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Summary

Epigenetic modifications of nuclear proteins play a crucial role in regulating gene activity. Stu-
dies in inbred laboratory animals help to classify activating and silencing marks. They also
demonstrate that environmental factors such as social stress change epigenetic settings. We
set out to assess the degree of epigenetic difference in mice with a heterozygous genome under
similar or different environmental conditions. First, we use genome-wide sequencing data from
chromatin immunoprecipitations for an activating histone mark (H3K4me3) in order to quantify
inter-individual differences from two males of a wild-caught house mouse population. Second,
we investigate whether social stress has an impact on epigenetic settings in liver tissue. The
experimental model are mice that live in a semi-natural enclosure and form social hierarchies
with dominant and subordinate males. We compare two active histone marks by immunopreci-
pitation and quantitative polymerase chain reaction from healthy males that live in family groups
and from males that bear signs of social defeat. Statistical analyses show changes in epigenetic
marks that cluster with the social background of the mice.

Zusammenfassung

Epigenetische Modifikationen nuklearer Proteine spielen eine entscheidende Rolle in der Re-
gulation der Genaktivitat. Studien an ingeziichteten Labormausen helfen die aktivierenden von
den repressiven Markierungen zu unterscheiden. Sie zeigen auch, dass Umwelteinfliisse wie
sozialer Stress das epigenetische Muster verandern. Unser Ziel ist es, die GrdBe epigene-
tischer Unterschiede in Mausen mit einem heterozygoten Genom unter &hnlichen und ver-
schiedenen Umweltbedingungen zu erfassen. Zunachst verwenden wir genomweite Sequen-
zierungsdaten aus Chromatin Immunoprazipitationen einer aktiven Histonmarkierung
(H3K4me3), um die individuellen Unterschiede zwischen zwei Wildmausen einer Mauspopu-
lation zu quantifizieren. Als Nachstes untersuchen wir, inwieweit sozialer Stress einen Ein-
fluss auf epigenetische Muster in Lebergewebe hat. Wildmause, die in Freilaufgehegen leben
und soziale Hierarchien mit dominanten und untergeordneten Mannchen ausbilden, dienen
als experimentelles Modell. Wir vergleichen zwei aktive Histonmarkierungen durch Immuno-
prazipitation gefolgt von quantitativer Polymerasekettenreaktion von gesunden Mannchen, die
in Familiengruppen leben und von Mannchen, die Anzeichen sozialer Ausgrenzung aufweisen.
Statistische Analysen zeigen Veranderungen der epigenetischen Markierungen, die mit dem
sozialen Hintergrund der Mause zusammenfallen.
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1 Einleitung

Die Genomsequenzen von Maus und Mensch sind seit mehr als zehn Jahren vollstandig be-
kannt [42] [8]. Wie aus einer DNA Sequenz, einem Genotypen, viele verschiedene Zellar-
ten mit teilweise sehr spezialisierten Aufgaben entstehen kénnen, beschaftigt Wissenschaft-
ler auf dem Feld der Epigenetik schon seit mehreren Jahrzehnten. Epigenetik wurde deshalb
urspriinglich definiert als alle Mechanismen, die den Zustand der Genexpression einer Zelle
stabil durch die Mitose an Tochterzellen weitergeben kénnen, ohne die zu Grunde liegende
DNA Sequenz zu verandern [9]. Mittlerweile erweiterte sich diese Definition um Mechanismen,
die die Genexpression regulieren, deren Vererbung aber noch diskutiert wird. Epigenetische
Markierungen sind, anders als genetische Polymorphismen, potentiell reversibel, deshalb ist
es interessant, den Zusammenhang zwischen Epigenetik und Krankheiten zu erforschen. Das
Angelman-Syndrom, eine Stérung der Entwicklung des Nervensystems, beruht zum Beispiel
auf der Mutation oder Deletion des mutterlichen Allels des Gens Ube3a, wahrend das intakte
vaterliche Allel epigenetisch inaktiviert ist. Durch eine Reaktivierung des vaterlichen Allels mit
Hilfe von Medikamenten, die Topoisomerasehemmer beinhalten und in Mausen bereits Wirkung
gezeigt haben, kénnte die Krankheit therapiert werden [24].

Menschen unterscheiden sich in ihrer DNA Sequenz an ca. jeder 1300. Position [41]. Eineiige
Zwillinge, die die gleiche DNA Sequenz haben, sind sich in ihren epigenetischen Mustern
ahnlicher als zweieiige Zwillinge, die genetisch verschieden sind [9]. Die Abfolge der Nukleotide
der DNA bestimmt demnach zunachst primar den epigenetischen Zustand. Viele Forschungs-
ergebnisse beruhen auf Untersuchen an ingezlchteten Labormausen, die alle den gleichen
genetischen Hintergrund, die gleiche DNA Sequenz besitzen. Wildmause hingegen weisen
ca. alle 500 Positionen einen Unterschied in der Abfolge der DNA Basen auf. Da mit Hilfe
von Wildmausen epigenetische Veranderungen vor dem Hintergrund genetischer Vielfalt unter-
sucht werden kénnen, wurde am Max-Planck-Institut fir Evolutionsbiologie (MPI) in Plén ein
Freilaufexperiment mit Wildmausen durchgefiihrt und deren Epigenetik untersucht.

Die wohl am besten verstandene epigenetische Markierung ist die DNA Methylierung. Dabei
wird eine Methylgruppe kovalent an die 5’ Position im Nukleotid Cytosin gebunden. DNA Me-
thylierung tritt in S&ugetieren fast ausschliellich an Cytosin-Guanin Dinukleotiden (abgekirzt
CpG) auf und ist Giber das gesamte Genom verteilt. Das Methylierungsmuster wird nicht von der
DNA Replikationsmaschinerie reproduziert, sondern von unabhangigen Enzymen, die die mi-
totische Vererbung der DNA Methylierung sicher stellen, den DNA Methyltransferasen (DNMT)
[47] [60]. Dadurch, dass die DNA Methylierung eine kovalente Modifikation der DNA ist, ist sie
eine sehr stabile epigenetische Markierung.



1 Einleitung

Liegen Promotorregionen von Genen methyliert vor, wird die Genexpression hauptsachlich
durch zwei Mechanismen inhibiert [33]. Zunachst kann die Methylierung des Cytosin dazu
fihren, dass Transkriptionsfaktoren nicht mehr an die Promotorregion binden kénnen, da sich
die Bindungsstellen durch die Methylierung getarnt haben. Ohne Transkriptionsfaktoren kann
es keine Genexpression geben und das Gen ist still gelegt. Ab einer bestimmten Dichte an DNA
Methylierung binden Proteine mit Affinitat zu methylierter DNA und erzeugen eine geschlossene
Chromatinstruktur, Heterochromatin genannt [47].

Der Anteil der Basen Guanin und Cytosin (GC-Gehalt) betragt 38% im menschlichen Genom.
Unter der Annahme einer zufalligen Verteilung der Basen wiirde das Dinukleotid CpG mit einer
Haufigkeit von 3,6% vorliegen. Im gesamten menschlichen Genom betragt der Anteil an CpG
Dinukleotiden aber nur 0,9%. Der Grund daflrr ist die spontane Desaminierung von methylier-
tem Cytosin zu Thymin, eine anderen Base der DNA, die deshalb von den DNA Reparaturen-
zymen nicht als Fehler erkannt wird [58].

Trotzdem tauchen im Genom immer wieder Bereiche auf, in denen der Anteil an CpG Dinu-
kleotiden (CpG-Gehalt) und der GC-Gehalt hoch sind und die oft unmethyliert vorliegen, die
CpG-Inseln. Es ist noch nicht aufgeklart, wie die CpG-Inseln wahrend der frihen Entwicklungs-
phase, in der die globe de novo Methylierung gelegt wird, unmethyliert bleiben [27]. Auffallig
ist, dass die ca 1000 Basenpaar (Bp) langen CpG-Inseln mit ungefahr 60 bis 70% der Promo-
torregionen von menschlichen Genen Uberlappen [44].

Aufgrund dieser Beobachtungen wurden zwei Klassen von Promotoren beschrieben [58]. Pro-
motoren mit einem hohen CpG-Gehalt (HCP, high CpG-content promotor), dazu zahlen 72%,
regulieren Gene, die in fast allen Geweben exprimiert werden. Werden Gene hingegen nur in
wenigen Zelltypen exprimiert oder kurzfristig hoch bzw. herunterreguliert, fallen ihre Promoto-
ren oft in die Gruppe mit einem niedrigen CpG-Gehalt (LCP, low CpG-content promotor) [58].

Abgesehen von der DNA Methylierung gibt es noch einen weiteren epigenetischen Mechanis-
mus, der die Chromatinstruktur verandert: die Modifikation von Histonen. Mit ihnen beschafti-
gen wir uns in dieser Arbeit. Chromatin ist ein Komplex aus DNA mit daran gebundenen oder
damit interagierenden Proteinen, deren kleinste Wiederholungseinheit das Nukleosom ist. Ein
Nukleosom besteht aus ungefahr 150 Bp DNA, die um ein Oktamer aus vier verschiedenen
Histonproteinen gewickelt sind. Die N-Termini der Histone unterliegen vielfaltigen posttransla-
tionalen Veranderungen. In dieser Masterarbeit wurden zwei Histonmodifikationen untersucht,
die mit aktiver Transkription assoziiert werden. Die Trimethylierung des Lysin 4 am Histon H3
(H3K4me3) und die Acetylierung des Lysin 27 am Histon H3 (H3K27ac) fiihren durch die
Neutralisierung der positiv geladenen Aminosaure Lysin zu einer offenen Chromatinstrukur
(Euchromatin), so dass die Transkriptionsmaschinerie leichter binden kann, um die DNA als
RNA abzulesen [38] [55].

Dies sind zwei von einer Vielzahl von inzwischen bekannten Histonmodifikationen. Zum Bei-
spiel kann die Dimethylierung des Lysin 4 am Histon H3 (H3K4me2) sowohl an aktiven als
auch an inaktiven Genen vorliegen. H3K4me3 hingegen markiert nur aktive Gene [57]; insbe-



sondere markiert sie Positionen der Transkriptionsinitiation [17]. H3K27ac markiert aktive Gene
und insbesondere auch deren Enhancer Regionen. Es ist méglich, dass sie deshalb an akti-
ven Genen vorliegt, da die Trimethylierung des Lysin 27 am Histon H3 (H3K27me3), die mit
inaktiven Genen assoziiert ist, nicht gleichzeitig vorliegen kann [68] [38].

Karli¢ et al. untersuchten die Korrelation zwischen Genexpression und Histonmodifikationen
[38]. Dabei trennten sie LCP und HCP und stellten fest, dass die H3K4me3 Markierung fir LCP
und H3K27ac fir HCP besonders gut zur Vorhersage geeignet ist. Dariiber hinaus zeigten sie,
dass beide Markierungen in einem ca. 1000 Bp grof3en Fenster um Transkriptionsstartpunkte
(TSS, transcription start site) angereichert sind. An Nukleosomen in HCP liegt fast immer
H3K4me3 vor, wohingegen in LCP diese Markierung nur auftritt, wenn das Gen exprimiert
wird [48].

Der Zusammenhang zwischen H3K4me3 Markierung, DNA Methylierung und RNA Expres-
sion ist noch nicht vollstéandig geklart. Meist wird die DNA Methylierung mit unmodifiziertem
H3K4 assoziiert [7]. Aktive Histonmarkierungen, wie H3K4me3, kénnen die Ausbildung von
DNA Methylierung in Genpromotoren in vitro inhibieren [51] [4]. Angstkonditionierungsstudien
an Ratten zeigten hingegen, dass die H3K4me3 Markierung am Promotor des Gens Egr1 zu-
nimmt, wahrend gleichzeitig die DNA Methylierung und die RNA Expression gesteigert wird
[18]. Ein Gen kann demnach aktiv transkribiert werden und gleichzeitig methyliert vorliegen.
Der Zusammenhang kénnte zell- oder genspezifisch verschieden sein.

Um die DNA Abschnitte, die um modifizierte Histone gewunden sind, experimentell zu bestim-
men, ist es zunachst wichtig, diese DNA chemisch mit den Histonen zu verbinden. Bereits in
den 60iger Jahren wurde Formaldehyd verwendet, um Proteine mit RNA oder DNA zu ver-
knipfen [5] [28]. Seit 1981 ist bekannt, dass die Behandlung mit Formaldehyd die Chroma-
tinstrukur erhalt [29] [30]. Nach dem Vernetzen von DNA mit Histonen werden die Histone
immunoprazipitiert, indem Antikérper, die spezifisch fir die Histonmodifikation von Interesse
sind, zugegeben werden. Mitte der 90iger Jahre gab es die ersten Antikdrper gegen Histon-
acetylierungen und seitdem werden diese immer spezifischer in Bezug auf die Position der
Acetylierung im Histonmolekdl [21]. Im Anschluss an die Immunoprazipitation ist die chemische
Verbindung zwischen DNA und Histonproteinen zu I6sen, um die co-prazipitierte DNA zu quan-
tifizieren [40].

Die quantitative Polymerasekettenreaktion (QqPCR) ist eine Mdglichkeit dafiir. Dabei wird mit Hil-
fe von fluoreszierenden Stoffen die Menge des PCR Produkts bestimmt [22]. Noch 2007 wird
die gPCR als die beste Methode beschrieben, um Immunoprazipitate zu analysieren [19]. Im
selben Jahr stellten Robertson et al. ihre neu entwickelte Methode vor: eine Kombination aus
Chromatin Immunoprazipitation und massiv-paralleler Sequenzierung (ChlP-Seq). Zunachst
zur Bestimmung exakter Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren im Genom verwendet [56],
wurde die Methode auch bald eingesetzt, um Bereiche im Genom mit bestimmten Histonmar-
kierungen zu finden [3] [48]. Robertson et al. untersuchten 2008 den Zusammenhang zwischen
H3K4me1 bzw. H3K4me3 und Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren [55]. Die daflr ent-
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wickelten Verfahren und die von Johnson et al. 2007 [32] beschriebenen Techniken sind die
Grundlage fiir die aktuellen Kits zur Chromatin Immunoprazipitation. Mittlerweile ist ChlP-Seq
die wichtigste Methode zur genomweiten in vivo Untersuchung von Protein-DNA Wechselwir-
kungen [6].

Jedes ChIP-Seq Experiment ergibt viele Millionen kurzer Nukleotidsequenzen, die nicht ho-
mogen Uber das Genom verteilt sind, sondern in bestimmten Bereichen angereichert vorlie-
gen [16]. Diese Anreicherungen sind zu quantifizieren und zu visualisieren, um sie auszuwer-
ten.

Das am MPI in PI6n durchgefiihrte Freilaufexperiment mit Wildm&usen war ahnlich dem von
Montero et al. 2013 beschriebenen [49]. Die ersten ausfihrlichen Beobachtungen zu Wild-
mausen beschrieb Crowcroft 1955 im Zuge seiner Studien, die das Ziel hatten, die Ausbreitung
von Mausen in Kornspeichern besser zu kontrollieren [10]. In seinen Freilaufgehegen, die mit
Nistboxen ausgestattet waren, fihrten Kampfe zwischen den Mannchen dazu, dass diese be-
stimmte Gebiete fir sich vereinnahmten und gegen Eindringlinge verteidigten. Innerhalb ihrer
Territorien lebten die M&nnchen mit einem oder mehreren Weibchen und den gemeinsamen
Nachkommen zusammen. Bereits in den ersten Experimenten beobachtete Crowcroft, dass
es neben den dominanten auch untergeordnete Mannchen gab. Er beschrieb die Anhaufung
dieser Mannchen in einer Nistbox, in der auBerdem keine Weibchen anzutreffen waren. Die-
se Entstehung sozialer Hierarchien bemerkte Crowcroft auch in spateren Experimenten immer
wieder [11]. Die Hierarchie wirkte sich auf das Leben der untergeordneten Mannchen stark
aus. Zum Einen konnten sie keine Nachkommen zeugen, da sie keine Weibchen fanden. Zum
Anderen wurden sie beim Fressen beeintrachtigt, da sie von den dominanten Mannchen aus
deren Territorien gejagt wurden. Das fuhrte zu untypischem Verhalten dieser Mause, denn die
eigentlich nachtaktiven Tiere liefen bei Tageslicht auf der Suche nach Fressen durch die Frei-
gehege und standen unter solchem Stress, dass teilweise ihre Angst vor Menschen verloren

ging.

Auch im Freilaufexperiment am MPI in Plén bildeten die Wildmausen in dem Freigehege, in
denen kleine Hauser zu Verfligung standen, schnell Paare und Nester, wie schon 1955 von
Crowcroft beobachtet wurde. Bekamen die Paare Nachwuchs, lebten die Familien weiterhin
zusammen in den Hausern [10]. Mit zunehmender Populationsgré3e entwickelte sich eine so-
ziale Hierarchie, die auch an den unterschiedlichen duf3eren Erscheinungen der Mause be-
obachtet werden konnte. Die Mannchen, die in Hausern mit ihrer Familie zusammen lebten,
hatten gesundes Fell und machten insgesamt einen guten Eindruck. Sie werden im Weiteren
als sozialisierte Mause bezeichnet. Die frei herumlaufenden M&nnchen ohne Hauszugehorig-
keit hatten zu einem groB3en Anteil ein héheres Gewicht, das mit einem héheren Lebensalter
einhergeht [12], und wiesen Bisswunden und eine schlechte Fellbeschaffenheit auf, was auf
Kampfe hindeutete. Es war offensichtlich, dass diese Mause sozial ausgegrenzt wurden und
unter einem hdéheren Stressfaktor lebten [Angelika Borsch-Haubold, persdnliche Mitteilung].
Diese Mause wurden bei den regelmaBigen Raumkontrollen aus dem Experiment entfernt [49].



In der Literatur gibt es weitere Beispiele flir im Labor simulierte Stresssituationen. Indem Tiere
eine Erinnerung an stressige Situationen ausbilden, lernen sie aus diesen und kénnen auf ihre
Erfahrungen zurlckgreifen, wenn sie mit einem &hnlichen Ereignis konfrontiert werden. Epi-
genetische Mechanismen in Neuronen des zentralen Nervensystems spielen eine Rolle beim
komplexen Aufbau dieser Erinnerungen [60]. Nachkommen von Ménnchen, die chronisch so-
zialem Stress ausgeliefert sind, weisen erh6ht depressive und angstliche Verhaltensmuster
auf [14]. Ein Vergleich natlrlicher und mit in vitro-Fertilisation gezeugter Nachkommen dieser
gestressten Mannchen gibt Hinweise auf eine epigenetische Regulation der Vererbung des
Angst-Phanotyps [14].

Crowcroft beschreibt aggressives Verhalten in Wildmausen insbesondere zwischen Mannchen,
aber auch bei trachtigen oder sdugenden Weibchen [11]. Ungefahr im Alter von drei Mona-
ten zeigt sich aggressives Verhalten innerhalb der mannlichen Nachkommen, die bereits im
Alter von ca. eineinhalb Monaten geschlechtsreif werden. Das Verhalten fuhrt zur Ausbildung
sozialer Hierarchien und dient zur Etablierung und Verteidigung von Territorien. Aggressives
Verhalten und die Fahigkeit Kimpfe zu gewinnen ist in M&usen erblich, die Anzahl und das Ge-
schlechterverhaltnis der Geschwister haben dabei kaum Auswirkungen, aber Epigenetik kdnnte
eine Rolle spielen [12].

Stress und soziale Benachteiligung fihren nach Crowcroft dazu, dass langere Wege wahrend
der Futtersuche zuriickgelegt werden mussen und die Nahrung zu falschen Zeiten aufgenom-
men wird [11]. Die Leber ist das wichtigste metabolische Organ in Saugetieren, das unregel-
manRige Fressen kdnnte sich demnach dort manifestieren. AuBerdem ist die Leber im Vergleich
zu beispielsweise dem Gehirn ein relativ homogenes Organ, so dass der Vergleich von Le-
berproben aus Leberlappen-Sezierschnitten einfacher durchzufiihren ist, als der Vergleich von
Hirn-Proben, bei denen eine akkurate Trennung verschiedener funktioneller Bereiche vorge-
nommen werden musste. Deshalb stellen wir die Frage, wie sich epigenetische Folgen von
sozialem Stress durch Fressverhalten in der Leber zeigen.

In dieser Masterarbeit werden die H3K4me3 ChIP-Seq Datensatze zweier Wildméause der Po-
pulation des MPI in PI6n analysiert, mit dem Ziel, grundlegende Unterschiede, die zwischen
zwei Individuen auftauchen, zu beschreiben. Der Zusammenhang zwischen genetischen Poly-
morphismen, die in Wildmausen anders als in BI6 Labormausen auftreten, und epigenetischer
Variabilitat, ist noch nicht geklart. Deshalb ist es wichtig, zunachst die mdgliche Variabilitat der
gewahlten epigenetischen Markierung zu untersuchen.

Um unserer Frage nachzugehen, was die epigenetischen Folgen von sozialem Stress in der
Leber sind, untersuchen wir Lebergewebe von 24 Wildmausen aus dem Freilaufexperiment
mit unterschiedlichem sozialen Status an 15 metabolischen Loci auf H3K4me3 und H3K27ac
Anreicherung. Wir zeigen, dass die epigenetischen Muster der Mause sich so stark verandert
haben, dass sie sich in statistischen Analysen nach ihrem sozialen Status trennen lassen.






