung
atherosklerotischer Lidsionen. Es kommt zu Aktivierung des Immunsystems und
fortschreitender Entziindungsreaktion, schlieBlich zur Ausbildung eines nekrotischen

Kerns und zunehmender Vulnerabilitdt des Plaques.

Epigenetische Verdnderungen betreffen klassischerweise das Chromatingeriist. Durch
DNA-Methylierung und -Demethylierung sowie verschiedene Modifikationen der
Histon-Proteine kann die DNA in ihrer Zugénglichkeit verdndert werden. So kann die
Transkription eines bestimmten Genes direkt und potenziell lingerfristig beeinflusst
werden, ohne dass Alterationen der DNA-Basenfolge selbst stattfinden. Das Enzym SET7
nimmt hierbei eine Sonderrolle ein, da es neben einer Methylierung von Histon 3 auch

verschiedene zelluldre Zielstrukturen posttranslational direkt methylieren kann.

Epigenetische Verdnderungen im Kontext der Atherosklerose sind bereits vereinzelt
beschrieben. Auch sind sie relevant in der Reaktion auf Umwelteinfliisse und bei
inflammatorischen Vorgédngen. Der Frage, ob epigenetische Mechanismen im
atherosklerotischen Geschehen eine Rolle spielen, sollte in dieser Arbeit nachgegangen
werden. Dazu wurde in Zellkulturversuchen fiir Makrophagen und glatte Muskelzellen
gepriift, ob die einzelnen pro-atherosklerotischen Stimuli oxLDL, IL-1B, TNFa und LPS
bereits zu relevanten Verdnderungen epigenetischer Enzyme fiihren. Dies erfolgte iiber
Vergleich der entsprechenden mRNA mittels qPCR. Zur Untersuchung der genaueren
Dynamik wurde fiir die Enzyme SET7 und DNMTT1 der zeitliche Ablauf dieser Reaktion
auf TNFo-Stimulation in Makrophagen genauer betrachtet. Unter gleichen
Versuchsbedingungen wurde auBerdem die Anderung der mRNA-Expression einiger

Matrixmetalloproteasen, TIMP-Enzyme, Zytokine und Transkriptionsfaktoren analysiert,
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um zukiinftig kausale Zusammenhéange weiter aufdecken zu konnen. Auch die Frage nach
Verinderungen epigenetischer Enzyme in der Ldlr-Maus nach fettreicher Didt im
Vergleich zu Ldlr’"-Miusen ohne Diit sollte hier beantwortet werden. Dazu wurde die
mRNA der Zellsuspensionen aus Milz, Aortenwurzel und gesamter Aorta der Tiere
mithilfe der qPCR verglichen. Schlielich sollte ein effizienter Weg fiir einen
individuellen und flexiblen SET7 knock-out etabliert werden, um weitere Studien dieses
Enzyms zu ermdéglichen. Hierzu wurde die Methode des CRISPR/Cas9 Systems gewéhlt
und abschlieBend die Funktionalitdt des Systems iiberpriift.

Summary

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease which occurs at the inner layer of the
artery wall. Its two main manifestations are stroke and myocardial infarction, which are
two of the most common causes of death worldwide. Chronical endothelial stress and
endothelial dysfunction, affected by different risk factors such as hypertension, diabetes
mellitus, smoking, and an inflammatory state, lead to an increased permeability, cell
accumulation, subendothelial lipid accumulation and migration of smooth muscle cells,
causing immune system activation, a subsequent inflammatory reaction, and the
formation of atherosclerotic lesions. Finally, the development of a necrotic core occurs,

accompanied by a progressive plaque vulnerability.

Epigenetic mechanisms affect the chromatin structure. Therefore, the accessibility of the
DNA can be altered by DNA methylation, -demethylation and different modifications of
histone proteins. This can directly affect the transcription of a certain gene in a potentially
long-lasting way without altering the DNA base sequence itself. The enzyme SET7 is
noteworthy because of its ability of direct methylation of different cellular targets in

addition to its function as a histone 3 methyltransferase.

Some epigenetic alterations in the context of atherosclerosis have already been described.
Epigenetic changes also play a role in the reaction to environmental signals and in
processes caused by inflammation. The aim of this study was to clarify whether epigenetic

mechanisms play a role in atherosclerosis. Therefore, epigenetic alterations in
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macrophages and smooth muscle cells after pro-atherosclerotic stimulation with oxLDL,
IL-1B, TNFa and LPS were tested in cell culture experiments and their mRNA expression
was compared via qPCR. Regarding the dynamics, the temporal SET7 and DNMTI1
expression after stimulation was investigated for macrophages in detail. Furthermore,
changes of mRNA expression for certain matrix-metalloproteases, TIMP-enzymes,
cytokines, and transcription factors could be detected under constant experimental
conditions. By this, the detection of causal dependencies between individual changes
could be facilitated in the future. To answer the question of relevant changes in epigenetic
enzyme expression in Ldlr’"-mice after high-fat diet compared to mice without any diet,
mRNA expression of cell suspension gained from the mice spleen, aortic sinus and total
aorta were compared by using qPCR. Finally, an efficient way of knocking down SET7
was established by the usage of the CRISPR/Cas9 method, and functionality of this

approach was demonstrated in this study.
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Appendix

I Abkiirzungsverzeichnis

AAV Adeno-assoziierter Virus

BMD aus dem Knochenmark gewonnen (bone marrow
derived)

BMDM aus dem Knochenmark gewonnene Makrophagen (bone

marrow-derived macrophages)

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

cDNA komplementire DNA (complementary DNA)

crRNA CRISPR-RNA

CT Schwellenwert in der qPCR (cycle threshold)
CRISPR/Cas9 Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic

Repeats | CRISPR associated proteins 9

DNA Desoxyribonukleinsdure (Deoxyribonucleic acid)
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DNMT DNA-Methyltransferase

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
gDNA genomische DNA

HDM Histon-Demethylase

HFD fettreiche Diat (high-fat diet)

HK housekeeping

HMT Histon-Methyltransferase

HPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
i.d.R. in der Regel

IL-1B Interleukin 1P

KO knock-out

Ldlr Low-Density-Lipoprotein Rezeptor

LPS Lipopolysaccharid

LSD Lysine-specific Demethylase

min. Minuten

MMP Matrix-Metalloprotease

mRNA Messenger-Ribonukleinsdure (Ribonucleic acid)
NF-«xB Nuclear Factor kB

NT unbehandelt (non-treated)

oxLDL oxidiertes Low-Density-Lipoprotein

PAM protospacer adjacent motif

PCR Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction)
RNA Ribonukleinsdure (Ribonucleic acid)

ROS reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species)

rpm Umdrehungen pro Minute (Rotations per minute)



RT
s.Abb.
sec./Sek.
sgRNA
shRNA
sog.
SMCs
TET
TIMP
TNFa
tractrRNA
u.a.

v.a.

vgl.

z.B.

Raumtemperatur

siche Abbildung

Sekunden

single-guide RNA

small hairpin RNA

sogenannte/s

glatte Muskelzellen (smooth muscle cells)
Ten-eleven Translocation

Tissue Inhibitor of Matrix-Metalloproteases
Tumor-Nekrosefaktor a

Trans-activating crRNA

unter anderem

vor allem

vergleiche

zum Beispiel
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