2 Material und Methoden

2.1 Herkunft der untersuchten Wildmause

Am Max-Planck-Institut fir Evolutionsbiologie in Plén werden Wildméause, die urspringlich in
der Region KoéIn-Bonn in Stallen gesammelt wurden, unter einem ,outbreeding scheme”
gezlchtet [26]. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Leberproben stammen von Nach-
kommen aus dieser Zucht.

2.1.1 ZH1 und ZH6

Um das Ausmal3 an Unterschieden zwischen zwei Wildmaus-Individuen abzuschatzen, wur-
den H3K4me3 ChIP-Seq Daten von zwei Mannchen erhoben, die aus Kafig-Zuchten stammen
(Tabelle 2.1). Sie wuchsen zwar im K&fig unter gleichen auBeren Bedingungen auf, waren aber
in ihrer friihen Entwicklung leichten sozialen Unterschieden ausgesetzt: die Maus ZH1 hatte
vier Schwestern und nur einen Bruder; die Maus ZH6 hatte nur eine Schwester und flinf Briider.
Friher Konkurrenzkampf unter den Bridern kdnnte dazu gefuhrt haben, dass die Maus ZH6
nur noch einen halben Schwanz hatte. Die Maus ZH1 wiegt relativ wenig (22,30 g) und ist klein,
wahrend die Maus ZH6 Uiber 25% mehr wiegt (28,00 g) und Fettpolster am Testis aufweist.

2.1.2 Wildméause des ChIP qPCR Experiments

Die untersuchten Wildmause aus dem Freilaufexperiment sind ausschlieBlich Mannchen, die
etwa sieben Monate alt waren. Je acht der analysierten Mause stammen aus zwei Nestern,
den Hausern 11 und 18. Weitere acht Mause gehéren zu der Gruppe Mause ohne Hauszu-
gehdrigkeit, die beim Monitoring frei durch den Raum liefen und Fellwunden aufwiesen. Das
Durchschnittsgewicht der Gruppe aus Haus 11 betragt 23,44 g, aus dem Haus 18 22,10 g und
die Mause ohne Hauszugehdrigkeit wogen im Schnitt 24,21 g (Tabelle 2.2).

Tab. 2.1: Die Wildmé&use ZH1 und ZH6. (w=weiblich, m=m&nnlich)
ID Geschwister Gewicht Zustand

ZH1  4xw, 1xm 22,30 g Kleine Maus mit kleiner Milz.
ZH6 1xw, 5xm 28,00 g Halber Schwanz, Fettpolster am Testis.
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Tab. 2.2: Die 24 mit ChIP gPCR analysierten Wildmause.

MouselD  Haus Kérpergewicht Zustand
H11.50 H11 2241¢ gut
H11.51 H11 21,51g gut
H11.52 H11 23,02 ¢ gut
H11.54 H11 21,99 g gut
H11.55 H11 23,07 g gut
H11.56 H11 28,26 g gut
H11.62 H11 22,77 ¢ gut
H11.63 H11 2451 ¢ gut
H18.50 H18 20,88 g gut
H18_51 H18 22,22 g gut
H18.52 H18 22,35¢ gut
H18_54 H18 20,87 g gut
H18.55 H18 22,54 g gut
H18_56 H18 21,01 g gut
H18.57 H18 23,42 g gut
H18_66 H18 23,48 g gut
2frei_41 frei laufend 25,14 g zerbissen
2frei_45 frei laufend 20,75 g zerbissen
2frei_47 frei laufend 23,07 g zerbissen
2frei_48 freilaufend 24,90 g zerbissen
2frei 49 2 freilaufend 25,389 zerbissen
2frei 49.3 freilaufend 22,21g zerbissen
2frei_ 49 4 freilaufend 23,67 g zerbissen
2frei 49 5 freilaufend 28,52¢ zerbissen
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2.2 Auswertung von ChiIP-Seq Datensatzen

ChIP-Seq ist eine moderne Methode um genomweit epigenetische Daten zu erfassen. Die aus
der Sequenzierung erhaltenen Daten waren Dateien im fastq Format. Eine Einheit einer fastq
Datei sieht folgendermaf3en aus:

QHWUSI-EAS1615R_0087 :1:1:1327:1333#0/1
TCTGTTGGGTATCATCTGACATGACTCTGTGGGGTAT
+HWUSI-EAS1615R_0087:1:1:1327:1333#0/1

ggeggegeggegeggdeggffgggegeggfgegggggeft

Diese vier Zeilen bilden einen Read. Ein Read beschreibt ein kleines Stiick DNA durch die
Angabe der Basenabfolge. In der ersten Zeile folgt auf @ der Name des Reads. Die beiden
mehrstelligen Ziffern vor dem # Zeichen identifizieren den Read innerhalb eines Experiments
eindeutig. In der zweiten Zeile steht die Sequenz von 37 Nukleotiden. Die dritte Zeile beginnt
mit einem + Zeichen, das gefolgt wird von der Bezeichnung des Reads. In der vierten Zeile
stehen 37 Qualitatskennzahlen fir die Sequenz in der zweiten Zeile. Die Qualitatskennzahlen
sind ASCII codiert, der Buchstabe g entspricht beispielsweise der Dezimalzahl 103. Um aus
einem Buchstaben-Wert b die Wahrscheinlichkeit P zu berechnen, dass das entsprechende

Nukleotid falsch ist, gilt
p — 10~ (6-64)/10

In unserem Beispiel ist also P=10729=0,0001.

2.2.1 Weiterverarbeitung von fastq Dateien

Die Datenséatzen ZH1 und ZH6 bestehen aus lber 40 Millionen Reads. Das Programm bowtie
[43] dient dazu, diese auf das Referenzgenom zu platzieren oder zu mappen.

Wir verwenden folgenden Aufruf, um die Reads in der Datei zh1.fastq auf das Referenz-
mausgenom mm9 zu mappen.

bowtie --phred64-quals --sam --best -m 1 -p 29 index/

m_musculus_ncbi3d7 zhl.fastq > zhl.sam

Bei diesen Einstellungen versucht bowtie, jeden Read jeweils mit héchstens zwei nicht pass-
enden Positionen (Mismatches) in den ersten 28 Stellen des Nukleotiden auf die Referenz zu
mappen. An den Positionen 29-37 sind weitere Mismatches erlaubt, solange die Summe der
Qualitatskennzahlen an Positionen, die einen Mismatch aufweisen, nicht groBer als 70 ist. Zu
beachten ist, dass bowtie die Qualitdtskennzahlen stets auf die nachste Zehnerstelle rundet
und das Maximum bei 30 erreicht ist.

Die Option --phred64-quals bedeutet, dass die Qualitatskennzahlen unserer Reads in einem
Format vorliegen, bei dem nach einer Umwandlung der ASCII Zeichen in Dezimalzahlen 64
abgezogen werden muss, um im Bereich von 0 bis 40 zu landen. Die Ausgabe des Aufrufs soll
eine Datei im sam Format sein, deshalb wéhlen wir die Option --sam. Die --best Einstellung
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bei bowtie garantiert, dass das Alignment optimal in Hinsicht auf die Mismatches und die Qua-
litatskennzahl an diesen Positionen ist. Da wir nur Reads in unserem Mapping haben wollen,
die eindeutig auf die Referenz passen, verwenden wir die Option -m 1. Zur Beschleunigung
der Berechnung kann mit Hilfe der Einstellung -p 29 die Anzahl an Prozessoren, auf denen
gleichzeitig gerechnet werden kann, angegeben werden. Nach der Angabe aller Optionen folgt
der Pfad zum bowtie-Index des Referenzgenoms und abschlieBend die fastq Datei.

Um einen Uberblick zu erhalten, wo die Reads gemappt haben, kann mit dem Programm
samtools [45] gearbeitet werden. Dabei wird zunachst die sam Datei in eine bindre bam Da-
tei formatiert, anschlieBend wird sie sortiert und ein Index erstellt. Das Kommando samtools
mpileup berechnet dann, wo und wieviele Reads gemappt haben und gibt eine Tabelle mit
Chromosom, Position und der Coverage aus. Die Coverage beschreibt, wie viele Reads auf
genau diese Position im Referenzgenom von bowtie gemappt wurden. Unser Aufruf zur Be-
rechnung der Coverage von ZH1:

samtools view -b -S zhl.sam > zhl.bam

samtools sort zhl.bam zhl_sort

samtools index zhl_sort.bam

samtools view -b zhl_sort.bam | samtools mpileup - >

coverage_zhl.txt

Wenn Datensatze zu vergleichen sind, die auf unterschiedlichen Geraten oder mit ungleichen
Methoden erhoben wurden, empfiehlt sich eine technische Normalisierung auf die Anzahl ge-
mappter Reads. Es ist zu beachten, dass diese Normalisierung vor jeder weiteren Form der
Filterung durchzufiihren ist.

Um das Hintergrundrauschen in den Daten zu verringern, wenden wir eine Filterung nach zwei
Kriterien an: die Coverage an jeder Position muss mindestens die Ho6he zwei haben und ins-
gesamt muss ein Peak auf die H6he acht anwachsen. Ein Beispiel flr das Ergebnis einer
Anwendung dieser Filtermethode ist in Tabelle 2.3 angegeben. Wenn Datensétze verglichen
werden sollen, zwischen denen eine technische Normalisierung notwendig ist, ist dieser Nor-
malisierungsfaktor auch auf die 2/8er Regel anzuwenden.

Tab. 2.3: Beispiel der 2/8er Regel.

Chromosom Position Coverage Filterergebnis

chri 1 2 2
chri 2 10 10
chri 9 2 -
chri 10 1 -
chri 11 4 4
chri 12 8 8
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Um spater besser mit den Datenséatzen zu arbeiten, werden die Coverage Tabellen in eine rela-
tionale Datenbank eingepflegt. Die Tabellendefinition erfolgt mit dem Skript createTable.sql:

DROP TABLE if EXISTS coverage_zhil;
CREATE TABLE coverage_zhl (
chr varchar (2),
pos int (10),
cov int (10),
primary key(chr,pos)
JENGINE = MyISAM DEFAULT CHARSET=latinl;
CREATE INDEX coverage_zhl USING btree ON coverage_zh1l (

chr ,pos);
Die Datentabelle wird mit folgendem Aufruf importiert:

mysql -D <DB-Name> < createTable.sql
mysqlimport <DB-Name> -L coverage_zhl.txt

Zur Visualisierung werden aus den Coverage Tabellen Custom Tracks auf dem UCSC Genom-
Browser (mm9) erstellt [39].

2.2.2 Definition von Peaks

Die Analyse hat das Ziel, die Histonmarkierungen an bekannten Genen zu quantifizieren und
zu vergleichen. Darum berechnen wir in einem 2.000 Bp groBen symmetrischen Fenster um
bekannte TSS die Summe der Reads, die dorthin gemappt wurden. Diese Summe bezeichnen
wir im Weiteren als GréBe des TSS Peaks. Als Referenz fir TSS verwenden wir die Annota-
tionen von ENSEMBL (ensGene auf mm9) [25]. Zum weiteren Arbeiten werden die TSS Peaks
ebenfalls in der relationalen Datenbank unter dem Tabellennamen geneCov eingepflegt, wobei
die ENSMUST Kennziffer als Identifikation der TSS verwendet wird.

Neben den TSS Peaks kdnnen im UCSC Genom-Browser auch die genauen Grenzen der
Histonmarkierung bestimmt werden. Die Summe der Reads, die auf diesen Bereich gemappt
wurden, entspricht dann der GroBe des exakten Peaks. Im Genom gibt es Gebiete, in denen
nur ein Datensatz eine Histonmarkierung aufweist. Wir sprechen dann von exklusiven Peaks.
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2.2.3 Analyse der Anreicherung in funktionellen Einheiten

Um herauszufinden, ob Gruppen von Genen in einer bestimmten funktionellen Einheit angerei-
chert vorliegen, verwenden wir das Programm WebGestalt [62]. Wir betrachten Anreicherungen
unterschiedlich markierter Gene zwischen ZH1 und ZH6 gegenlber allen bekannten Genen der
Maus und allen in unseren Datensatzen in der Leber markierten Genen. Die Auswahl der funk-
tionellen Einheiten erfolgte durch einen hypergeometrischen Test mit einer Benjamin-Hochberg
Korrektur fir multiples Testen. Mindestens zwei Gene missen in einer funkionellen Einheit
enthalten sein, damit diese fiir die weitere Anreicherungsanalyse bericksichtigt wird. Die be-
trachteten funktionellen Einheiten sind KEGG Pathways. KEGG ist die Abklirzung fir die Kyoto
Enzyklop&die von Genen und Genomen, eine Datenbank mit deren Hilfe molekulare Daten in
einen biologischen Zusammenhang gestellt werden kénnen [34] [35] [36].

2.2.4 Normalisierung

Wie oben bereits erwahnt, ist eine technische Normalisierung tber die Summe aller gemappten
Reads sinnvoll, wenn Datensatze aus unterschiedlichen Experimenten betrachtet werden. Des
Weiteren wird von Vandesompele et al. [61] empfohlen lber mehrere der Housekeeping-Gene
zu normalisieren. Housekepping-Gene sind Gene, von denen erwartet wird, dass sie in allen
Geweben gleichmaBig exprimiert und markiert sind. Wir wahlen die in Tabelle 2.4 genannten
Gene zur biologischen Normalisierung aus.

Wenn sich durch die biologische Normalisierung kein gleichmaBiges Bild ergibt, kann auch tber
die Summe aller Peaks, die in TSS Peaks landen, normalisiert werden. Das entspricht der Sum-
me Uber die Coverages in der entsprechenden geneCov Tabelle. Zu beachten ist, dass einige
Gene mehrere annotierte TSS haben und somit mehrmals in diesem Normalisierungsfaktor
berlcksichtigt werden. Um das zu vermeiden, kann pro Gen eine TSS ausgewahlt werden.

Tab. 2.4: Gene der biologischen Normalisierung in mm9.

Gen Position der exakten Peaks von ZH1 und ZH6

Gapdh  chr6: 125.114.128 - 125.115.683
Sdha chr13: 74.486.750 - 74.488.295
Tbp chr17: 15.636.545 - 15.637.510
Ubc chr5: 125.868.558 - 125.870.697
YWHAZ chr15:36.721.910 - 36.724.387
Actb chr5: 143.667.104 - 143.668.526
B2m chr2: 121.973.324 - 121.975.043
Rpl13a chr7:52.382.913 - 52.385.009
Hmbs chr9: 44.151.210 - 44.152.372

12
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2.2.5 DifferenzmaBe

Um PeakgréBen miteinander ins Verhaltnis zu setzen, brauchen wir ein Differenzmalf3. In Abbil-
dung 2.1 sind vier verschiedene DifferenzmalBe gegenibergestellt, die in den Gleichungen 2.1
bis 2.4 definiert sind.

Differenz

Ap(X,Y)=X-Y (2.1)

Quotient
Ag(X,Y) =

<>

Produkt aus Differenz und Quotient

X-Y)- £ falsX>Y
Ap(x,y)={ K Y)y, fals X (2.3)
(XfY)-y, fals X <Y
Normierte Differenz
AN(X,Y) = XY (2.4)
N(X, S xXiv .

Die Verwendung der Differenz flihrt dazu, dass kleine Werte unterreprasentiert und groBe Wer-
te Uberreprasentiert werden (Abbildung 2.1 A). Beim Quotienten hingegen liegt der umgekehrte
Fall vor. Wie in Abbildung 2.1 B deutlich zu erkennen ist, liegen auBBerhalb der griinen Linien,
die das 95% Quantil markieren, fast ausschlieBlich kleine PeakgréBen. Deshalb ist dieses Un-
terscheidungsmal3, das haufig in der Auswertung von Transkriptanalysen verwendet wird, far
unsere Zwecke ungeeignet.

Die beiden weiteren Differenzmal3e verhalten sich besser. Es werden weder kleine noch grof3e
Peakhohen Uiberbewertet. Das Problem des Produkts aus Differenz und Quotient ist, dass so-
bald einer der Werte Null ist, es nicht definiert ist und somit exklusive Peaks eine getrennte
Analyse erfordern. Es wurde gezeigt, dass die Normierte Differenz zur Identifikation von ChIP-
Seq Peaks besser geeignet ist als vergleichbare Differenzmal3e, die nur mit Summen und Dif-
ferenzen arbeiten [52]. Die Normierte Differenz wird auch erfolgreich in einem Softwarepaket
verwendet, um schwache H3K4me3 Peaks in ChlP-Seq Daten zu detektieren [66].

Der Zahler der Normierten Differenz ist eine Schatzung der Standardabweichung. Das folgt aus
folgender Uberlegung: Seien X und Y zwei Messwerte der Verteilung M. |hr Mittelwert, der als
Schatzer des Erwartungswerts der Verteilung M dient, ist 5 - (X +Y). Die Varianz von M kann
geschatzt werden durch:

Var(M)=(X —B(M))*>-P(M =X)+ (Y - E(M))> P(M=Y)

1 1 1 1
=X - - (X+Y)2 24 (Y - (X+Y))?2 =
( 5 (X +Y)) 2+( 5 (X +Y)) 5
1 1 1 1 1 1 1
= X2 - XY + Y2+ Y2 - XY 4+ -X?2= (X —Y)?
8 gt gt A g 1 )
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Abb. 2.1: Visualisierung der Grenzlinien verschiedener Differenzmafe. Die griinen Linien kenn-
zeichnen jeweils das 2,5% und 97,5% Quantil, die blauen das 0,5% und das 99,5% Quantil.
Neun Gene mit PeakgréBen groBer als sechs sind zur besseren Ubersicht weggelassen.
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Die Standardabweichung ergibt sich als Wurzel aus der Varianz zu (X —Y'). Da eine Skalie-
rung bei einem Differenzmaf keinen Unterschied macht, kann der Faktor weggelassen werden
und es folgt der Zahler der Normierten Differenz.

Der Nenner der Normierten Differenz dient zur Normalisierung. Es wird nicht (X+Y) gewahlt,
denn das wirde die gleiche Rangordnung wie bei einer einfachen Quotient Berechnung (X/Y)
bewirken. Das zeigt folgende Rechnung: Seien X1, X», Y7, Y5 gréBer eins und beliebig, aber
fest. Dann folgt:

X1—-"

X9 —Yo

X1+Y

o (X1 —Yi) - (Xo+Ya)

& X1 Xo + X1Ye — XoY] — V1Y,
< X1Ys — XoY

Xo+Ys
> (Xo —Y2) - (X1 + Y1)
> X1 Xo+ X0V — XY, — Y,
> XoY1 — X1Yo

S 2- XY > 2 X0

Um den Unterschied zwischen Histonmarkierungen zu quantifizieren, verwenden wir deshalb
die Normierte Differenz nach Gleichung 2.4.

2.2.6 Finden von SNPs

Mit den Ergebnissen von Sequenzierexperimenten kénnen auch Einzelnukleotidpolymorphis-
men (SNP, single nucleotide polymorphism) detektiert werden. Dazu verwenden wir bcftools,
ein Programmpaket von samtools [45], und das variant call format [13] mit folgendem
Aufruf.

samtools faidx index/m_musculus_ncbi37.fasta
-E -C50
zhl_sort.bam |

samtools mpileup -uf index/m_musculus_ncbi37.
fasta
bcftools

bcftools

view -bvgc - |
view - |
-D100 > zhl.vcft

vcfutils.pl varFilter

Fir diesen Befehl ist eine fasta Datei des Referenzgenoms notwendig, die mit faidx zu in-
dizieren ist. Die fasta Datei kann entweder aus dem Internet heruntergeladen, oder aus dem
bowtie Index mit Hilfe von bowtie-inspect extrahiert werden.
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2.3 Chromatin Immunoprazipitation gefolgt von quantitativer PCR

2.3.1 Chromatinpraparation

Zur Durchfiihrung der Chromatin Immunoprézipitation wird das SimpleChIP™ Enzymatic Chro-
matin IP Kit von Cell Signaling (Beverly, MA) verwendet.

Der erste Schritt der Chromatinpraparation umfasst eine chemische Vernetzungsreaktion, wo-
bei die DNA mit den Histonproteinen verbunden wird. 70 bis 220 mg tiefgefrorenes Leberge-
webe werden in einem 2 ml Reaktionsgefal3 durch Zugabe von 1 ml einer 1%igen Formalde-
hydlésung in Phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) fixiert. Dabei wird das Gewebe mit einer
kleinen Schere eine Minute lang zerkleinert und liegt danach neun Minuten bei Raumtempe-
ratur unberiihrt. Nach kurzer Zentrifugation (30 Sekunden bei 4820 rpm) wird der Uberstand
verworfen. Die Gewebestiicke werden in 1 ml 125 mM Glycin in PBS mindestens finf Minuten
auf einem rotierenden Rad inkubiert, um die Vernetzungsreaktion zu stoppen.

Nach kurzer Zentrifugation (30 Sekunden bei 4820 rpm) wird der Uberstand verworfen und die
Proben werden auf Eis zweimal mit je 1 ml eiskalten PBS/PMSF (1 mM) gewaschen. Anschlie-
Bend wird ein Lysepuffer hinzugegeben (Puffer A aus dem SimpleChIP™ Enzymatic Chromatin
IP Kit, Cell Signaling, Beverly, MA), und die Proben werden mit Hilfe eines Dounce Homoge-
nisators auf Eis homogenisiert. Dabei werden zehnmal Pistill A und zehnmal Pistill B langsam
rauf- und runtergefahren. Zur weiteren Zelllyse bleiben die Proben mindestens weitere zehn Mi-
nuten auf Eis. Zur Isolation der Zellkerne werden die Proben jeweils zweimal zunachst in einer
auf 4°C gekiihlten Mikrozentrifuge fiir vier Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wird entfernt und das Pellet anschlieBend im Puffer B (SimpleChIP™ Enzymatic Chromatin IP
Kit, Cell Signaling, Beverly, MA) resuspendiert. Nach diesem Schritt kdnnen die Proben bei
Bedarf auf Trockeneis schockgefroren und bei -80°C gelagert werden.

Die Zelllysate werden mit 5 ;1 Nuclease pro 4-107 Zellen versetzt und bei 37°C 20 Minuten in-
kubiert. Alle drei bis fiinf Minuten werden die Reaktionsgefaf3e zur Durchmischung des Inhalts
gedreht. Durch eine Zugabe von 100 ul EDTA (0,5 M) wird die Reaktion gestoppt. Die Proben
werden eine Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand wird entfernt. Das Pellet aus
Zellkernen wird in 500 pl ChIP Puffer (SimpleChIP™ Enzymatic Chromatin IP Kit, Cell Signa-
ling, Beverly, MA) gel6st und ruht zehn Minuten auf Eis. Die anschlieBende Ultraschallbehand-
lung (Duty Cycle 80% und Output Control 2) der Proben erfolgt in 1,5 ml Reaktionsgeféf3en je
vier bis zehnmal 20 Sekunden lang mit einer Minute Kiihlzeit dazwischen. Eine abschlieBende
zehnminditige Zentrifugation bei 4°C und 10.000 rmp liefert als Uberstand geléstes Chromatin,
welches bei -80°C gelagert wird. Davor werden Aliquots zur Uberpriifung der Lénge der DNA
Sticke (25ul) und zur Feststellung der DNA Konzentration (1ul) entnommen.
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2.3.2 Kontrolle des praparierten Chromatins
Bestimmung der DNA Konzentration im Chromatin

Wir verwenden das Quant-iT™ dsDNA Broad-Range Assay Kit (Life Technologies, Carlsbad,
CA), um die DNA Konzentration im Chromatin zu bestimmen. Das Chromatin wird dabei eins
zu zwanzig mit der Farbreagenz gemischt und vor Licht geschitzt finf Minuten inkubiert. Die
Auswertung erfolgt mit dem Fluoreszensspektrometer Nanodrop 3300 Fluorospectrometer.

Uberpriifung der Liange der DNA Stiicke

Um zu Uberprifen, ob die Nuklease das Chromatin erfolgreich in Fragmente bestehend aus
einem bis funf Nukleosomen verdaut hat (150 bis 900 Bp), wird ein 25 ul Chromatin-Aliquot bei
37°C fur 30 Minuten mit 1 ul RNAse (10 mg/ml; Thermo Scientific Fermentas, Waltham, MA)
inkubiert. Der Verdau wird durch Zugabe von 1 ul Proteinase K bei 65°C weitere zwei Stun-
den lang fortgesetzt. Ein Aliquot dieses Verdaus (6ul) wird mit 3ul des Laufpuffers (6X Thermo
Specific MassRuler Loading Dye, Thermo Scientific) gemischt und auf ein 1% Agarosegel auf-
getragen. Als Markierung wird eine niedrigmolekulare DNA Leiter verwendet, die DNA Langen
von 50, 200, 400, 850 und 1500 Bp markiert. Jede Chromatinprobe wird in eine Tasche des
Gels eingefillt und wandert 35 Minuten bei 120 V.

2.3.3 Ergebnisse der Kontrollen der Chromatinpraparation
Verhiltnis von Gewebeeinwaage zu DNA Konzentration im Chromatin

Abbildung 2.2 zeigt den Zusammenhang zwischen der Gewebeeinwaage zu Beginn des Expe-
riments und der in Abschnitt 2.3.2 beschriebenen mit dem Nanodrop gemessenen DNA Kon-
zentration am Ende der Chromatinpraparation. Das Ziel der Beschallung ist das Auftrennen der
Zellkernmembran. Eine Faustregel ist, dass die Lésung klar wird, wenn die Zellkernmembran
aufgebrochen wurde. Da dies insbesondere bei den Proben mit einer hohen Gewebeeinwaage
nicht der Fall war, 16sten wir im weiteren Verlauf des Experiments die Zellkerne dieser Proben in
der doppelten Menge des zur Beschallung verwendeten ChlP Puffers (rote Punkte in Abbildung
2.2). Entsprechend ist das Ergebnis der DNA Konzentrationsmessung bei diesen verdinnten
Proben geringer und muss zur Berechnung der Korrelation zwischen Einwaage und DNA Kon-
zentration angepasst werden. Im rechten Teil von Abbildung 2.2 ist die DNA Konzentration der
roten Datenpunkte (der y-Wert) verdoppelt worden. Das fihrt zu einem Korrelationskoeffizien-
ten (nach Spearman) von 0,69 fir alle Datenpunkte. Nur die blauen Punkte fiir sich betrachtet
haben eine Korrelation von 0,89. Es gibt somit eine gute Korrelation zwischen der Gewebeein-
waage zu Beginn des Experiments und der DNA Konzentration nach der Chromatinpraparation.
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Abb. 2.2: DNA Konzentrationen nach der Beschallung aufgetragen gegen die Gewebeeinwaage
zu Beginn der Praparation. In rot markiert sind diejenigen Proben, die wegen hoher Chroma-
tinkonzentration vor der Beschallung 1:1 verdinnt wurden.

Uberpriifung der Lénge der DNA Stiicke

Das Ergebnis der in Abschnitt 2.3.2 beschriebenen Gelelektrophorese ist in Abbildung 2.3 zu
sehen. Pro Spur ist eine DNA-Bande sichtbar, die zwischen den 50 Bp und 200 Bp Banden der
DNA Leiter liegt. Somit war das Auftrennen der Kernmembran durch die Beschallung und das
Zerkleinern der DNA durch die Nuklease erfolgreich. Die Unterschiede in der Intensitét der Ban-
den spiegelt einerseits die schwankende DNA Konzentration im Chromatin wieder (Abbildung
2.2), andererseits kdnnte nicht exaktes Pipettieren der geringen Probemenge in die Geltasche
die Ursache sein.
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Abb. 2.3: Ergebnis des 1% Agarosegels zur Uberpriifung der Linge der DNA Stiicke. Die DNA
Leiter beschreibt die Stufen: 50, 200, 400, 850 und 1500 Bp. Hinter der Maus ID ist jeweils in
Klammern die gemessene DNA Konzentration in ng/ul angegeben.
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2.3.4 Immunoprazipitation

Aus der DNA Konzentrationsmessung (Schritt 2.3.2) wird fir jede Probe das Volumen an Chro-
matin berechnet, das 1 ug DNA pro Immunopréazipitation bzw. Blindprobe entspricht. Das Chro-
matin wird in ChIP (1x) Puffer auf ein Volumen von 300 ul pro Immunopréazipitation verdiinnt. Die
Proben werden eine Stunde lang im Kiihlraum bei 4°C mit einer kleinen Menge Beads vorge-
reinigt. Bevor die Antikérper zugegeben werden, wird 2% der Menge (6 ul) des vorgereinigten
Chromatins als Input Probe entnommen und bei -20°C gelagert. Das Gbrige vorgereinigte Chro-
matin wird in drei ReaktionsgefaBe zu je 300 ul aufgeteilt. Die erste Immunoprézipitation erfolgt
mit 2 ul des H3K4me3 Antikérpers (#9751, Cell Signaling), die zweite mit 2 ul des H3K27ac
Antikdrpers (#4353, Cell Signaling) und die dritte mit 0,5 ul des unspezifischen Rabbit IgG An-
tikdrpers (#2729, Cell Signaling). Uber Nacht rotieren alle Proben im Kiihlraum bei 4°C, damit
die Antikdrper an die entsprechenden Histonproteine binden kénnen.

Die Immunoprazipitate werden an Agarose Beads (#9007, Cell Signaling) gebunden, indem
die Proben mindestens zwei Stunden im Kihlraum bei 4°C auf einem Rad rotieren. Es folgt
ein dreimaliges Waschen der Immunoprazipitate mit je 1 ml eiskaltem ChIP (1x) Waschpuffer
mit niedrigem Salzgehalt und einmaliges Waschen mit 1 ml ChIP (1x) Waschpuffer mit hohem
Salzgehalt. Nach dem letzten Waschen wird vorsichtig die gesamte Waschflissigkeit entfernt
und zu den Beads wird 150 yul Elutionspuffer (ChIP 1x; SimpleChIP™ Enzymatic Chromatin
IP Kit, Cell Signaling, Beverly, MA) gegeben. Die Proben werden anschlieBend 30 Minuten
bei 65°C und leichtem Schitteln (1.200 rmp) inkubiert, um die Verbindung zwischen DNA und
Histonproteinen zu I&sen. AnschlieBend wird der Uberstand mit 6 xl NaCl (5M) und 2 ul Pro-
teinase K zwei Stunden lang bei 65°C inkubiert, damit die Histonproteine und die Antikérper
abgebaut werden kdnnen.

Parallel werden die Input Proben ebenfalls mit 150 ul Elutionspuffer, 6 ul NaCl (5M) und 2 ul
Proteinase K zwei Stunden lang bei 65°C inkubiert.

Die abschlieBende Aufreinigung der DNA erfolgt mit Spinsaulen (MinElute PCR Purification
Kit, Quiagen, Hilden, Deutschland). Die aufgereinigten Proben, 70 ul pro Antikérper und Input
Probe, werden bei -20°C bis zur Quantifizierung gelagert.
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2.3.5 Quantitative Polymerasekettenreaktion

Zur vergleichenden Bestimmung der immunopréazipitierten DNA Konzentrationen wird eine
quantitative Polymerasekettenreaktion (qQPCR) durchgefiihrt. Die aufgereinigten ChIP-DNA
Proben aus Schritt 2.3.4 werden auf Eis aufgetaut. Zu den 70 ul ChIP-DNA werden je 130 ul
HPLC Wasser und 250 ul Fast SYBR Green Master Mix (#4385612, Applied Biosystems, Fos-
ter City, CA) gegeben. Die Proben sind vor Licht zu schiitzen, weil in dieser Mischung der
lichtempfindliche Farbstoff SYBR Green | enthalten ist, der an doppelstrangige DNA bindet.
Die gPCR wird auf 96 Well-Platten durchgefiihrt, und zwar fir jeden Primer und jede Probe
ein Triplikat. In jedes 10 ul Well wird 1 ul Primer vorgelegt und 9 ul der oben beschriebenen
Mischung zugefligt. Dabei ist in jeder Zeile zwdIf Mal derselbe Primer nebeneinander aufge-
tragen und jeweils in den ersten drei Spalten wird die Input Probe zugegeben, in den Spalten
vier bis sechs die mit dem Antikérper H3K4me3 prazipitierte Probe, in den Spalten sieben bis
neun folgt die mit dem Antikérper H3K27ac versehene Probe und in den letzten drei Spalten
die Blindprobe mit dem Rabbit IgG Antikdrper. Somit besteht eine Reaktionsmischung aus 1 ul
Primer, 1 ul ChIP-DNA, 3 ul Wasser und 5 ul Fast SYBR. Die qPCR wurde auf dem Gerat
7900HT Fast Real-Time PCR System von Applied Biosystems (Singapur) unter Verwendung
des Programms SDS 2.3 durchgeflihrt. Die in der gPCR verwendeten Primer sind in Tabel-
le 2.5 aufgelistet. Die funktionelle Klasse und die molekulare Funktion der Gene, die untersucht
werden, sind in Tabelle 2.6 angegeben.

In einer PCR wird eine DNA Sequenz vervielféltigt, indem ein dreischrittiger Zyklus mehrfach
durchlaufen wird. Zunachst wird die DNA denaturiert, das heif3t ihre doppelstrangige Struktur
wird durch hohe Temperaturen aufgebrochen. Das erfolgt zu Beginn 20 Sekunden lang bei
95°C. AnschlieBend wird die Temperatur fir 20 Sekunden auf 60°C erniedrigt, um die An-
lagerung der Primer zu ermdglichen. Haben die Primer ihre komplementaren Stellen in der
vorliegenden DNA gefunden, beginnt die Elongation, bei der die DNA Polymerase am 3’ En-
de der Primer ansetzt und die DNA wieder zu einem Doppelstrang vervollstandigt. Es schlief3t
sich eine ein Sekunden lange Steigerung auf 95°C an, damit die Amplifikate wieder denaturiert
werden. Die letzten beiden Schritte werden 40 Mal wiederholt.

Bei einer quantitativen PCR wird nach jedem Zyklus die Fluoreszenz gemessen, die durch die
Bindung des Farbstoffs SBYR Green | an doppelstrangiger DNA entsteht. Mit steigender DNA
Amplifikation wird das Fluoreszenzsignal immer starker. Das qPCR Gerét hat eine eigene Soft-
ware, den SDS RQ Manager, der nach Abschluss des Experiments den Ct-Wert bestimmt [22].
Der Ct-Wert (kurz far Cycle Threshold) benennt denjenigen Zyklus, bei dem das Fluoreszenz-
signal signifikant tiber das Hintergrundsignal ansteigt.
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2 Material und Methoden

Tab. 2.6: Gene der gPCR Analyse und ihre Funktion. Informationen wurden entnommen aus den Datenbanken NCB/ und UniProt.

Locus Genname Funktionelle Klasse Molekulare Funktion
Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Metabolisches Enzym Glykolyse, Kernfunktion
CD36 CD36 antigen Zellmembranrezeptor Transport von Lipoproteinen
SIc27a5  Solute carrier family 27 (fatty acid transpor- Zellmembranrezeptor Fettsauretransport
ter), member 5
Ppara Peroxisome proliferator activated receptor al- Transkriptionsfaktor Fettsauremetabolismus,
pha Gallensaurenhomdostase
Pparg Peroxisome proliferator activated receptor Transkriptionsfaktor Fettsaureoxidation, Entziindungsreaktion
gamma
Acox2 Acyl-Coenzyme A oxidase 2, branched chain  Enzym: Oxidoreductase Fettsdurebetaoxidation
Cyp4al4 Cytochrome P450, family 4, subfamily a, po- Enzym: Oxidoreductase Fettsaureabbau
lypeptide 14
Fasn Fatty acid synthase Enzym: Acyltransferase Fettsaurebiosynthese
Nr3c1 Glucocorticoid receptor Kernrezeptor Regt die Transkription von Target Genen an
Pck1 Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1, cyto- Enzym: Kinaseaktivitat Glukoneogenese, Antwort auf einen Insulin-
solic stimulus
Insig2 Insulin induced gene 2 ER Membranprotein Cholesterolbiosynthese
Plin5 Perilipin 5 (lipid storage droplet protein 5) Bestandteil von Lipidpartikeln  Regulation des Lipidmetabolismus
Igfbp2 Insulin-like growth factor binding protein 2 Transportprotein far Igf1 Regulation von Zellwachstum
Sqle Squalene epoxidase Enzym: Oxidoreductase Cholesterolmetabolismus
Serpina6 Serine peptidase inhibitor, clade A, member 6  Alpha-Globulin Transport von Glucocorticoiden im Blut
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2.4 Bestimmung der Primereffizienz

2.4 Bestimmung der Primereffizienz

Um eine qPCR richtig auszuwerten, ist es wichtig, die Effizienz der verwendeten Primerpaa-
re zu kennen. Diese Effizienz kann experimentell bestimmt werden. Prinzipiell gilt, dass sich
bei einer zweifachen Verdiinnung der Ct-Wert um eine Einheit vergréBern sollte. Um dies zu
Uberpriifen, wird empfohlen, eine Verdiinnungsreihe in 10er-Schritten der zur Kontrolle verwen-
deten Input DNA zu erstellen (1:1 bis zu 1:1000) und die verwendeten Primer in einer g°PCR zu
testen. AnschlieBend wird die Steigung der qPCR Standardkurve berechnet [22]. Eine gPCR
Standardkurve ist ein Graph, in der Ct-Werte gegen den dekadischen Logarithmus der einge-
setzen DNA Konzentration aufgetragen werden. Beispiele fiir eine qPCR Standardkurve sind
im Abschnitt 3.2.2 in Abbildung 3.12 zu sehen. Die Steigung wird mit Gleichung 2.5 berechnet.
Dabei sind z; und x2 die DNA Konzentrationen in ihrer nicht-logarithmisierten Form und es gilt

r1 < T9. o o
. tQ - tl
Steigung = 25
JHne logio(z2) — logio(w1) 23)
Die Primereffizienz E wird dann mit Gleichung 2.6 bestimmt [53].
E=10"Sms  bzw. By = (10 5w — 1) 100 (2.6)

Die Primereffizienz sollte idealerweise bei zwei liegen. Das entspricht einer Steigung von -3.32
in der gPCR Standardkurve. Eg, gibt in Prozent an, wie effizient der Primer ist; dabei ergeben
sich Werte zwischen 0 und 100 [54]. Eine Steigung von -3.32 in der gPCR Standardkurve flhrt
zu einem Eg, von 100. Wenn die Steigung in der gPCR Standardkurve betragsmaBig gréBer
wird, wird die Effizienz geringer. Wird die Kurve flacher, was einer betragsmafig kleineren
Steigung entspricht, wird die Effizienz groBer.

Ein direkter Zusammenhang zwischen der Steigung in der gPCR Standardkurve und der Effi-
zienz des Primers ergibt sich, wenn die Formeln fiir die Steigung aus Gleichung 2.5 direkt in
Gleichung 2.6 einsetzt werden:

logig(z1) e 1
1 _ logyg(=)—logig(z1) 10Cta—Cta 2 1 x1 \ Ct2—Ct1
E = 10 Stigung — 1() Cty—Cty — _ 71 N

10??210—(0367:21) x20t2+0t1 L2
Hier zeigt sich, dass die Basis des Logarithmus in Gleichung 2.5 der Basis in Gleichung 2.6
entspricht und gleichzeitig der Schrittgré3e der verwendeten Verdiinnungsreihe.

Experimentelles Vorgehen zur Bestimmung der Primereffizienz

In unserem ChIP qPCR Experiment verwenden wir eine DNA Input Menge von 2% verglichen
mit der Menge DNA, die zur Immunoprazipitation bendtigt wird. Flur die Verdinnungsreihe be-
nutzen wir deshalb eine 20%tige, 2%tige und 0,2%ige Konzentration. Die Praparation des Chro-
matins und die Aufreinigung der DNA erfolgt wie in den Abschnitten 2.3.1 und 2.3.4 beschrie-
ben. Es wird ebenfalls eine quantitative PCR durchgeflhrt, allerdings werden in jeder Zeile
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neunmal derselbe Primer aufgetragen und in den ersten drei Spalten die 20% Input Probe, in
den Spalten vier bis sechs die 2% Input Probe und in den Spalten sieben bis neun die 0,2%
Input Probe dazu gegeben.

Um zu Uberprifen, ob sich die Primereffizienz unabhangig von der genetischen Grundlage
der Mause verhalt, verwenden wir zu ihrer Bestimmung zwei Proben von BI6 Labormausen
(MausID: 5904 und 6313) und zwei Proben von Wildmausen (MausID: H11_50 und H18_51).

2.5 Vorgehen bei der Auswertung des ChIP qPCR Experiments

2.5.1 Interpretation der qPCR Daten

Pro Datensatz wird Uber die Software des gqPCR-Messgerats ein Grenzwert bestimmt, der aus-
schlaggebend fiir die exakten Ct-Werte dieses Datensatzes ist. Um Vergleiche zwischen un-
terschiedlichen Datensatzen méglich zu machen, wird deshalb eine Normalisierung bendétigt.
Zunachst verwenden wir die %Input Methode [50]. Daflr ist der angepasste Input Ct-Wert nach
Gleichung 2.7 zu berechnen. Da fir die gqPCR Reaktion mit der Input DNA nur 2% der Men-
ge verwendet wurde, aus der immunoprazipitiert wurde, ist von dem gemessenen Ct-Wert der
Logarithmus von 50 zur Basis 2 abzuziehen. Das ergibt sich daraus, dass von 2% zu 100%
eine Verflnfzigfachung der Menge nétig ist und in jedem Schritt der gPCR, das bedeutet pro
Ct-Wert, eine Verdoppelung der Menge erreicht wird. %Input Werte werden nach Gleichung
2.8 berechnet. Ct(Immunoprazipitiert) kann sowohl fir die Ct-Werte der Immunoprazipitation
mit H3K4me3, H3K27ac oder auch dem unspezifischen Antikdrper stehen.

Ct(Angepasster Input) = Ct(Input) — log,(50) (2.7)

ACt = Ct(Immunoprazipitiert) — Ct(Angepasster Input)
%Input = 100 - 27~ (2.8)

Das Ergebnis von Gleichung 2.8 ist der Anteil, der aus dem Chromatin préazipitiert wurde. Abbil-

dung 2.4 gibt einen Uberblick tiber die GréBenordnungen der %Input Werte. In Abbildung 2.4 A
sind die Werte nach den Antikérpern aufgeteilt. Die y-Achse gibt auf einer logarithmischen
Skala die %Input Werte gemittelt Gber alle 24 Wildmausdatensatze an. Es fallt auf, dass die
Werte des unspezifischen Antikérpers zwar die niedrigsten sind, aber die Werte des H3K27ac
Antikrpers nur einen halben bis einen Prozentpunkt héher liegen. Die %Input Werte des Pri-
mers CD36 liegen unabhangig von dem verwendeten Antikdrper zwischen 0,5 und eins. Anders
verhalt es sich bei Gapdh: beim unspezifischen Antikérper ist der %lInput Wert der niedrigste,
bei H3K27ac liegt er unterhalb des ersten Quartils, und bei H3K4me3 zeigt er den hdchsten
Wert. Acox2 bewegt sich dazu komplementar: die %Input Werte nehmen beim unspezifischen
Antikdrper und bei H3K27ac die héchsten Werte an, aber bei H3K4me3 liegt der Wert unterhalb
des ersten Quartils.
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Abb. 2.4: Die %Input Werte. A: Boxplots der %Input Werte pro Immunoprazipitation, gemittelt
Uber die 24 Wildmausdatensatze. B: Boxplots der %Input Werte der H3K4me3 Anreicherung
pro untersuchter Wildmaus. Farblich markiert sind auffallige Primer. Grau markiert sind die
Mause, bei denen eine Wiederholungsmessung durchgeflihrt wurde.

Wiederholungsmessungen

In Abbildung 2.4 B werden die H3K4me3 Anreicherungen der 24 untersuchten Wildmause ein-
zeln betrachtet. Auffallig sind die unterschiedlichen Varianzen zwischen den Individuen. Gapdh
gehért zu den am héchsten markierten Genen, wahrend CD36 konsistent bei den nierigsten
Werten liegt. Acox2 liegt stets unterhalb des ersten Quartils. Die Rangreihenfolge der Markie-
rungen an den jeweiligen Genen ist in den %Input Werten zwischen den Tieren sehr dhnlich.

Auffallig ist, dass die %Input Werte fiir zwei Datensétze besonders niedrig sind: H18_52 und
H18_54. Es kdnnte sein, dass hier die Immunoprazipitation nicht richtig funktioniert hat. Deshalb
wurden diese beiden Messungen wiederholt. Da der Versuchsablauf auf vier Mause ausgelegt
ist, wurden zu den beiden Mausen mit sehr geringen %lInput Werten noch zwei Mause fir
die Wiederholungsmessungen ausgewahlt, deren %Input Werte eine besonders grof3e Varianz
aufwiesen (H18.55 und 2frei_49.5).

Das Ergebnis der Wiederholungsmessungen wird in Abbildung 2.5 deutlich. Ein Boxplot der ers-
ten %Input Ergebnisse der H3K4me3 Anreicherung ist jeweils links neben dem der entsprech-
enden Wiederholungsmessung dargestellt. Markiert sind wie in Abbildung 2.4 die Resultate der
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Abb. 2.5: %Input Werte der Wiederholungsmessungen.

Primer Gapdh, Acox2 und CD36. Auch hier flihrt CD36 meist zu den niedrigsten %Input Werten,
die entsprechenden Werte von Acox2 sind kleiner oder gleich dem ersten Quartil und Gapdh
hat die gréBten Werte. Die Wiederholungsmessungen der Proben H18_52 und H18_54 flihren
zu %Input Werten, die vergleichbar zu den Messungen der anderen Wildmause sind. Deshalb
werden wir im Weiteren die neuen Messungen verwenden. Die Wiederholungsmessungen der
Mause H18.55 und 2frei_49_5 zeigen eine geringere Streuung. Da die Ergebnisse &hnlich zur
ersten Messung sind, verwenden wir flr diese beiden Datensatze ab jetzt den Mittelwert aus
der ersten und zweiten Messung.

2.5.2 Normalisierung

Um gPCR Datenséatze miteinander zu vergleichen, ist eine weitergehende Normalisierung als
die %lInput Methode erforderlich. Vandesompele et al. beschreiben verschiedene
Housekeeping-Gene, die zur Normalisierung bei Transkriptionsstudien verwendet werden soll-
ten, darunter auch Gapdh [61]. Dabei wird empfohlen, in einer Reverse Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) mindestens drei Gene als Referenz zu verwenden. Wir
binden in unsere Experimente nur das Gen Gapdh in die Analyse mit ein (siehe Tabelle der
verwendeten Primer 2.5), da die Anzahl an messbaren Loci mit 15 begrenzt ist.

Eine weitere Mdglichkeit der Normalisierung besteht darin, pro Maus den Mittelwert der %In-
put Werte aller untersuchten Loci zu bestimmen und dadurch zu dividieren. Somit erhalt jede
Maus an jedem Locus im Schnitt den Wert eins und Variationen in der Anreicherung fihren zu
entsprechend héheren oder niedrigeren Werten.
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2.5.3 Hauptkomponentenanalyse

Eine Hauptkomponentenanalyse (PCA, principal component analysis) dient dazu, einen Da-
tensatz zu strukturieren, indem das Koordinatensystem der Analyse verandert wird. Mathema-
tisch gesehen wird eine orthogonale Tranformation durchgefiihrt, wobei die Koordinatenachsen
(Variablen) in eine neue Menge unkorrelierter Variablen Uberflihrt werden. Diese neuen Varia-
blen heiBen Hauptkomponenten und sind eine Linearkombination der alten Variablen. Dabei
soll die erste Hauptkomponente in die Richtung der gréBten Varianz des Datensatzes zeigen.
Jede weitere k. Hauptkomponente soll orthogonal zu den vorherigen k-1 Hauptkomponenten
sein und die Richtung der k. gréBten Varianz aufweisen. Das wird erreicht, indem eine Eigen-
wertzerlegung der Kovarianzmatrix, bzw. der Korrelationsmatrix, durchgefihrt wird. Die erste
Hauptkomponente entspricht dann dem Eigenvektor zum gréBten Eigenwert der Kovarianz-
bzw. Korrelationsmatrix, die k. Hauptkomponente dem Eigenvektor zum k. groBten Eigenwert.
Flr eine Herleitung dieses Zusammenhangs siehe [65].

Wir verwenden folgenden Aufruf in R um eine Hauptkomponentenanalyse durchzufiihren:
pca.l <- prcomp(datal,2:16], center=TRUE, scale=TRUE)

Indem data.frame data“ stehtin der ersten Spalte die Identifikationsnummer der Maus und in
den Spalten zwei bis 16 folgen die mittelwertnormalisierten gPCR Anreicherungswerte an den
15 gemessenen Loci. In unserem Fall entsprechen die untersuchten Loci den Variablen, die
wir transformieren wollen. Die Option center=TRUE besagt, dass die Daten noch nicht zentriert
um Null vorliegen, sondern pro Variable der Mittelwert Gber diese Dimension subtrahiert wer-
den muss. Da wir mittelwertnormalisierte Werte haben, ist der Mittelwert, der abzuziehen ist,
eins. Wir verwenden auBBerdem die Option scale=TRUE, mit der die Varianz aller Variablen vor
der weiteren Berechnung auf eins skaliert wird. Damit haben alle Variablen das gleiche Gewicht
und es kénnen Skalierungsprobleme umgangen werden. Das entspricht in der oben genann-
ten Berechnung der Hauptkomponenten einer Verwendung der Korrelationsmatrix anstelle der
Kovarianzmatrix.

Die Berechnung mit der in R integrierten Funktion prcomp kann nachgestellt werden, indem
zunachst die Korrelationsmatrix des Datensatzes berechnet und anschlieBend eine Eigenwert-
zerlegung vorgenommen wird. Die Ergebnisse von pca.1 und pca.2 sind identisch.

pca.2 <- eigen(cor(datal,2:16]))

Um die Ergebnisse zu veranschaulichen, sind die Datenpunkte im neuen, transformierten Koor-
dinatensystem darzustellen. Da wir die Variablen vor der Analyse zentriert und skaliert haben,
muUssen wir diese Transformation auch mit den Datenpunkten durchfiihren, bevor wir sie visua-
lisieren kénnen. In R funktioniert das mit Hilfe der Funktion predict. Der folgende Aufruf gibt
die Datenpunkte projiziert auf die ersten beiden Hauptkomponenten an:

pc.1l <- predict(pca.1)[,1:2]

Dabei vollzieht die predict Funktion zunachst eine Skalierung und anschlieBend wird das Ska-
larprodukt zwischen den skalierten Datenpunkten und den Eigenvektoren der Korrela-
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tionsmatrix berechnet. Folgender Aufruf fiihrt zu demselben Ergebnis wie die Verwendung der
predict Funktion:

sc.data <- scale(as.matrix(datal[,2:16]), center=sapply(
data[,2:16], mean), scale=sapply(datal,2:16], sd))
pc.2 <- sc.data %*% pca.2$vectors[,1:2]

2.5.4 Statistische Auswertung der qPCR Ergebnisse
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Abb. 2.6: Uberblick liber das Vorgehen beim statistischen Testen der gPCR Daten.
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2.5 Vorgehen bei der Auswertung des ChIP qPCR Experiments

Ziel der statistischen Auswertung der gPCR Ergebnisse ist herauszufinden, ob sich die Mause
aus den Hausern H11 und H18 signifikant in ihren H3K4me3 oder H3K27ac Anreicherungen
an bestimmten Genen voneinander und/oder von den Mausen ohne Hauszugehdrigkeit unter-
scheiden. Einen Uberblick (iber die benétigten statistischen Tests gibt Abbildung 2.6.

Zuerst ist zu Gberpriifen, ob die gemessenen Daten aus einer normalverteilten Grundgesamt-
heit stammen. Daflir kann der Shapiro-Wilk-Test jeweils pro Mausgruppe pro Primer angewen-
det werden. Die Nullhypothese dieses Tests ist, dass die Daten normalverteilt sind. Deshalb
dirfen wir bei einem p-Wert groBer als 0,05 davon ausgehen, dass die Daten normalverteilt
sind. Ist der p-Wert hingegen kleiner als 0,05, dirfen im Weiteren nur Tests angewendet wer-
den, die keine normalverteilten Daten voraussetzen.

Ergibt der Shapiro-Wilk-Test keine Ablehnung der Nullhypothese, kann als nachstes mit dem
F-Test die Gleichheit der Varianzen in den zu vergleichenden Gruppen getestet werden. Bei
einem p-Wert des F-Tests kleiner als 0,05 ist die Ungleichheit der Varianzen anzunehmen und
es dirfen keine Tests verwendet werden, die von einer Gleichheit der Varianzen ausgehen.

Folgt aus dem F-Test keine Ablehnung der Nullhypothese, darf zum Testen auf Unterschiede in
den Mittelwerten der Gruppen der Zweistichproben-T-Test verwendet werden. Der T-Test testet
die Nullhypothese der Gleichheit der Mittelwerte unter den Voraussetzungen, dass die Daten
normalverteilt sind und die Varianzen in den Gruppen gleich sind. Bei einem p-Wert kleiner
als 0,05 kann die Nullhypothese auf einem Signifikanznivenau von 5% abgelehnt werden und
es kann ein signifikanter Unterschied in den Mittelwerten der beiden untersuchten Gruppen
festgestellt werden.

Wird mit Hilfe des F-Tests festgestellt, dass die Varianzen in den Gruppen ungleich sind, ist
zum Testen auf Unterschiede in den Mittelwerten der Welch-Test zu verwenden. Dieser schéatzt
pro Gruppe eine Varianz, die zur Berechnung der Teststatistik bendtigt wird. Ergibt der Welch-
Test einen p-Wert kleiner als 0,05, kann auf einem Signifikanzniveau von 5% die Nullhypothese
abgelehnt werden und geschlossen werden, dass sich die Mittelwerte der Gruppen signifikant
unterscheiden.

Ergibt der Shapiro-Wilk-Test hingegen eine Ablehnung der Nullhypothese, diirfen weder F- noch
T-Test angewendet werden. Eine Lésung bietet der Levene-Test, der Unterschiede in der Vari-
anz von zwei Gruppen untersucht ohne normalverteilte Daten vorauszusetzen. Die Nullhypo-
these des Levene-Tests ist die Gleichheit der Varianzen in den untersuchten Gruppen. Ergibt
dieser Test einen p-Wert kleiner als 0,05, kann auf einem Signifikanzniveau von 5% festgestellt
werden, dass sich die untersuchten Gruppen in ihren Varianzen unterscheiden.

Flhrt der Levene-Test zu einem p-Wert gréBer als 0,05, kann mit Hilfe des Wilcoxon-Rang-
summen-Tests bestimmt werden, ob die Verteilungen der beiden Datenséatze aus der gleichen
Grundgesamtheit stammen. Da die Nullhypothese des Tests die Gleichheit der Grundgesamt-
heiten beschreibt, darf bei einem p-Wert kleiner als 0,05 geschlossen werden, dass die beiden
zu vergleichenen Datensatze aus unterschiedlichen Verteilungen stammen.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der ChiP-Seq Analyse

Der Vergleich der ChIP-Seq Daten von ZH1 und ZH6 soll uns individuelle Unterschiede in
H3K4me3 Markierungen zwischen zwei Wildmausen aufzeigen.

3.1.1 Qualitat der Reads

Die durchschnittlichen Qualitatskennzahlen der Reads aus den beiden Datensatzen ZH1 und
ZH®6 sind sehr ahnlich (3.1 A). Am 3’-Ende der Reads ist eine leichte Abnahme der Qualitat zu
beobachten, wie auch bereits in der Literatur beschrieben wurde [16].

3.1.2 Mapping der Reads

Die Ergebnisse des Mappings mit bowtie sind in Tabelle 3.1 aufgefihrt. Jedes Mapping dau-
erte 32 bis 34 Minuten auf 29 CPUs. In beiden Datensétzen werden durch das Mappen auf
mm10 Uber 100.000 Reads nicht mehr als nicht alignierbar klassifiziert, im Vergleich zum Map-
ping auf mm9. Diese in mm10 alignierbaren Reads tauchen aber nicht in unseren betrachteten
Alignments auf, da sie mehrere Treffer im neuen mm10 Referenzgenom haben und somit als
nicht eindeutig eingeordnet werden. Die Anzahl an Reads mit genau einem Alignment geht bei
einem Mapping auf mm10 statt mm9 um mehrere tausend Reads zurlick, obwohl mm10 3%
mehr Basenpaare enthalt (mm9: 2,65 - 10° Bp. mm10: 2,73 - 10° Bp.).

Tab. 3.1: Ergebnisse der Mappings der Datensatze ZH1 und ZH6 auf die Referenzmausgenome
mm39 (von Juli 2007) und mm10 (von Dez. 2011).

Alignierbarkeit:

Datensatz  Referenz  Anzahl Reads eindeutig  nicht alignierbar nicht eindeutig
ZHA1 mm9 40.172.749 22.112.113 11.237.325 6.823.311
ZH1 mm10 40.172.749 22.108.714 11.122.548 6.941487
ZH6 mm9 40.372.729 23.073.724 10.164.899 7.134.106
ZH6 mm10 40.372.729 23.064.318 10.030.715 7.277.696
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Abb. 3.1: Mittlere Qualitatskennzahl pro Position im Read firr die beiden Datensatze ZH1 und
ZH6. A: Alle Reads. B: Die von bowtie als nicht alignierbar klassifizierten Reads.

Untersuchung der nicht alignierbaren Reads

Uber ein Viertel der Reads aus den Datensatze ZH1 und ZH6 wurden von bowtie als nicht
alignierbar eingeordnet. Ihre Qualitatskennzahlen sind sehr ahnlich (Abbildung 3.1 B) im Ver-
gleich zur Gesamtheit aller Reads (Abbildung 3.1 A). Eine geringe Anzahl Reads weisen eine
durchweg schlechte Qualitat auf, wie man beim Auftragen der Summe der Qualitatskennzahlen
Uber alle 37 Positionen in jedem Read gegen die Haufigkeit erkennen kann (Abbildung 3.2).
Die maximale Qualitatskennzahl liegt bei 40, multipliziert mit 37 Positionen ergibt sich ein Ma-
ximum von 1480. Ein groBer Teil der nicht alignierbaren Reads liegt in einem Bereich nahe die-
ses Maximums. Deshalb kann eine geringe Qualitat nicht der alleinige Grund fiir das ungultige
Alignment sein. Auch unbestimmte Positionen in den Reads (N) scheiden als Grund aus. In-
nerhalb der nicht alignierbaren Reads weisen 98,7% (ZH1) bzw. 99,4% (ZH6) an keiner Po-
sition im Read ein N auf. Der einzige verbleibende Grund fir das Finden keines Alignments
durch bowtie ist die zu groBe Anzahl an Mismatches. Bei ZH1 und ZH6 handelt es sich um
Wildmause, deshalb ist eine bestimmte Anzahl an Mismatches zu erwarten. Im folgenden be-
stimmen wir deshalb zum Vergleich die Anzahl an SNPs der Wildmé&use.

3.1.3 SNP Detektion

In der Literatur sind SNPs von Wildmausen des Mus musculus domesticus Stammes an 21
Loci von ca. 600 Bp Lange untersucht worden [20] [1]. Aus diesen Angaben ergibt sich, dass
im Mittel 0,21% der Positionen einen Polymorphismus aufweisen. Aus den ChlP-Seq Daten
(Abschnitt 2.2.6) ergaben sich fir ZH1 316.356 polymorphe Positionen von 151.177.788 Stellen
auf die insgesamt gemappt wurde. Das entspricht einer Haufigkeit von 0,21%. Bei ZH6 ergeben

32



3.1 Ergebnisse der ChIP-Seq Analyse

A B
o ] o ]
o o
o o
S 7 S 7
Te] Te]
= N = N
g g
[=) | =3 -
2 8 2 8
T S T S
I o - I o -
o o
o o
— _| — _|
o - o;=—<__==mnmm]]]]]]]]]]ﬂ

[ T T I [ T T I
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500

Summe der Qualitdtskennzahlen pro Read Summe der Qualitdtskennzahlen pro Read

Abb. 3.2: Histogramm der Summe Qualitdtskennzahlen der unmappbaren Reads. Das Maxi-
mum liegt bei 37 - 40=1480. A: ZH1. B: ZH6.

sich 334.412 SNPs auf 161.925.114 Positionen und damit ebenfalls eine Haufigkeit von 0,21%.
Die SNPs verteilen sich auf die Chromosomen proportional zur Ladnge der Chromosomen. Der
Korrelationskoeffizient (Spearman) zwischen Lange der Chromosomen und Anzahl an SNPs
ergibt fur ZH1 p=0,88 und fir ZH6 p=0,87.

3.1.4 Ergebnisse der Normalisierung

Bei den in Abschnitt 2.2.4 vorgestellten Méglichkeiten der Normalisierung von ChlP-Seq Daten-
satzen ergeben sich fir ZH1 und ZH6 die in Tabelle 3.2 gegenliber gestellten Werte. Die Anzahl
aller TSS, an denen entweder ZH1 oder ZH6 einen Wert gréBer als Null haben, ist 33.882.
Wenn pro Gen nur eine TSS betrachtet wird, schrumpft diese Zahl auf 12.007. Wir wahlen
folgendes Verfahren, um pro Gen nur eine TSS auszuwahlen: Zunachst wird der Mittelwert aller
TSS Peaks berechnet (MW(ZH1)= 5498,91 und MW(ZH6)=6098,33) und die Peaks werden
mittelwertnormalisiert. Daraufhin wird die Normierte Differenz aller Peaks bestimmt und pro
Gen wird die TSS ausgewahlt, die den gréBten Unterschied reprasentiert.

Die Ergebnisse in Tabelle 3.2 zeigen deutlich, dass diese Auswahl der TSS zu einem Nor-
malisierungsfaktor fiihrt der dem der biologischen Normalisierung sehr nahe kommt. Da die
Normalisierungsfaktoren aber insgesamt alle ungeféhr bei eins liegen, werden wir, auBBer der
Normalisierung auf jeweils den Mittelwert, zwischen den Datensatzen keine weitere Normali-
sierung vornehmen.
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Tab. 3.2: Normalisierungsfaktoren zwischen ZH1 und ZH6.

Methode Wert ZH1 Wert ZH6  Norm.faktor
Technische Normalisierung

# Reads 40.172.749  40.372.729 0,995
# gemappter Reads 22.112.113  23.073.724 0,958
Summe Coverage (vor 2/8) 818.148.181 853.727.788 0,958
Summe Coverage (nach 2/8) 72.274.650 80.596.801 0,897
# Positionen mit Cov.£0 (vor 2/8) 559.593.961 569.991.090 0,982
# Positionen mit Cov.##0 (nach 2/8)  9.073.853 9.877.136 0,919
Normalisierung mit geneCov

Alle ENSMUST 186.313.939 206.623.624 0,902
1 ENSMUST pro Gen 10.988 11.224,2 0,979
Biologische Normalisierung

Gapdh 14.644 14.470 1,012
Sdha 12.547 13.326 0,942
Tbp 5.326 6.142 0,867
Ubc 23.371 24.469 0,955
YWHAZ 14.106 13.362 1,056
Actb 12.446 13.068 0,952
B2m 17.036 16.651 1,023
Rpl13a 18.178 13.286 1,368
Hmbs 8.316 6.411 1,297
Mittelwert 1,052
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3.1.5 Normierte Differenz der Datensatze

Einige Eigenschaften der Normierten Differenz angewendet auf die Datensatzen ZH1 und ZH6
sind in Abbildung 3.3 dargestellt. In Abbildung 3.3 A und C werden alle Peaks flr die Berechnun-
gen beriicksichtigt (Anzahl: 12.005), in Abbildung 3.3 B und D nur die Peaks, an denen beide
Datensatze groBer Null sind (Anzahl: 10.229). In den beiden QQ-Plots der Abbildung (A und
B) sind zur besseren Ubersicht die PeakgroBen bei den Genen AL928915.2 (Norm.Diff.=2,22)
und Cwc22 (Norm.Diff.=7,10) entfernt worden. Eine Annaherung an die Normalverteilung ist flr
die Datenverteilung inklusive aller PeakgrdBen deutlich starker sichtbar, weil nur 66 Genpeaks
auBerhalb des Bereichs zwischen -0,70 und +0,60 liegen. Dieser Bereich ist nach dem QQ-
Plot derjenige, in dem die Verteilung nicht mehr gut durch eine Normalverteilung angenahert
werden kann. Durch ein Weglassen der exklusiven Peaks stimmt die Verteilung der Normierten
Differenz nicht mehr so gut mit einer Normalverteilung Uberein; 599 Gene liegen auBBerhalb des
Bereiches in dem die Quantilen lbereinstimmen.

3.1.6 Vergleich ZH1 mit ZH6

3.1.6.1 Allgemeine Beobachtungen

In Abbildung 3.4 sind die H3K4me3 PeakgrdBen von ZH1 gegen die von ZH6 aufgetragen.
Es wird deutlich, dass auBerhalb der 95% bzw. 99% Quantilen der Normierten Differenz zwi-
schen den PeakgréBen viele exklusive Markierungen liegen (in rot markiert in Abbildung 3.4).
Ihr Anteil im Bereich auBBerhalb des 95% Quantils (griine Linie) betragt 38,7% (233 zu 369
Peaks) und auBerhalb des 99% Quantils (blaue Linien) 43,4% (53 zu 69). Dabei gilt, dass die
PeakgrdfBen der exklusiven Peaks im Vergleich zu allen PeakgréBen gering sind, was durch die
Boxplots in Abbildung 3.5 deutlich zu erkennen ist. Deshalb werden wir zunéchst die exklusiven
Peaks (siehe Abschnitt 3.1.6.2) und anschlieBend die Ubrigen Peaks (siehe Abschnitt 3.1.6.3)
betrachten.
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Abb. 3.3: Normierte Differenz zwischen ZH1 und ZH6. A und C: Alle Peaks. B und D: Ohne
exklusive Peaks. A und B: QQ-Plots der Normierten Differenz zwischen ZH1 und ZH6 gegen
eine Normalverteilung. C und D: Verteilung der Normierten Differenz und Dichtefunktion einer
passenden Normalverteilung.
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exklusiven Peaks. Die Peaks sind normalisiert auf den Mittelwert aller H3K4me3 markierten Ge-
ne. Bei Genen mit mehreren TSS-Annotationen wurde in dieser Abbildung diejenige gewahlt,
bei der der Wert der Normierten Differenz am gréBten ist.
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Abb. 3.5: Verteilung der H3K4me3 PeakgroBen zwischen den exklusiven Peaks und den Peaks,
an denen beide Datensatze Markierungen aufweisen.
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3.1.6.2 Exklusive Peaks

Exklusive Peaks zeichnen sich dadurch aus, dass ein Datensatz an diesem Gen markiert ist
und der andere nicht. In Abbildung 3.6 sind die Markierungen an allen exklusiven Peaks dar-
gestellt. Insgesamt gibt es 485 exklusive ZH1 Peaks und 1291 exklusive ZH6 Peaks. Diesen
exklusiven Peaks stehen 10.231 Peaks gegeniber, an denen beide Datenséatze Markierungen
aufweisen. Jeweils die extremen 5% bzw. 1% sind in der Abbildung grin bzw. blau markiert.
Da in ZH6 fast dreimal so viele Gene exklusiv markiert sind wie in ZH1, liegen auch in den
extremen 5% bzw. 1% knapp dreimal mehr Gene.

Eine KEGG Analyse mit WebGestalt der Gene mit einer mittleren Peakgré3e in den oberen
5% der Verteilung der exklusiven ZH1 Peaks ergibt im Vergleich zu allen Genen im Maus-
genom zwei signifikant (korrigiert: p<0,01) angereicherte funktionelle Einheiten: den PPAR Si-
gnaltransduktionsweg und die neuroaktive Ligand-Rezeptor Interaktion. Ein ahnliches Ergebnis
erhalt man, wenn die Anreicherung gegen die in der Leber markierten Gene analysiert wird.
Wenn die oberen 1% betrachtet werden, ergibt sich noch der PPAR Signaltransduktionsweg als
signifikant angereichert im Vergleich zu allen Genen (korrigiert: p < 10~°) und im Vergleich zu
den ausgewahlten Lebergenen (korrigiert: p < 10~4). Cyp4a14 und Scd1 sind diejenigen Gene
in den oberen 1%, die Teil des PPAR Signalwegs sind. Nach Pdf sind das die zwei h6chsten
exklusiven ZH1 Markierungen (in Abbildung 3.6 mit den Gennamen markiert und in Tabelle 3.3
aufgelistet). Pdf ist der gréBte exklusive Peak im gesamten Datensatz. Abbildung 3.7 zeigt die-
sen exklusiven Peak im UCSC Genome Browser und es wird deutlich, dass in diesem Bereich
des Genoms eine CpG-Insel liegt (grtin in Abbildung 3.7). An den Markierungen von Cyp4ai4
und Scd1 liegen keine CpG-Inseln vor.

Eine KEGG Analyse der exklusiven ZH6 Peaks ergibt keine signifikant angereicherten funk-
tionellen Einheiten. Vier exklusive Peaks des Datensatzes ZH6 ragen heraus (Abbildung 3.6):
Scara5, Npr1, Tmem51 und Slc39a4 (Tabelle 3.3). Darunter liegen zwei exklusive Markierun-
gen parallel zu annotierten CpG-Inseln (Npr1 und Tmem51).

Tab. 3.3: Die gréBten exklusiven Markierungen. Informationen stammen aus UniProt und NCBI.

Daten- Gen Genbezeichnung Funktion Besonderheit
satz
ZH1 Pdf Peptiddeformylase Entfernung von Aldehydgrup- CpG-Insel
pen am Methionin
Cyp4al4 Cytochrome P450 4A14 Ham-Thiolat Monooxygenase
Scd1 Stearoyl-CoA Desaturase 1 Fettsaure-Desaturase
ZH6  Scarab Scavenger receptor class A Ferritin-Rezeptor
member 5
Npr1 Atrial natriuretic ~ peptide Hormonrezeptor CpG-Insel
receptor 1
Tmem51  Transmembrane protein 51 Membranprotein CpG-Insel
SIc39a4  Zinc transporter ZIP4 Zink-Transportprotein
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Abb. 3.6: Uberblick liber die exklusiven Markierungen in den Datensétzen ZH1 und ZH6.
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Abb. 3.7: Aufnahme der exklusiven ZH1 Markierung am Gen Pdf im UCSC Genome Browser
in einem Fenster der GroR3e 2004 Bp zentriert um den TSS ENSMUST00000055316.
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3.1.6.3 Alle Peaks ohne exklusive Peaks

Abbildung 3.8 zeigt ein Streudiagramm der H3K4me3 ChlP-Seq PeakgréBen derjenigen Gene,
die sowohl in ZH1 als auch in ZH6 markiert sind. Dabei handelt es sich um 10.231 Gene.
AuBerhalb der griinen Linien liegen die 5% der Datenpunkte, bei denen die Normierte Differenz
zwischen ZH1 und ZH6 groBer als die 2,5% bzw. 97,5% Quantile ist. Eine KEGG Analyse dieser
Gene gegen alle Mausgene liefert elf signifikant (korrigiert: p<0,001) angereicherte funktionelle
Einheiten. Wenn als Referenz alle in der Leber markierten Gene verwendet werden, gibt es
auf einem Signifikanzniveau von 5% keine Anreicherung. Die beiden funktionellen Einheiten
mit den kleinsten p-Werten sind Cell Adhesion Molecules (korrigiert: p=0,0642) und Circadian
Rhythm (korrigiert: p=0,0856).

Eine KEGG Analyse der Gene, die auBBerhalb des 99% Quantils in Abbildung 3.8 liegen, gegen
alle Gene ergibt zehn funktionelle Einheiten, die signifikant (korrigiert: p<0,05) angereichert
sind. Eine Anderung der Referenz auf alle in der Leber markierten Werte fiihrt wiederum dazu,
dass keine funktionelle Einheit signifikant angereichert ist.

Werden Gene, die in ZH1 stérker markiert sind als in ZH6, in einer KEGG Analyse mit allen
in der Leber markierten Genen verglichen, ergibt sich eine signifikant angereicherte funktionel-
le Einheit (korrigiert: p=0,0031): Cell Adhesion Molecules. Bei der Analyse wurden nur Gene
berlcksichtigt, deren Normierte Differenz gréBer als das 97.5% Quantil sind. Wenn umgekeht
nur diejenigen Gene betrachtet werden, die in ZH6 starker markiert sind als in ZH1, ergeben
sich bei der KEGG Analyse gegenliber allen in der Leber markierten Genen drei signifikant an-
gereicherte funktionelle Einheiten (korrigiert: p<0,05). Alle drei funktionellen Einheiten gehéren
zu den Stoffwechselwegen: Proteasome, Pyrimidine metabolism und Fructose and mannose
metabolism.

Die gréBten Unterschiede zwischen ZH1 und ZH6 bestehen an den in Tabellen 3.4 und 3.5
gelisteten Loci. Die Funktionen der Gene, entnommen aus den Datenbanken NCBI, MG/ und
UniProt, sind vielfaltig. Genomische Informationen beziehen sich auf Besonderheiten der un-
tersuchten Wildmause in Variation der Genkopiezahl (CNV, Copy Number Variations) und be-
kannten genetischen Unterschieden verschiedener Labormaus-Stamme (RFLP, PCRV).

40
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— 99% Quantil
—— 95% Quantil

H3K4me3 PeakgrdBen ZH6
3
|

H3K4me3 PeakgrdBen ZH1

Abb. 3.8: Verteilung aller nicht exklusiven H3K4me3 ChIP-Seq PeakgrdfBen. Innerhalb der blau-
en bzw. grinen Linien liegen 99% bzw. 95% der Datenpunkte. In der Abbildung fehlen neun
Gene, deren PeakgréfBBen groBer als sechs sind (AL837506.1, AL837506.2, AL928915.2, Asl,
Cwc22, Hjurp, mmu-mir-715, SSU_rRNA_5, Trpom8).
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Tab. 3.4: Gene, an denen ZH1 starker markiert als ZH6. CNV: Copy Number Variation. RFPL:
Restriction Fragment Length Polymorphism.

Gen Norm. Funktion Genetische
Differenz Informationen

Cwc22 7,10 mRNA Prozessierung CNV

AL928915.2 2,22 keine Annotation CNV

AL928791.1 1,51 keine Annotation CNV

Asl 1,27 Arginin Biosynthese RFLP(1)

Cyp26at 1,16 Retinsduremetabolismus CpG-Insel

Slc16a1 0,92 Membran-Transportprotein  CpG-Insel

Id1 0,81 Transkriptionsfaktor CpG-Insel

Pnpla7 0,81 Serin Hydrolase

Per2 0,81 Zirkadianer Rhythmus CpG-Insel

Akap13 0,81 Bindet Proteinkinase A

Tpst1 0,80 Tyrosine Sulfation CpG-Insel

Tab. 3.5: Gene, an denen ZH6 starker markiert als ZH1. CNV: Copy Number Variation. RFPL:
Restriction Fragment Length Polymorphism. PCRV: Polymerase Chain Reaction Variation.
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Gen Norm. Funktion Genetische Informa-
Differenz tionen

Nrid1  -1,16 Steroidhormonrezeptor

Cpne8 -0,92 evtl. Membrantransportprotein CpG-Insel

Mt2 -0,90 Bindung von Schwermetallen, PCR(4), RFLP(1),
Entgiftung CpG-Insel

Ctsa -0,86 Proteolyse RFLP(1), CpG-Insel

Ptk2b  -0,86 Proteinphosphorylierung

1r1 -0,83 Regulation von PCR(1), RFLP(3)
Entziindungsreaktionen

Neurl2 -0,80 Intrazellulare Signaltransduktion CpG-Insel




3.1 Ergebnisse der ChIP-Seq Analyse

3.1.6.4 Alle H3K4me3 Peaks im Vergleich

Wir wollen nun alle H3K4me3 Peaks, egal ob sie exklusiv sind oder nicht, gemeinsam betrach-
ten. Dabei unterscheiden wir zwischen Genen, an denen ZH1 starker markiert ist als ZH6 und
dem umgekehrten Fall. Abbildung 3.9 zeigt ein Histogramm der Normierten Differenzen zwi-
schen ZH1 und ZH6. In griin markiert sind die Bereiche, in denen die 5% gréBten Unterschiede
liegen. Da die Normierte Differenz ein unsymmetrisches Differenzmaf ist, finden sich die Ge-
ne, an denen ZH1 starker markiert ist als ZH6, am rechten Ende der Verteilung. Die Gene, die
in ZH1 weniger stark markiert sind als in ZH6, liegen am linken Rand.

Die Ergebnisse einer KEGG Analyse der Gene, an denen ZH1 hoch markiert ist, sind in Tabelle
3.6 aufgezeigt. Dabei werden nur Gene betrachtet, die im oberen 2,5% Bereich der Verteilung
der Normierten Differenz liegen (Norm.Diff > 0,36). Es fallt auf, dass in diesem untersuchten
Datensatz viele Gene liegen, die in metabolischen Einheiten auftauchen. Dabei sind innerhalb
der angereicherten funktionellen Einheiten immer wieder dieselben Gene zu finden, die zu die-
ser funktionellen Einheit und gleichzeitig zu den in ZH1 héher markierten Genen gehéren. Be-
sonders groBe Uberlappungen gibt es zwischen dem Pyrimidin- und dem Purinmetabolismus.
Sieben der 99 bzw. 168 Gene dieser funktionellen Zusammenhéange tauchen in dem untersuch-
ten Datensatz auf, davon stimmen flinf miteinander Uberein. Auch in den funktionellen Einheiten
bei Krebs und dem TGF-beta Signaltransduktionsweg gibt es zwei Uberlappende Gene: Myc
und Tgfbr2.

Gene, die in ZH6 starker markiert sind als in ZH1, liegen nicht in metabolischen Zusam-
menhangen. In den Ergebnissen der KEGG Analyse in Tabelle 3.7 tauchen hingegen funktio-
nelle Einheiten auf, die an der Immunantwort einer Zelle beteiligt sind oder die den Zellzyklus
regulieren.

Insgesamt ist zu beachten, dass die Anzahl an Genen, die in den genannten funktionellen
Einheiten und gleichzeitig im betrachteten Datensatz liegen, gering ist im Vergleich zu allen
Genen dieser Kategorien. Es gibt keine funktionelle Einheit, in dem ein GroBteil der Gene
zwischen den Mausen ZH1 und ZH6 unterschiedlich markiert ist. Trotzdem hilft die Betrachtung
der funktionellen Einheiten dabei, die ungleich markierten Gene in einen Zusammenhang zu
stellen.
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Abb. 3.9: Histogramm der Normierten Differenz zwischen ZH1 und ZH6. Markiert sind die ex-
klusiven Peaks: in grau ZH1 und in schwarz ZH6. AuBBerdem sind diejenigen Bereiche markiert,
in denen 95% (griin) bzw. 99% (blau) der Werte liegen.
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UCSC Genome Browser on Mouse July 2007 (NCBI37/mm9) Assembly
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Abb. 3.10: Ausschnitt aus dem UCSC Browser Track des Datensatzes ZH6 am Gen Gapdh.
In hellgriin ist der 2532 Bp lange exakte Peak markiert, in dunkelgriin der 2000 Bp lange TSS
Peak und in braun das 103 Bp lange Amplicon-Fenster.

3.2 Validierung der ChIP qPCR Methode fiir Wildmause

3.2.1 Normalisierung

Die Normalisierung in einem gqPCR Experiment ist kritisch. In der Literatur werden verschie-
dene Maéglichkeiten der Normalisierung beschrieben (siehe Abschnitt 2.5.2). Laut [61] sind
mindestens drei Housekeping-Gene geniligend firr eine akkurate Normalisierung. Da die An-
zahl an messbaren Loci in unserem qPCR Experiment begrenzt ist (15), verwenden wir als
Housekeeping-Gen nur Gapdh. Da dies nach [61] nicht ausreicht, kann auch der Mittelwert aus
allen 15 Messungen benutzt werden. Um zu testen, ob dieses sinnvoll ist, vergleichen wir eine
Normalisierung auf das Housekeeping-Gen Gapdh mit einer Normalisierung tber den Mittel-
wert aller 15 Loci mit Hilfe von ChIP-Seq Daten.

In der gPCR wird nur ein begrenzter Bereich von etwa 80 bis 160 Basenpaaren amplifiziert,
das Amplicon-Fenster. Nur Uber diesen Bereich im Genom kann eine Aussage getroffen wer-
den. Hingegen geben ChIP-Seq Daten die Mdglichkeit, die Verteilung der Histonmarkierungen
Uber das gesamte Genom zu betrachten und damit einen exakten Peak pro Gen zu bestim-
men. Die exakten Peaks haben flr die hier verwendeten Gene eine Lange von etwa 1000 bis
4000 Basenpaare. Da es schwierig ist fir alle Gene einen exakten Peak zu bestimmen, be-
trachten wir in der automatisierten Analyse der ChlP-Seq Daten 2000 Bp grof3e symmetrische
Fenster um TSS, die TSS Peaks. Ein Beispiel fur den Zusammenhang zwischen einem exakten
Peak, einem TSS Peak und einem Amplicon-Fenster ist in Abbildung 3.10 fir das Gen Gapdh
dargestellt.

Um zu Uberprifen, inwieweit die in der gPCR amplifizierten Bereiche des Peaks mit dem ex-
akten Peak Ubereinstimmen, vergleichen wir in Abbildung 3.11 die Auswirkungen der Normali-
sierung auf das Housekeeping-Gen Gapdh (3.11 A) mit der Normalisierung tber den Mittelwert
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Abb. 3.11: Zusammenhang zwischen dem ChIP-Seq Signal im Amplicon-Fenster der 15 in der
gPCR untersuchten Gene und dem exakten TSS Peak im ChIP-Seq Signal dieser Gene am
Beispiel des H3K4me3 Datensatzes von ZH6. A: Normalisierung Gapdh. B: Normalisierung
Mittelwert.

der 15 in der gPCR untersuchten Gene (3.11 B). Die x-Achse gibt jeweils die normalisierten
Werte im Bezug auf den exakten Peak an und die y-Achse in Bezug auf das Amplicon-Fenster.
Die graue Linie entspricht der Ursprungshalbgeraden mit Steigung eins. Lagen alle Punkte auf
dieser Linie, gabe es eine perfekte positive Korrelation zwischen dem Wert im Amplicon-Fenster
und der GroBe des exakten Peaks.

Ein unterschiedliche Normalisierung verandert die Korrelation zwischen den x- und y-Werten
nicht, da der Korrelationskoeffizient invariant gegenliber Skalierungen ist. Dieser ist fir die Be-
rechnung nach Pearson bei p =0,76 fur den Datensatz ZH6 und bei p =0,73 fir den Datensatz
ZH1 (nicht gezeigt). Hingegen andert sich die Steigung einer linearen Regressionsgeraden
durch die Punkte: beim Datensatz ZH6 von 0,68 (Gapdh) auf 1,01 (Mittelwert) und im Daten-
satz ZH1 von 0,80 (Gapdh) auf 0,99 (Mittelwert).

Da sich die Steigung einer linearen Regressionsgeraden durch eine Normalisierung Uber den
Mittelwert naher an eins bewegt und sich dadurch die Werte, die eine Analyse mit einer gPCR
im Amplicon-Fenster ergeben, leichter mit einem TSS Peak vergleichen lassen, verwenden wir
im Weiteren diese Normalisierung.
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Abb. 3.12: QPCR Standardkurven fiir die 15 verwendeten Primerpaare jeweils aus den Mittel-
werten der vier untersuchten Mause berechnet (zwei BI6 und zwei Wildmause).

3.2.2 Ergebnisse der experimentellen Bestimmung der Primereffizienz

In Abbildung 3.12 ist das Ergebnis der experimentellen Bestimmung der Primereffizienz darge-
stellt. Abgebildet sind gPCR Standardkurven, die den Zusammenhang zwischen dem dekadi-
schen Logarithmus der eingesetzten DNA Konzentration auf der x-Achse und den gemessenen
Ct-Werten auf der y-Achse beschreiben. Durch die drei Messpunkte wurde mit Hilfe eines linea-
ren Modells eine Regressionsgerade gelegt. Bei Primern, die eine konstante Effizienz von zwei
Uber einen groBen Konzentrationsbereich haben, liegen alle gemessenen Punkte im einfach
logarithmischen Graph auf einer Geraden mit einer Steigung von -3,32.

Dies zeigt sich bei allen Primern in Abbildung 3.12 A. Bei ihnen wurde mit Hilfe der Gleichun-
gen 2.5 und 2.6 eine Primereffizienz von ungefahr zwei berechnet (1,979 bis 2,182). Unter-
schiede der Regressionsgeraden kann man in den y-Abschnitten entdecken. Sie sind parallel
zu héheren oder niedrigeren Ct-Werten verschoben. Das hat keinen Einfluss auf die Effizienz
des Primers. Da wir mit %Input Werten weiterrechnen, wirkt sich der Unterschied zwischen den
zum Beispiel konstant héheren Ct-Werten von Pparg im Vergleich zu CD36 nicht mehr aus.

Ist die Steigung in einer gPCR Standardkurve hingegen gréBer als -3,32, ist die Effizienz des
Primers gréBer als zwei. Abbildung 3.12 B zeigt diese Kurven der beiden Primer, deren Effizi-
enzen von zwei abweichen. Die Regressionsgeraden durch die drei Messwerte sind deutlich
flacher als die der Referenz Gapdh, die in grau abgebildet ist. Diese Steigungen wiirden zu
Primereffizienzen von 2,405 fiir Slc27a5 bzw. 2,428 flir Acox2 flihren. AuBerdem liegen die drei
Messwerte nicht exakt auf den Regressionsgeraden, wie es fiir die Primer in Abbildung 3.12 A
der Fall ist. Werden hingegen nur die Messwerte 20% und 2% verwendet, um eine Regres-
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sionsgerade zu zeichnen (gestrichelte Linien in Abbildung 3.12 B), ergeben sich Steigungen,
die néher an der Referenzsteigung von Gapdh sind. Diese Steigungen entsprechen Primeref-
fizienzen von 2,092 fur Slc27a5 und von 2,175 fiir Acox2. Bei gréBeren Verdiinnungen scheint
in diesem Fall die Messung nicht linear zu verlaufen, was wir auch bei der Datenerhebung
beachten missen.

Es gibt keine Unterschiede zwischen den Primereffizienzen fir die Bl6 Mause im Vergleich
zu den untersuchten Wildmausen. Im Weiteren verwenden wir deshalb zur Berechnung der
Anreicherung Uber den Input eine Primereffizienz von zwei fur alle Primer. Da bei Slc27a5 und
Acox2 unsere experimentellen Ct-Werte zwischen den 20% und 2% Werten des Primereffizienz
Tests liegen, rechnen wir auch fiir diese Primer mit Effizienzen von zwei.

3.2.3 Ergebnisse der Gelelektrophorese
Kontrolle der Amplifikationsreaktion der qPCR

Zur Uberpriifung der gPCR Reaktion wurde eine Gelelektrophorese des PCR Produkts durch-
gefuhrt. Dazu wurden Input Proben verwendet. Es gibt einen deutlichen Zusammenhang zwi-
schen der jeweiligen Ampliconlange, die sich aus der Reaktion der jeweiligen Primerpaare
ergibt, und der im Gel zuriickgelegten Strecke, wie anhand der Wildmaus H11_50 gezeigt wird
(Abbildung 3.13). In der Kontrollprobe (vorletzte Spur) ist wie erwartet keine Bande zu erken-
nen. Das Ergebnis einer BI6 Maus ist vergleichbar (nicht gezeigt). Die Helligkeit der Banden
hat keine Aussagekraft, da ungleichmaBig pipettiert wurde.

1500 B 000 Bp

850 Bp 2000 Bp
400 Bp 850 Bp
200 Bp 400 Bp
50 Bp 100 Bp

Abb. 3.13: 2% Gel des qPCR Produkt der Input Probe der Wildmaus H11_50.
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Die qPCR Platte einer Wildmaus

Abbildung 3.14 zeigt die Gelelektrophorese (2% Agarosegel) der gPCR Produkte von Probe
H11_.50. Pro verwendetem Primerpaar sind in vier nebeneinander liegenden Taschen jeweils
die 2% Input Probe gefolgt von der Immunoprazipitation mit den Antikérpern H3K4m3 und
H3K27ac aufgetragen worden. Die jeweils vierte Spur zeigt das Ergebnis der Amplifikation mit
dem unspezifischen Antikdrper. Am rechten und linken Rand ist eine DNA Leiter aufgetragen
mit den Stufen 50, 200, 400, 850 und 1500 Bp. Alle Proben zeigen einen Schleier bzw. einen
Schatten im niedrigmolekularen Bereich (<50 Bp). Da dieser Schleier unabhangig von der
Probe und auch bei der Kontrollmessung auftritt, ist davon auszugehen, dass er unsere weite-
re Analyse nicht beeinflusst. Bei einigen Primerpaaren ist eine deutliche Bande bei allen vier
Spuren zu erkennen, beispielsweise bei Gapdh, Fasn, Nr3c1 oder Serpina6. Die zum unspezi-
fischen Antikdrper gehdrende Spur, die jeweils vierte Spur pro Primer, ist manchmal schwacher
ausgepragt, das heif3t, es liegt eine geringere Anzahl an amplifizierten DNA Stiicken vor. Bei-
spiele hierflr sind Insig2 und Plin5. Prinzipiell schwéachere Banden zeigen CD36 und Cyp4ai4.
Bei Slc27a5 ist besonders aufféllig, dass die Probe des unspezifischen Antikdrpers eine zweite
niedrigmolekulare Bande aufweist, die stérker ist als die Bande, die auf der selben H6he wie
die der 2% Input Probe liegt. Bei Acox2 ist eine zweite Bande bei allen vier Spuren deutlich zu
erkennen. Obwohl dieses Primerpaar bei der in silico PCR ein eindeutiges Produkt liefert, gibt
es bei Acox2 nach der gPCR ein zweites Amplifikat. Das Experiment mit den gPCR Produkten
einer BI6 Maus lieferte vergleichbare Ergebnisse (nicht gezeigt).

Abbildung 3.15 zeigt noch einmal die Amplifikationsprodukte von Acox2 im Vergleich mit Gapdh,
Slc27ab5, Igfbp2 und Serpina6. Das zweite Amplifikat von Acox2 tritt konsistent auf. Bei Slc27a5
ist ein &hnlicher Effekt zu beobachten, allerdings deutlich schwacher ausgepragt.
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3.2.4 Die Triplikate in der gPCR Analyse

In der gPCR messen wir jeweils in Triplikaten an 15 Loci die Ct-Werte von vier unterschiedlich
behandelten Proben einer Maus. In Abbildung 3.16 sind alle gemessenen Ct-Werte der Maus
H18_66 aufgetragen. Der Input (grau) ist die Messung des Chromatins vor der Immunoprazi-
pitation, H3K4me3 und H3K27ac sind die immunoprazipitierten Proben und der unspezifische
Antikdrper ist eine Blindprobe. Die Varianz innerhalb der Triplikate ist insgesamt sehr gering.

Niedrige Ct-Werte bedeuten eine hohe DNA Anreicherung. Die niedrigsten Werte gehéren zu
den Triplikaten der Immunoprazipitation mit dem Antikdrper H3K4me3 mit Ausnahme des Locus
CD36. Pparg und Sqle zeigen hier ebensfalls eine schwachere Anreicherung.

Die Ct-Werte der Immunoprazipitation mit dem Antikérper H3K27ac liegen deutlich héher, und
zwar Uber den Input Werten, aber unter den Messwerten des unspezifischen Antikrpers. Die
Anreicherung ist insbesondere bei Pparg und Sqle sehr schwach, weil die Ct-Werte sehr nahe
an denen des unspezifischen Antikdrpers liegen. Die beste Anreicherung finden wir bei Acox2.
Bei diesem Primer ist auch der Wert des unspezifischen Antikérpers sehr niedrig.

Die Ct-Werte der Immunoprazipitation mit dem unspezifischen Antikérper liegen deutlich héher
als die der DNA enthaltenden Proben. Vergleichsweise niedrige Werte ergeben sich bei Acox2
und CD36. Die Varianz der Triplikate der Blindprobe ist bei manchen Primern vergleichswei-
se hoch. Der mit dem Pfeil gekennzeichnete Messwert bei Slc27a5 ist ein Beispiel fir einen
seltenen Ausreif3er; solche werden bei den weiteren Berechnungen ausgeschlossen.

Die Relationen der Ct-Werte untereinander sind in den anderen Datensatzen ahnlich zu Ab-
bildung 3.16. Einen Uberblick Giber alle Ct-Werte gibt Abbildung 3.17, bei der der Mittelwert
der Ct-Werte pro Primer (ber alle 24 analysierten Wildmause berechnet wurde. Pro Immuno-
prazipitation und fir den Input ist ein Boxplot Uber die Mittelwerte der 15 Primer abgebildet.
Die Primer Acox2, Sqle, Pparg und CD36 sind jeweils hervorgehoben. Auch hier ist zu erken-
nen, dass der niedrigste Ct-Wert meist zur H3K4me3 Anreicherung gehort, die Ct-Werte des
Inputs folgen und schlieBlich H3K27ac und der unspezifische Antikérper die héchsten Ct-Werte
liefern. Das bedeutet, dass in der H3K4me3 Immunoprazipitation eine deutliche Anreicherung
gegentber der genomischen DNA stattfindet, wahrend der H3K27ac Antikérper im Vergleich
zur Blindprobe nur schwach anreichert. Am Locus CD36 liegt der Input unter dem H3K4me3
Wert. Im Vergleich zu den anderen Loci scheint die Histonmarkierung hier sehr gering zu sein.
Theoretisch sollte der Input Wert pro Praparation fir alle Primer gleich sein. Die geringen
Schwankungen zeigen die technische Variabilitdt der Methode. Deshalb verrechnen wir bei
der Auswertung die Ct-Werte der Immunoprazipitationen mit den jeweiligen Input Ct-Werten
durch die %Input Methode.
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Abb. 3.16: Triplikate der gPCR Ergebnisse der Maus H18_66. Als unspezifischer Antikérper
wurde Rabbit IgG verwendet. Der mit dem Pfeil gekennzeichnete Messwert ist ein Ausrei3er im
entsprechenden Triplikat.

3.2.5 Die Input Ct-Werte

Da der Vergleich zwischen den Mausen mit Hilfe der %Input Werte ermdglicht wird, analy-
sieren wir zur Methodenvalidierung auch die Input Ct-Werte der verschiedenen Messungen.
Abbildung 3.18 A untersucht die Streuung der Input Ct-Werte vom mittleren Input Ct-Wert pro
Maus fUr jedes Primerpaar. Pro Maus wurde ein mittlerer Input Ct-Wert aus den 15 verschie-
denen Primerergebnissen bestimmt. Aufgetragen ist der Input Ct-Wert an einem bestimmten
Primer minus diesen Mittelwert. In blau sind die Mause aus Haus 11, in grin die Mause aus
Haus 18 und in rot die Mause ohne Hauszugehdrigkeit markiert. Die drei Gruppen verhalten
sich Uber alle Primer hinweg sehr &hnlich. Pparg hat sehr hohe Ct-Werte, sie liegen ein bis zwei
Einheiten Uber dem Mittelwert der anderen Primer. Die Ct-Werte von Acox2 hingegen liegen
knapp einen halben bis einen Ct-Wert unterhalb des Durchschnitts. Die Varianz innerhalb der
Primer ist ahnlich, nur bei Slc27a5 und Acox2 sind AusreiBer zu beobachten. Insbesondere
bei Slc27a5 fallt auf, dass drei Werte von Mausen ohne Hauszugehorigkeit kleiner sind. Diese
Werte sind aber immer noch in einer GréBenordnung, die vergleichbar mit anderen Primern
ist. Der untere Ausreif3er der Mausen ohne Hauszugehdrigkeit bei Acox2 entspricht keinem der
unteren AusreiBBer bei Slc27a5.
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Abb. 3.17: Mittlere Ct-Werte Uber alle Messungen pro in der qPCR verwendeten Primer.

Die DNA Konzentration im Chromatin beeinflusst die Ct-Werte. Deshalb berechnen wir aus
den DNA Konzentrationsmessungen (Abschnitt 2.3.3) ein Verdinnungsverhaltnis, um im Expe-
riment die DNA Konzentration auf einen konstanten Wert von 1ug pro Probe einstellen. Unge-
nauigkeiten in der Messung fihren zu unterschiedenlichen Ct-Niveaus verschiedener Proben.
Drei Beispiele dafir sind in Abbildung 3.18 B dargestellt. In dieser Grafik sind die unnormierten
Input Ct-Werte pro Primer aufgetragen. Prinzipiell verlaufen die drei Kurven sehr &hnlich mit
einem Maximum bei Pparg und einem Minimum bei Acox2, aber sie sind parallel zu héheren
oder niedrigeren Ct-Werten verschoben.

In Abbildung 3.18 C ist die GréBe des Amplicons pro Primer aufgetragen. Man kdénnte vermu-
ten, dass ein gréBeres Amplicon-Fenster zu einer starkeren Fluoreszenz flihrt, da sich mehr
SYBR Green Molekiile einlagern kdnnten. Eine starkere Fluoreszenz misste dann zu nied-
rigeren Ct-Werten flihren. Dieser Zusammenhang ist nicht gegeben. Nr3c1 hat das kleinste
Amplicon-Fenster und Fasn das gréBte, und bei beiden liegen die Input Ct-Werte ziemlich ge-
nau im Mittel aller Input Ct-Werte. Unsere Messungen sind damit unabhangig von der Lange
des Amplicons.
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Abb. 3.18: Vergleich der Schwankungen der Input Messwerte mit dem Amplicon-Fenster.
A: Input-Werte der einzelnen Datensatze an den 15 Primern jeweils im Vergleich zum Mit-
telwert aller Input-Werte einer Maus. B: Der Verlauf unnormierter Input Ct-Werte am Beispiel
von drei Mausen. C: Lange des Amplicons der verschiedenen Primer in Basenpaaren.
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Abb. 3.19: H3K4me3 Anreicherung gegenuber dem Input Signal, normiert auf den Mittelwert pro Maus. Jede Maus ist pro Locus durch einen
Punkt reprasentiert. Mause, die an einem oder mehreren Primern auffallen, sind mit ihrer ID gekennzeichnet.
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3.3 Ergebnisse des ChIP qPCR Experiments

3.3.1 Grafische Darstellung der qPCR Ergebnisse
3.3.1.1 H3K4me3 Anreicherung

Abbildung 3.19 zeigt die Verteilung der H3K4me3 Anreicherung der 24 analysierten Mause an
den 15 untersuchten Loci. Jede Maus wird pro Primer durch einen Punkt dargestellt. Die meis-
ten Datenpunkte streuen mit einer Standardabweichung von 0,16 um die Mittelwerte. Ausrei-
Ber beobachten wir innerhalb von Haus 18 und innerhalb der Mause ohne Hauszugehdrigkeit.
Diese sind in der Abbildung mit ihrer Identifikationsnummer markiert. Zum Beispiel taucht die
Maus H18_57 an fiinf Loci als niedrigster oder héchster Wert auf. Das bedeutet, dass bei dieser
Maus die untersuchten Genbereiche im Vergleich mit den anderen Mausen sehr unterschiedlich
markiert sind. In der Gruppe der Mause ohne Hauszugehdrigkeit fallt die Maus 2frei_41 dreimal
durch extreme Werte auf. Die anderen extremen Markierungen gehéren zu unterschiedlichen
Mausen.

Als Erstes wollen wir die H3K4me3 Anreicherung aller 24 Datensatze gemeinsam betrachten.
Da wir erwarten, dass die Mause, die im selben Haus lebten, nédher miteinander verwandt sind,
als mit den anderen Mausen, vergleichen wir anschlieBend die drei Gruppen Haus 11, Haus 18
und ohne Hauszugehdrigkeit.

Einen hohen Mittelwert haben Gapdh (MW=1,60) und Insig2 (MW=1,48; Tabelle 3.8). Das
bedeutet, Gapdh und Insig2 sind im Vergleich zu den anderen untersuchten Genen in dem
verwendeten Amplicon-Fenster am starksten mit H3K4me3 markiert. Den niedrigsten Mittel-
wert und die kleinste Varianz hat CD36 (MW=0,15; sd=0,02). Deshalb kénnte CD36 bei allen
Mausen gar nicht markiert sein. Bei Cyp4a14 scheint es unmarkierte und markierte Proben zu
geben. Dementsprechend liegt der Mittelwert von Cyp4ai4 sehr niedrig (MW=0,50), aber die
Varianz (sd=0,36) ist die groBte.

Tab. 3.8: H3K4me3 Anreicherung: Extreme Werte der Mittelwerte (MW) und Standardabwei-
chungen (sd).

GréBter Wert ZweitgroBter Wert  Zweitkleinster Wert  Kleinster Wert
MW (alle 24) Gapdh: 1,60 Insig2: 1,48 Cyp4a14: 0,50 CD36: 0,15
sd (alle 24) Cyp4ai14:0,36 Nr3c1:0,21 Acox2: 0,11 CD36: 0,02
MW: Haus 11 Gapdh: 1,47 Insig2: 1,46 Acox2: 0,74 CD36:0,14
MW: Haus 18 Gapdh: 1,63 Insig2: 1,51 Acox2: 0,71 CD36: 0,15
MW: ohne Haus Gapdh: 1,68 Nr3c1: 1,49 CD36: 0,17 Cyp4al4:0,16
sd: Haus 11 Cyp4ai4:0,33 Plin5: 0,20 Ppara: 0,04 CD36: 0,02
sd: Haus 18 Cyp4a14:0,30 Nr3c1:0,26 Fasn: 0,07 CD36: 0,02
sd: ohne Haus Pparg: 0,25 Insig2: 0,17 Cyp4a14: 0,09 CD36: 0,02
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Abb. 3.20: Anreicherung der H3K27ac Markierung verglichen mit dem Input Wert, normalisiert auf den mittleren Wert pro Maus. Besonders
hohe oder niedrige Werte sind mit der ID der entsprechenden Maus gekennzeichnet.
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Bei Betrachtung der einzelnen Gruppen finden wir Unterschiede in der Rangfolge bei der
zweith6chsten Markierung. Fur die Mause aus Haus 11 und 18 ist diese Insig2, aber fir die
Mause ohne Hauszugehoérigkeit ist diese Nr3c1 (exakte Werte siehe Tabelle 3.8). Auch die
Markierungen bei den zweitkleinsten Werten clustern nach experimentellen Gruppen. Diese
liegen fiir die Mause aus Haus 11 bei Acox2 (MW=0,74) und fir die Mause aus Haus 18 und
flr die Mause ohne Hauszugehdrigkeit bei Cyp4a14 (MW=0,56 bzw. MW=0,16).

Die Standardabweichung der Mause aus Haus 18 ist gréBer als diejenige der anderen beiden
Gruppen. Sie liegt im Mittel Gber die 15 Loci bei 0,16 im Vergleich zu 0,12 bzw. 0,13 fir die
Mause aus Haus 11 bzw. die Mause ohne Hauszugehdérigkeit. Allerdings flihrt ein Weglassen
der Maus H18_57, die an funf Loci einen extremen Wert annimmt, bei der Berechnung der
Standardabweichung zu einem vergleichbaren Wert (sd=0,13).

Eine besonders kleine Varianz kann man fir die Mause aus Haus 18 bei Fasn beobachten
(sd=0,07). Eine &hnlich kleine Standardabweichung liegt bei den Mausen ohne Hauszugehdrig-
keit beim Gen Slc27a5 (sd=0,09). Bei Ppara fallt auf, dass die Varianz innerhalb der Mause aus
Haus 11 extrem gering ist (sd=0,04). Die gréBte Varianz haben die Mause aus Haus 11 und 18
bei Cyp4a14. Bei den Mausen ohne Hauszugehdrigkeit tritt diese bei Pparg auf (sd=0,25).

Die H3K4me3 Anreicherung am Gen Cyp4a14 unterscheidet sich zwischen den Gruppen. Die
Mause ohne Hauszugehdrigkeit sind nur sehr gering markiert (MW=0,16; sd=0,09). Die Mause
aus den Hausern 11 und 18 weisen einen héheren Mittelwert (MW=0,77 bzw. MW=0,56) und
eine gréBere Varianz (sd=0,33 bzw. sd=0,30) auf. Das bedeutet, dass die H3K4me3 Anrei-
cherung an diesem Genbereich bei den Mausen aus den Hausern 11 und 18 deutlich starker
ausgepragt ist als bei den Mausen ohne Hauszugehdrigkeit.

3.3.1.2 H3K27ac Anreicherung

In Abbildung 3.20 sind die H3K27ac Anreicherungen dargestellt. Auch hier wird jede Maus pro
Gen durch einen Punkt repréasentiert, dessen Farbe die Zugehdrigkeit zu einer der Gruppen
Haus 11, Haus 18 oder ohne Hauszugehorigkeit beschreibt. Punkte, die durch ihre Lage im
oberen oder unteren Spektrum auffallen, sind mit der Indentifikationsnummer der zugehdrigen
Maus markiert. In vier Fallen ist Maus H18_52 ein AusreiBBer. Ansonsten sind keine Auffalligkei-
ten festzustellen.

Zunachst betrachten wir alle 24 Datensatze gemeinsam, dann unterteilen wir die Mause nach
ihrer Gruppenzugehdrigkeit.

Die gréBten Markierungen (ber alle 24 Mause hinweg finden sich bei Acox2 (MW=1,96) und
Slc27a5 (MW=1,88), die kleinsten bei Pparg (MW=0,53) und Igfbp2 (MW=0,58; Tabelle 3.9).
Bei Igfop2 ist die Variabilitit am geringsten (sd=0,10). Ahnlich kompakt sind die Werte bei
Gapdh (sd=0,12). Die gréte Streuung zeigen Plin5 und Slc27a5 (sd=0,23 bzw. sd=0,22).

Wenn nun die Gruppenzugehdérigkeiten mit betrachtet werden, ergeben sich keine Auffallig-
keiten in den Mittelwerten. Bei der Variablitat innerhalb der Gruppen ergibt sich ein anderes
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Bild. Insgesamt haben die Mause aus Haus 18 im Mittel eine gréBere Varianz (sd=0,16) als die
Mause aus Haus 11 und die Mause ohne Hauszugehdrigkeit (beide sd=0,13). Der Grund fir die
erh6hte Varianz der Mause aus Haus 18 gréBer ist, dass Maus H18_52 an vier Genbereichen
einen Ausrei3er darstellt. Wenn Maus H18_52 bei Berechnung der gruppeninternen Standard-
abweichungen weggelassen wird, ergibt sich auch hier ein mittlerer Wert von 0,13. Die Mause
aus Haus 11 zeigen bei Cyp4ai14 die groBte Standardabweichung (sd=0,25) und bei Slc27a5
die zweitgroBte (sd=0,18). Hingegen haben die Mause aus Haus 18 bei Plin5 die groBte Varianz
und bei Serpinab die zweitgroBte (sd=0,24 bzw. sd=0,21). Die Mause ohne Hauszugehdrigkeit
sind an den Loci SIc27a5 und Plin5 am variabelsten (sd=0,30 bzw. sd=0,17). Die kleinste Va-
rianz haben die Mause aus Haus 11 bei Nr3c1 (sd=0,07). Die Mause aus Haus 18 sind am
Locus Igfbp2 am kompaktesten (sd=0,09). Fasn ist der Genbereich, in dem die Mause ohne
Hauszugehdrigkeit die kleinste Standardabweichung zeigen (sd=0,07).

Auffallig ist in diesem Datensatz insbesondere die hohe Varianz der Mause ohne Hauszugeho-
rigkeit am Locus Slc27a5. Die Standardabweichung ist dort mit 0,30 fast doppelt so hoch wie
bei dem Gen mit der zweitgréBten Variabilitat (Plin5 mit sd=0,17).

Tab. 3.9: H3K27ac Anreicherung: Extreme Werte der Mittelwerte (MW) und Standardabwei-
chungen (sd).
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GroBter Wert ZweitgroBter Wert  Zweitkleinster Wert  Kleinster Wert

MW (alle 24) Acox2: 1,96 Slc27a5: 1,88 Igfbp2: 0,58 Pparg: 0,53
sd (alle 24) Plin5: 0,23 Slc27a5: 0,22 Gapdh: 0,12 Igfbp2: 0,10
MW: Haus 11 Acox2: 1,93 Slc27a5: 1,91 Igfbp2: 0,60 Pparg: 0,55
MW: Haus 18 Acox2: 1,92 Slc27a5: 1,90 Igfbp2: 0,53 Pparg: 0,45
MW: ohne Haus Acox2: 2,01 Slc27a5: 1,83 Igfbp2: 0,62 Pparg: 0,62
sd: Haus 11 Cyp4al4:0,25 Slc27a5:0,18 Sqgle: 0,08 Nr3c1: 0,07
sd: Haus 18 Plin5: 0,24 Serpina6: 0,21 Pck1:0,12 Igfbp2: 0,09
sd: ohne Haus Slc27a5: 0,30  Plin5: 0,17 Gapdh: 0,09 Fasn: 0,07
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3.3.1.3 Vergleich H3K4me3 mit H3K27ac Anreicherung

H3K4me3 und H3K27ac sind beides Markierungen, die mit aktiver Transkription assoziiert wer-
den [63] [38]. Interessanterweise zeigen sich im Vergleich der Abbildungen 3.19 und 3.20 einige
Unterschiede. Da beide Datensatze pro Maus (iber den Mittelwert aus allen 15 Loci normalisiert
wurden, kénnen wir die einzelnen Werte miteinander vergleichen.

Der Locus mit dem gréBten Mittelwert der H3K4me3 Anreicherung ist Gapdh (MW=1,60),
wahrend er bei H3K27ac unterdurchschnittlich markiert ist (MW=0,68). Dagegen sind Acox2
und Slc27a5 die hdchsten H3K27ac Markierungen (MW=1,96 bzw. MW=1,88) und tauchen bei
den H3K4me3 Markierungen nur im mittleren Bereich auf (MW=0,73 bzw. MW=1,29). Anders
als bei der H3K4me3 Markierung fallt CD36 bei H3K27ac nicht als unmarkiert auf (MW=0,15
bzw. MW=0,81). Die Spanne der H3K27ac Anreicherung ist im Allgemeinen nach oben ver-
schoben. Sie reicht von im Mittel 0,53 (Pparg) bis 1,96 (Acox2). Betrachtet man die experi-
mentellen Gruppen, liegen die Standardabweichungen bei beiden Markierungen in einem sehr
ahnlichen Bereich: die Mause aus Haus 18 zeigen in beiden Fallen eine leicht héhere Vari-
anz (sd=0,16), wahrend die anderen beiden Mausgruppen im Mittel in beiden Datensatzen nur
eine Varianz von 0,13 haben. Die H3K4me3 Daten zeigen an zwei Genbereichen eine extre-
me Varianz: Cyp4a14 hat eine besonders gro3e Varianz (sd=0,36) und CD36 eine besonders
kleine (sd=0,02). Die groBte bzw. kleinste Varianz in der H3K27ac Anreicherung passt mit ei-
ner Standardabweichung von 0,23 (Plin5) bzw. 0,10 (Igfbp2) in der GréBenordnung besser zur
zweitgréBten bzw. zweitkleinsten Standardabweichung im H3K4me3 Datensatz. Diese liegt bei
0,21 (Nr3c1) bzw. 0,11 (Acox2).
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3.3.2 Statistische Auswertung
3.3.2.1 H3K4me3 Anreicherung

Der Shapiro-Wilk-Test angewendet auf die einzelnen Gruppen ergibt, dass bei Cyp4a14 die
Werte der Mause aus Haus 11 und ohne Hauszugehdrigkeit nicht normalverteilt sind (p=0,007
bzw. p=0,009). Alle anderen Werte ergeben keinen p-Wert kleiner als 0,05 und es kann somit
die Nullhypothese auf Normalverteilung der Daten nicht abgelehnt werden.

Zwischen der H3K4me3 Anreicherung der Mause aus Haus 11 und Haus 18 gibt es nur einen
statistisch signifikanten Unterschied in den Mittelwerten (Slc27a5). Das bedeutet, dass diese
Méause sich in der H3K4me3 Markierung sehr &hnlich sind. Anders verhalt es sich bei dem Ver-
gleich zwischen den Mausen aus Haus 11 und den Mausen ohne Hauszugehdrigkeit: an acht
der 15 betrachteten Loci unterscheidet sich die H3K4me3 Anreicherung signifikant zwischen
den beiden Gruppen. Am stérksten ist das Signal beim Locus Nr3c1 (p=5,1-10). Ebenso fin-
den sich zwischen den gemessenen H3K4me3 Anreicherungen der Mause aus Haus 18 im
Vergleich zu den Mausen ohne Hauszugehérigkeit einige signifikante Unterschiede (5 Loci). An
drei Loci zeigen beide Vergleiche zwischen Mausen in Hausern und ohne Hauszugehérigkeit
einen signifikanten Unterschied (CD36, Ppara und Cyp4ai4).

Tab. 3.10: Ergebnisse der Tests auf Gleichheit der Varianzen (bei nicht normalverteilten Daten-
punkten, markiert mit ¥) bzw. Gleichheit der Mittelwerte.

Gen Haus 11 vs. Haus 18 Haus 11 vs. ohne Haus Haus 18 vs. ohne Haus
Gapdh p=0,012

CD36 p=0,002 p=0,010
Slc27a5 p=0,030 p=0,020
Ppara p=0,002 p=0,041
Cyp4ai4 p=0,004 * p=0,01 *
Nr3ct p=5,1- 10

Pck1 p=0,024
Igfbp2 p=0,031

Sqle p=0,018

Serpina6 p=0,048
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3.3 Ergebnisse des ChIP qPCR Experiments

3.3.2.2 H3K27ac Anreicherung

Der Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung ergibt bei den Daten der H3K27ac Anreicherung,
dass die Werte von Pparg in den Gruppen Haus 11 und Haus 18 nicht normalverteilt sind
(p=0,045 bzw. p=0,007). Der weitere Testablauf erfolgt wie in Abbildung 2.6 beschrieben und
fihrt zu den Ergebnissen in Tabelle 3.11. Eine graphische Darstellung der hier verwendeten
Daten ist in Abbildung 3.20.

Die H3K27ac Anreicherung unterscheidet sich zwischen den Mausen aus Haus 11 und Haus 18
nur an einem untersuchten Locus signifikant (Nr3c1). Die sozialisierten Mause sind sich dem-
nach in dieser epigenetischen Markierung sehr &hnlich, was den Ergebnissen der H3K4me3
Analyse entspricht. Die Mause aus Haus 11 unterscheiden sich von denen ohne Hauszugehd-
rigkeit an den Loci CD36, Fasn, Nr3c1 und Plin5. Dabei ergibt sich der niedrigste p-Wert beim
Test auf Gleichheit der Mittelwerte am Locus Fasn (p=0,0005). Der Vergleich der H3K27ac
Anreicherung zwischen den Mausen aus Haus 18 und den nicht sozialisierten Mausen er-
gibt an den Genbereichen CD36, Pparg, Fasn und Plin5 signifikante Unterschiede. Im Ver-
gleich zwischen den sozialisierten Mausen und den Mausen ohne Hauszugehdrigkeit bringt
die H3K27ac Analyse demnach jeweils vier signifikant unterschiedliche Loci hervor, von denen
drei Ubereinstimmen: CD36, Fasn und Plin5.

Tab. 3.11: Ergebnisse der Tests auf Gleichheit der Mittelwerte.

Gen Haus 11 vs. Haus18 Haus 11 vs. ohneHaus Haus 18 vs. ohne Haus

CD36 p=0,012 p=0,006
Pparg p=0,046
Fasn p=0,0005 p=0,031
Nr3c1 p=0,040 p=0,002

Plin5 p=0,003 p=0,013
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3 Ergebnisse

3.3.3 Hauptkomponentenanalyse

Die qPCR Analyse der 24 Wildmause hat 15 Dimensionen, die den 15 untersuchten Genen
entsprechen. Eine PCA projiziert Daten auf einen niedrig dimensionalen Raum, der einen
gréBtmaoglichen Anteil der Varianz erklart. Bei den vorhandenen H3K4me3 Datensatzen tren-
nen sich die Mause ohne Hauszugehorigkeit von den Mausen aus Hausern 11 und 18 entlang
der ersten Hauptkomponente (siehe Abbildung 3.21 A). Bei dieser Trennung werden eine Maus
aus Haus 18 und eine aus Haus 11 falsch zugeordnet. Die erste Hauptkomponente kann bei
dieser Zerlegung 26,5% der Varianz in dem Datensatz erklaren, die zweite 18,3%. Das ist eine
kumulierte Varianz von 44,8%. Bei einer Hauptkomponentenanalyse auf Basis der H3K27ac
Anreicherung ergibt sich ein noch deutlicheres Bild: projiziert auf die ersten beiden Haupt-
komponenten kénnen die Datenpunkte entlang der zweiten Hauptkomponente fast fehlerfrei
getrennt werden (siehe Abbildung 3.21 B). Nur eine der Mause ohne Hauszugehdrigkeit wird
falsch klassifiziert. Dabei erklart die erste Hauptkomponente 25,9% der Varianz und die zweite
18,5%.

Kontrolle des Ergebnisses

Um zu Oberprufen, ob die Trennung zwischen den Mausen ohne Hauszugehdrigkeit und de-
nen aus den Hausern 11 und 18 nicht auf Anomalien in den Daten zurlckzufihren ist, flihrten
wir zwei Kontrollen durch. In Abbildung 3.22 A ist das Ergebnis der Projektion auf die ersten
beiden Hauptkomponenten der Input Ct-Werte dargestellt. Vor der Anwendung der PCA wur-
den die Input Ct-Werte jeweils auf den mittleren Input Ct-Wert pro Maus normalisiert. Es ist
klar ersichtlich, dass die Datenpunkte nicht entlang der ersten oder zweiten Hauptkomponen-
te getrennt werden kénnen, die jeweils 26,8% bzw. 18,5% der Varianz in den Daten erklaren.
Ahnlich verhalt es sich bei den Ergebnissen der PCA mit den Datensétzen der Anreicherung
mit dem unspezifischen Antikérper (Abbildung 3.22 B). Die ersten beiden Hauptkomponenten
kénnen jeweils 35,2% bzw. 15% der Varianz erklaren, aber es gibt keine Méglichkeit, die Daten
in dieser Projektion klar zu trennen. Daraus schlieBen wir, dass die Trennung der Gruppen in
Abbildung 3.21 nicht zuféllig ist, sondern die untersuchten Gene in den Gruppen tatséchlich
unterschiedlich markiert sind. Um festzustellen, welche Gene einen besonderen Einfluss auf
die Trennbarkeit zwischen Mausen mit und ohne Hauszugehdrigkeit haben, ist es sinnvoll, die
entsprechenden Hauptkomponenten naher zu betrachten.
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A. H3K4me3 Anreicherung B. H3K27ac Anreicherung
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Abb. 3.21: Ergebnis der Hauptkomponentenanalyse der 24 Wildm&ause. In blau sind die Mause
aus Haus 11, in grin die aus Haus 18 und in rot die Wildmause ohne Hauszugehdrigkeit auf-
getragen. Die magentafarbene Linie zeigt eine mdgliche Trennung der Gruppen auf.
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Abb. 3.22: PCA der Input Ct-Werte und der Anreicherung mit dem unspezifischen Antikdrper.

In blau die Mause aus Haus 11, in griin die aus Haus 18 und in rot die Wildmause ohne
Hauszugehdrigkeit.
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A. H3K4me3 Anreicherung B. H3K27ac Anreicherung
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Abb. 3.23: Visualisierung der ersten bzw. zweiten Hauptkomponente der PCA angewandt auf
die H3K4me3 (A) bzw. HK27ac Anreicherung (B). Variablen, deren absoluter Wert groBer als
0,35 ist, sind farblich markiert.

Vergleich zur statistischen Analyse der H3K4me3 Anreicherung

Da die 24 Wildmause bei Verwendung der H3K4me3 Anreicherung entlang der ersten Haupt-
komponente getrennt werden kdnnen, ist in Abbildung 3.23 A diese erste Hauptkomponente
grafisch dargestellt. Die Parameter der Hauptkomponente, die den 15 Variablen des Datensat-
zes entsprechen, sind auf der x-Achse in der Abbildung dargestellt. Die Gene, die den gréBten
Einfluss in einer Hauptkomponente haben, sind diejenigen mit den gréB3ten absoluten Werten.
In der Abbildung sind diese farblich markiert. Bei der H3K4me3 Anreicherung spielen die Gene
Ppara, Cyp4a14 und Sqgle die gréBte Rolle in der ersten Hauptkomponente. In der statistischen
Analyse der Daten ergab sich ein signifikanter Unterschied jeweils zwischen den sozialisierten
Mé&usen in den Hausern 11 und 18 und den nicht sozialisierten Mausen unter anderem an den
Loci Ppara und Cyp4al4 (siehe Tabelle 3.8). Auch an Sqle fand sich ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Mausen aus Haus 11 und denen ochne Hauszugehdérigkeit. Somit fihren
die beiden unterschiedlichen Analyseverfahren zu einer vergleichbaren Aussage.

Vergleich zur statistischen Analyse der H3K27ac Anreicherung

In der Projektion auf die ersten beiden Hauptkomponenten konnten die Datensatze der
H3K27ac Anreicherung entlang der zweiten Hauptkomponente getrennt werden, die in Ab-
bildung 3.23 B dargestellt ist. Auch hier fallen drei Gene durch einen hohen absoluten Wert
auf: CD36, Fasn und Plin5. Das sind genau diejenigen Loci, an denen die statistische Analyse
einen signifikanten Unterschied jeweils im Vergleich der Mause aus Haus 11 und 18 und denen
ohne Hauszugehdérigkeit aufgedeckt hat (siehe Tabelle 3.9). Beide Auswertungen des H3K27ac
Datensatzes ergeben demnach dieselben Ergebnisse.
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Abb. 3.24: Vergleich der Normierten Differenz der H3K4me3 und H3K27ac Anreicherung der
15 in der gPCR untersuchten Loci. A: Vergleich Haus 11 mit Haus 18. B: Vergleich Haus 11 mit
ohne Haus. C: Vergleich Haus 18 mit ohne Haus.

3.3.4 Vergleich der H3K4me3 mit der H3K27ac Anreicherung

Neben der graphischen Darstellung (siehe Abschnitt 3.3.1.3) ist es auch méglich, die H3K4me3
Anreicherung mit der von H3K27ac zu vergleichen, in dem Zusammenhange zwischen den
Normierten Differenzen betrachtet werden. In Abbildung 3.24 sind jeweils die Normierten Dif-
ferenzen der Vergleiche zwischen den Gruppen aufgetragen und zwar als Unterschiede in der
H3K27ac Anreicherung gegen die der H3K4me3 Anreicherung. Die gestrichelten Linien sind
die Ergebnisse eines linearen Modells durch die gegebenen Punkte.

Die Werte des Differenzmafes korrelieren miteinander: in A betragt der Korrelationskoeffizient
nach Spearman 0,67, in B 0,68 und in C 0,51. Es kann von einer mittleren Korrelation ge-
sprochen werden [15]. Da beide Histonmarkierungen mit Genen assoziiert werden, die aktiv
transkribiert werden, war diese Korrelation zu erwarten. Bemerkenswert ist die positive Kor-
relation trotzdem, da in Abbildung 2.4 A deutlich wird, dass die Immunoprazipitiation mit dem
Antikdrper gegen H3K27ac entweder weniger effizient ist als mit denjenigen gegen H3K4me3,
oder dass weniger H3K27ac Markierungen vorliegen.
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3.3.5 Zusammenhang zwischen der Normierten Differenz und den p-Werten der
statistischen Analyse

Die in Gleichung 2.4 definierte Normierte Differenz kann auf die Ergebnisse des ChIP gPCR
Experiments angewendet werden, indem jeweils die Mittelwerte innerhalb der betrachteten
Gruppen (Haus 11, Haus 18 und ohne Hauszugehdrigkeit) berechnet werden und diese Werte
in Gleichung 2.4 eingesetzt werden. Abbildung 3.25 zeigt ein Streudiagramm, in dem pro Primer
die Normierte Differenz gegen die in der statistischen Analyse der Daten berechneten p-Werte
aufgetragen ist. In Abbildung 3.25 A wird der Unterschied in der H3K4me3 Anreicherung zwi-
schen den Gruppen Haus 11 und ohne Hauszugehdrigkeit dargestellt, in C der Unterschied
in der H3K27ac Anreicherung zwischen diesen Gruppen. Abbildung 3.25B und D zeigen die
entsprechenden Grafiken fir den Vergleich zwischen Haus 18 und ohne Hauszugehdrigkeit.

Die Loci mit einer Normierten Differenz von ungefahr Null entsprechen denjenigen, die in der
statistischen Analyse keine signifikanten p-Werte ergeben. Pro Primer kann mit Hilfe der Formel
des T-Tests ein Grenzwert berechnet werden, ab dem die Normierte Differenz gleichbedeutend
ist mit einem statistisch signifikanten Unterschied der Mittelwerte. Dieser Grenzwert liegt im
Mittel aller Vergleiche und Primer bei £0,1. Abbildung 3.25 macht aber bereits deutlich, dass
dieser Grenzwert nur eine Orientierung darstellt und Abweichungen in beide Richtungen vor-
kommen. Zum Beispiel hat Cyp4ai4 in Abbildung 3.25C eine Normierte Differenz von 0,14
(>0,1), aber der p-Wert liegt bei 0,12 (>0,05). CD36 hingegen hat in Abbildung 3.25B einen
p-Wert von 0,01 (<0,05) bei einer Normierten Differenz von — 0,05 (> — 0,1).
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Abb. 3.25: Vergleich der Normierten Differenz der Mittelwerte der H3K4me3 (A, B) und
H3K27ac (C, D) Anreicherungen zu den p-Werten der statistischen Tests auf Unterschiede
in den Mittelwerten. A, C: Vergleich Haus 11 mit ohne Haus. B, D: Vergleich Haus 18 mit oh-
ne Haus. Der Locus Cyp4ai4 ist in A und B nicht abgebildet, er liegt bei p<0,05 und einer
Normierten Differenz von 0,6.
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3.3.6 Vergleich zu BI6 Mausen

Neben den Wildmausen aus dem Freilaufexperiment wurden im Labor auch ChlP gPCR Da-
ten von acht BI6 Mausen erhoben. Diese stammen aus einem anderen Experiment, wurden
im Kafig aufgezogen und lebten unter anderen Umweltbedingungen als die Wildmé&use. Es
handelt sich ebenfalls um adulte Mannchen. Die Interpretation eines Vergleichs dieser bei-
den Mausegruppen ist beschrankt, weil wir nicht zwischen genetischen und experimentellen
Einflissen unterscheiden kénnen. Allerdings zeigen sich in der Analyse einige interessante
Details:

Eine Hauptkomponentenanalyse der Datensatze der H3K4me3 und H3K27ac Anreicherungen
in den Wildméausen aus Haus 11 und 18 und den BI6 Mausen wurde wie in Abschnitt 2.5.3 be-
schrieben durchgefihrt. Die ersten beiden Hauptkomponenten sind jeweils in Abbildung 3.26
aufgezeigt. In Abbildung 3.26 A wird deutlich, dass im Datensatz der H3K4me3 Anreicherung
die ersten beiden Hauptkomponenten, die gemeinsam 47,6% der Varianz erklaren, benétigt
werden, um die Wildmause von den BI6 Mausen fehlerfrei zu trennen. Bei Verwendung der
H3K27ac Anreicherung genligt es, die erste Hauptkomponente zu betrachten, die 44,1% der
Varianz erklart, um die Mause aus dem Freilaufexperiment von denen aus dem Kafig abzu-
grenzen (Abbildung 3.26 B). Das bedeutet, dass die Unterschiede zwischen den beiden Maus-
gruppen bei der H3K27ac Anreicherung starker ausgepragt sind als bei der H3K4me3 Anrei-
cherung.

In den ersten beiden Hauptkomponenten der Transformation des H3K4me3 Datensatzes fallen
insbesondere die Loci Nr3c1 und Igfbp2 mit hohen absoluten Werten auf. Im Datensatz der
H3K27ac Anreicherung treten die Gene Pparg und wieder Igfop2 durch hohe absolute Werte
in der ersten Hauptkomponente hervor (nicht gezeigt).
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Abb. 3.26: Ergebnis der Hauptkomponentenanalyse der 16 in Hausern lebenden Wildmause
und der acht Bl6 Mause. In blau die Wildmause aus Haus 11, in griin die aus Haus 18 und in
schwarz die Bl6 Mause. Die magentafarbene Linie zeigt eine mogliche Trennung.
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Epigenetische Mechanismen regulieren die Expression von Genen. Eine abnormale Regulation
kann zu schwerwiegenden Krankheiten wie Krebs fiihren [37]. Die meisten Untersuchungen zur
Epigenetik beruhen auf Messungen an Zelllinien oder ingeziichteten Labortieren. Um Epigene-
tik an echtem Gewebe auf dem Hintergrund nattrlicher genetischer Variabilitat zu untersuchen,
haben wir Histonmodifikationen in Lebergewebe von Wildmausen gemessen. Dabei betrachten
wir genomweite ChlP-Seq Daten von zwei Mannchen aus unserer Population und ChIP gPCR
Datensatze von 24 Wildmausen. Untersuchungen zu epigenetischen Auswirkungen von Stress
werden fast auschlieBlich im Gehirn nach von auB3en induziertem Stress durchgefiihrt [60]. In
dem Freilaufexperiment aus dem die mit ChIP gPCR analysierten Wildmause stammen, wurde
der untersuchte Phanotyp, hoher oder niedriger sozialer Status, unter nattirlichen Bedingungen
erzeugt.

In der genomweiten ChlP-Seq Analyse der Wildmause ZH1 und ZH6 suchten wir nach epigene-
tische Unterschieden. Wir nehmen an, dass diese zum groéBten Teil auf Grund genetischer Va-
riabilitdt entstehen. Der Anteil polymorpher Nukleotide pro Position (s) kann auch in ChIP-Seq
Daten erforscht werden. Da wir Reads nach einer Immunopréazipitation gegen H3K4me3 auf
Polymorphismen untersuchen, berechnen wir s in Promotorregionen von aktiv transkribierten
Genen. Unser Ergebnis (s=0,0021) ist Gberraschenderweise identisch mit dem veréffentlichten
Wert [20] [1]. Diese Autoren bestimmten die Anzahl SNPs in ca. 600 Bp langen Bereichen in
Promotorregionen oder Introns. Da wir mit Mausen aus der gleichen Population arbeiten und
SNPs in Promotorregionen messen, ist die Ubereinstimmung zwischen unserem Ergebnis und
dem in der Literatur angegebenen Wert nachvollziehbar [1].

Wir erwarten durch s=0,0021 circa alle 500 Bp einen Polymorphismus. Somit kbnnen die SNPs
nicht die 25 bzw. 29 Prozent der Reads erklaren, die bowtie nicht auf das Referenzmausgenom
platzieren konnte (Tabelle 3.1). Wahrscheinlich fihrten Messfehler des Sequenziergeréats zu
falsch bestimmten Nukleotiden und damit unmappbaren Reads.

In den ersten ChIP-Seq Experimenten wurden keine Kontrollen mitgefiihrt [56]. Zhang et el.
zeigten 2008 jedoch, dass offenes Chromatin zu einer héheren Coverage fiihrt [67]. Eine Chro-
matin Input Kontrolle kann flir den Chromatinzustand korrigieren [6]. Xu et al. stellten 2010
einen Algorithmus vor, der Peaks in ChlP-Seq Daten findet, wenn eine Blindprobe, die durch
einen unspezifischen Antikdrper oder Input DNA gewonnen wird, angegeben wird. Nur 35,6%
der mit diesem Algorithmus bestimmten Peaks liegen in TSS. Ohne negative Kontrolle kbnnen
wir keinen der vorhandenen Algorithmen zum de novo Finden von Peaks anwenden. Wir defi-
nieren unsere Peaks deshalb in einem Fenster von 2000 Bp symmetrisch um bekannte TSS.
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4 Diskussion

Eine geeignete Normalisierung von ChlP-Seq Daten ist entscheidend fir die richtige Interpre-
tation einer quantitativen Analyse. Durch falsch gewahlte Faktoren kdnnten vorhandene Unter-
schiede nivelliert werden oder kiinstliche entstehen. In einer Gegentiberstellung verschiedener
Normalisierungsfaktoren ergibt sich fiir unsere Daten, dass am wenigsten Verzerrungen ent-
stehen, wenn die Datensatze jeweils auf die Anzahl aller Reads, die in TSS Peaks landen,
normalisiert werden. Zur quantitativen Analyse ist neben einer geeigneten Normalisierung ein
Differenzmalf3, das die Unterschiede bemisst, wichtig. In dieser Arbeit wird die Normierte Diffe-
renz verwendet, die von Nix et al. 2008 bereits zur Detektion von ChIP-Seq Peaks verwendet
wurde [52].

ZH1 und ZH6 enthalten sieben exklusive Peaks, die in Abbildung 3.6 durch ihre groBen Peak-
gréBen auffallen. Die groBte exklusive Markierung von ZH1 gehért zu dem Gen, das fir das
Protein Peptiddeformylase (Pdf) kodiert. Pdf entfernt in Mitochondrien die Aldehydgruppe (For-
mylgruppe) des Methionins am Beginn von neu translatierten Peptiden. Das Protein wird im
Zellkern kodiert und in allen Geweben exprimiert [59]. Im Custom Track des UCSC Browser
ist erkenntlich, dass die exklusive H3K4me3 Markierung in ZH1 mit einer CpG-Insel Uberlappt
(gran in Abbildung 3.7).

Weitere exklusive ZH1 Markierungen liegen an Cytochrome P450 4A14 (Cyp4ai4) und
Stearoyl-CoA Desaturase (Scd1) vor. Cyp4ai14 kodiert fir ein Enzym, das in Lebermikrosomen
am Abbau von Fettsauren beteiligt ist [59]. Cyp4ai14 wird hauptsachlich in der Leber, aber auch
in der Niere und in der Milz exprimiert [23]. Scd1 ist ebenfalls ein zentrales Enzym des Fett-
sauremetabolismus. Cyp4ai4 und Scd1 werden vom PPAR Signaltransduktionsweg gesteuert:
Cyp4a1l4 als Teil der Fettsdure-Oxidation und Scd1 als Teil der Lipogenese.

Der groBte exklusive Peak von ZH6 gehért zu Scara5. Das Gen kodiert fiir einen Ferritin-
Rezeptor, der eine Belieferung mit Eisen regelt, die unabhangig von Transferrin ist [46]. Das
Gen wird im Testis, in der Trachea, in der Lunge, in der Blase, im Dinndarm und insbesondere
in Epithelzellen, die mit Schleimh&uten in Verbindung stehen, exprimiert [31]. Eine Expression
in der Leber ist bisher nicht bekannt.

Interessant ist nun, dass die in ZH1 exklusiv markierten Gene, Pdf, Cyp4ai4 und Scd1, fir
Proteine kodieren, die in ihrem aktiven Zentrum Eisen binden. Der gréfBte exklusive Peak von
ZH6 gehort zu dem Eisenrezeptor Scarab, der den Eisentransport reguliert und dessen Ex-
pression in der Leber bisher noch nicht beschrieben wurde. Es ware interessant als néchstes
die Expression von Scara5 in Leber direkt zu untersuchen. Mdglich ist, dass exklusive Peaks
eventuell dort auftauchen, wo durch Enzymfamilien eine Ubernahme der Funktion durch ein
anderes Enzym gewahrleistet ist. Zum Beispiel hat Cyp414 einen exklusiven Peak in ZH1, aber
Cyp4a32, auch eine Ham-Thiolat Monooxygenase, ist in beiden Datensatzen ahnlich markiert.

Neben exklusiven Markierungen betrachten wir auch quantitative Unterschiede in der H3K4me3
Anreicherung. Bei den Genen, die in ZH1 starker markiert sind als in ZH6, ist der PPAR Signal-
transduktionsweg signifikant angereichert (siehe Tabelle 3.6). Diese Anreicherung ist auch zu
beobachten, wenn die exklusiven ZH1 Markierungen analysiert werden. PPAR steht fir Per-
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oxisome proliferator-activated receptors und es gibt drei Untergruppen dieser Rezeptoren: «,
B/6 und . Es handelt sich um nukleare Hormonrezeptoren, die von Fettsduren und deren De-
rivaten aktiviert werden. Eine Aufgabe von PPAR« ist der Metabolimus von Lipiden durch die
Regulierung der daran beteiligten Gene. PPAR/3/4 spielt eine Rolle in der Lipid-Oxidation und
in der Proliferation von Fettzellen. PPAR~ unterstiitzt die Differenzierung von Fettzellen und ist
ein wichtiger Regulator in Glukosehomgostase [36].

Die gréBten Unterschiede zwischen ZH1 und ZH6 (Tabellen 3.4 und 3.5) liegen fast ausschlief3-
lich an Genen, die bei den im Pléner Labor gehaltenen Wildmausen bereits durch Variation
der Genkopiezahlen aufgefallen sind [Angelika Bdrsch-Haubold, persénliche Mitteilung] oder
die andere genetische Besonderheiten wie CpG-Inseln und bekannte genetische Unterschiede
in Labormaus-Stammen (RFLP, PCRV) aufweisen. Auch KEGG Analysen der unterschiedlich
markierten Gene ergeben stets nur eine geringe Anzahl an Genen, die differentiell markiert
und in einer funktionellen Einheit vorliegen (Tabellen 3.6 und 3.7). Deshalb sind die Unterschie-
de zwischen den Wildmausen ZH1 und ZH6 punktuell und betreffen keine ganze funktionelle
Einheit.

Durch die ChlP-Seq Analyse zweier Wildmause unserer Population haben wir einen Einblick
in die epigenetische Variabilitdt der H3K4me3 Markierung erhalten und Gene detektiert, die
auffallig sein kénnen, ohne dass ein bestimmter Phanotyp vorliegt. Diese Gene liegen meist in
metabolischen Netzwerken, was zu erwarten ist, da wir mit Lebergewebe arbeiten.

GroBBe Unterschiede zwischen den H3K4me3 Markierungen der Wildméause ZH1 und ZH6
Uberlappen im Genom oft mit CpG-Inseln, unabhangig davon, ob exklusive Peaks oder quanti-
tative Abweichungen betrachtet werden. Ein groBer Anteil nicht exprimierter Gene wies in einer
Studien zu Histonmodifikationen und DNA Methylierung in Darmkrebs H3K4me3 Markierungen
auf [2]. An 95 bis 99% dieser Gene wurden gleichzeitig eine CpG-Insel und weitere Histonmar-
kierungen, die mit der Hemmung von Genexpression assoziiert werden, gefunden [2]. Bereits
2007 stellten Mikkelsen et al. fest, dass in embryonalen Stammzellen 99% der Promotoren
mit einem hohen CpG-Gehalt eine signifikante Anreicherung der Histonmodifikation H3K4me3
aufweisen. Obwohl nicht alle diese Promotoren aktiv waren, zeigte sich eine starke Korrelation
zwischen der Intensitat der Markierung und der Genexpression [48]. Promotoren mit einem
niedrigen CpG-Gehalt tragen nur dann eine H3K4me3 Markierung, wenn sie exprimiert wer-
den.

Deshalb bedeuten unsere Markierungsunterschiede zwischen den Wildmausen ZH1 und ZH6
nicht unbedingt, dass die Gene differentiell exprimiert werden. Das gleichzeitige Messen einer
repressiven Histonmarkierung oder von mRNA waren die nachsten Schritte, das aufzuklaren.

Wir verwendeten die gPCR, um eine quantitative Aussage Uber die Anreicherung zweier His-
tonmodifikationen (H3K4me3 und H3K27ac) zu treffen. Da wir mit Wildmausleber arbeiteten,
validierten wir zunachst die Methode bevor wir die Daten interpretierten.

73



4 Diskussion

Haring et al. stellten 2007 ein robustes ChIP Protokoll vor und empfehlen darin verschiedene
Normalisierungen und Kontrollen [19]. Wir fihrten den dort vorgeschlagenen Primertest durch
(siehe Abschnitt 3.2.2) und banden eine Kontrolimessung in unsere qPCR Reaktion ein. Au-
Berdem verwendeten wir zur Normalisierung unserer gPCR Daten die %Input Methode und
berechneten keine Anreicherung Uber der Blindprobe (Rabbit IgG), die starken Schwankungen
unterliegen kann. Durch die Mittelwertnormalisierung pro Datensatz machten wir diese mitein-
ander vergleichbar.

Der verwendete Primer Acox2 lieferte sowohl in mm9 als auch in mm10 in der in silico PCR ein
eindeutiges Amplifikationsprodukt. Wir fanden jedoch sowohl in unseren Wildméausen als auch
in BI6 Mausen ein zweites Amplifikat (Abbildung 3.15). Das ist vermutlich durch eine Duplika-
tion verursacht, die in der aktuellen Genomversion fehlt. Die Schatten im niedrigmolekularen
Bereich der Ergebnisse der Gelelektrophorese (Abbildung 3.14) kébnnten RNA entsprechen, da
wir in der ChIP Praparation keinen RNAse Verdau durchfiihren.

Die Ct-Werte der Input Proben (Abbildung 3.18) schwankten stark zwischen den verwendeten
Primern: Pparg ergab beispielsweise sehr hohe Input Ct-Werte. Dabei spielte die Lange des
Amplicon-Fensters keine Rolle. In ChIP-Seq Datensatzen verschiedener Wildméause gab es
immer wieder Bereiche einer Lange von ca 150 bis 200 Bp in der Nahe von TSS, in denen
keine Reads platziert wurden (Abbildung 3.10). Durch die aktive Transkription des Gens kénnte
an diesen Positionen die DNA ohne bindende Histone vorliegen und die Immunoprazipitation
wirde diese Bereiche nicht erfassen. Eine weitere Mdglichkeit ist, dass die Nuclease wahrend
der Chromatinpraparation genau in diesem Bereich schneidet. Im Amplicon-Fenster von Pparg
liegt so ein Bereich, der dadurch die hohen Input Ct-Werte erklaren kénnte. Insgesamt kdnnten
die Input Ct-Werte unter anderem davon abhéngig, wo die Nuklease schneidet und ob die DNA
an Histone gebunden vorliegt.

Ppara ist in den Mausen ohne Hauszugehdrigkeit starker mit H3K4me3 markiert als in den
anderen Mausen und zeigt in der statistischen Analyse einen signifikaten Unterschied (Tabel-
le 3.10). Es gibt auch einen signifikanten Unterschied zwischen den H3K4me3 Markierungen
am Locus CD36 zwischen den Gruppen. Da dieser Locus insgesamt nur sehr schwach mit
H3K4me3 markiert ist, vernachlassigen wir diesen. Cyp4ai4 ist ein sehr variabler Locus, der in
den M&usen ohne Hauszugehdérigkeit kompakter vorliegt als in den Vergleichsgruppen. Die Da-
tensatze aus Haus 18 weisen insgesamt eine hdhere Varianz auf, sodass nur fiinf Gene einen
statistischen Unterschied zwischen diesen Mausen und denen ohne Hauszugehdrigkeit zeigen,
wohingegen die Markierungen der Mause aus Haus 11 acht signifikant verschiedene Loci zei-
gen. Die H3K4me3 Anreicherungen der sozialisierten Mause weisen nur einen signifikaten Un-
terschied auf (Slc27a5). Das Gen Nr3c1 weist eine Besonderheit auf: wahrend an anderen Loci
meist ein Unterschied zwischen den sozialisierten Mausen und denen ohne Hauszugehdrigkeit
zu erkennen ist, haben hier die Mause aus Haus 11 die niedrigste Markierung, die Mause aus
Haus 18 sind héher markiert, aber wegen der gro3en Streuung der Daten gibt es kein signifi-
kantes Signal und im Vergleich der Markierung an diesem Locus zwischen Haus 11 und ohne
Hauszugehorigkeit detektieren wir den gréBten Unterschied des H3K4me3 Datensatzes.
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Nach einer PCA des H3K4me3 Datensatzes kénnen die Mause aus den Hausern 11 und 18
entlang der ersten Hauptkomponente mit zwei Ausnahmen von den Mausen ohne Hauszu-
gehorigkeit getrennt werden (Abbildung 3.21 A). In der ersten Hauptkomponente sind Ppara,
Cyp4al14 und Sqgle wichtige Faktoren (Abbildung 3.23 A), die teilweise bereits in der statisti-
schen Analyse signifikante Unterschiede zeigen.

Neben H3K4me3 haben wir auch die Histonmodifikation H3K27ac untersucht. Die beiden kor-
relieren an den 15 qPCR Loci (Korrelationskoeffizient zwischen 0,51 und 0,68), obwohl die An-
reicherung Uber den Input sehr verschieden war (Abbildung 3.17). Histonmodifikationen sind
dynamisch und unterliegen unterschiedlichen Turnoverraten [64]. Ein schwaches ChIP Signal,
wie bei uns bei H3K27ac, kdnnte auf eine hohe Turnoverrate dieser Modifikation hindeuten [19].

Im H3K27ac Datensatz waren trotz der Korrelation zu den H3K4me3 Daten andere Gene dif-
ferentiell markiert. CD36 ist hier insgesamt stérker markiert und in den Mausen ohne Hauszu-
gehorigkeit starker als in den anderen. An den Loci Fasn und Plin5 hingegen sind die soziali-
sierten Mause signifikant hdher markiert. Das starkste Signal hat der Vergleich am Locus Fasn
zwischen den Mausen aus Haus 11 und denen ohne Hauszugehdrigkeit. Die einzige unter-
schiedliche Markierung zwischen den Mausen aus Haus 11 und Haus 18 liegt am Gen Nr3c1.
Interessanterweise liegt bei den H3K27ac Daten aus Haus 11, wie bei den H3K4me3 Daten,
eine niedrigere Markierung vor als bei den anderen beiden Gruppen.

Nr3c1 kodiert fur den Glucocorticoidrezeptor (GR), dessen Cytosin-Methylierungsmuster im
Hippocampus bei Menschen und Ratten durch Stress beeinflussbar ist (zusammengefasst in
[60]). Wir untersuchen keine Neuronen, sehen trotzdem Unterschiede in der H3K4me3 und der
H3K27ac Markierung des GR bei mehr oder weniger gestressten Mausen.

Die PCA der H3K27ac Anreicherungen flhrt zu einer Trennung der Mause ohne Hauszuge-
hérigkeit von den sozialisierten Mausen entlang der zweiten Hauptkomponente (Abbildung
3.21B). CD36, Fasn und Plin5 sind dort die entscheidenden Variablen (Abbildung 3.23 B), die
auch schon durch die statistischen Tests identifiziert wurden.

Crowcroft beobachtete, dass Mause mit einem niedrigen sozialen Status ungeregelmafig und
zu ungewdhnlichen Zeiten fressen missen, da sie von den dominanten Mannchen gejagt wer-
den [11]. Das veranderte Fressverhalten kdnnte zu Unterschieden in der Expression von me-
tabolischen Genen fiihren. Die in der gPCR untersuchten Loci (Tabelle 2.6) stehen alle im
Zusammenhang mit Fettmetabolismus. Wir detektieren in der ChlP gqPCR Analyse Unterschie-
de in epigenetischen Markierungen an diesen Loci zwischen den Gruppen der sozialisierten
Mause und den Mausen ohne Hauszugehdrigkeit und damit einem niedrigen sozialen Status,
was auf das veranderte Fressverhalten dieser Mause zurlckzufihren sein kdnnte. Der Ver-
gleich zwischen sozialisierten Mausen aus unterschiedlichen Nestern ergibt dagegen keine
Unterschiede in den epigenetischen Markierungen.

Cyp4ail4 ist sowohl in den ChlP-Seq Daten als auch in den ChIP gPCR unterschiedlich mit
H3K4me3 markiert. Im ChIP-Seq Vergleich der Wildmause ZH1 und ZH6 zeigt es sich als ex-

75



4 Diskussion

klusive Markierung bei ZH1. In den ChIP gPCR Untersuchungen der 24 Wildmause hat die
Cyp4a14 Markierung eine grof3e Streuung (Abbildung 3.19): Die Werte der Mause ohne Haus-
zugehdrigkeit clustern bei niedrigen Anreicherungswerten. Im selben Wertebereich liegen auch
eine Maus aus Haus 11 und drei aus Haus 18. Alle weiteren Wildmause (13 Stlick) weisen im
ChIP gPCR Experiment héhere H3K4me3 Markierungen an Cyp4a14 auf.

Wir vermuten daher, dass an Cyp4ai14 ein epigenetischer Polymorphismus in unserer Popu-
lation vorliegt, der unabhangig vom beobachteten Phanotyp (sozialisiert oder ohne Hauszuge-
hérigkeit) sein kdnnte. Die grundlegende Variabilitdt am Locus Cyp4a14 kénnte zufallig auf die
untersuchten Gruppen so aufgeteilt sein, dass anscheinend signifikante Unterschiede auftre-
ten.

An diesem Gen waren weitergehende Untersuchungen interessant. Zum Einen kdénnten epi-
genetische Studien mit anderen Geweben klaren, ob ein epigenetischer Polymorphismus vor-
liegt. Zum Anderen kdnnte man erforschen, ob und inwieweit genetische Unterschiede epigene-
tische Marker beeinflussen. Dazu miissten gréere Bereiche um den Lokus herum sequenziert
und vorhandene SNPs mit epigenetischen Phanotypen verglichen werden. AuBBerdem schlie-
Ben wir aus den Beobachtungen zu Cyp4ai4, dass bei phanotypisch motivierten Studien an
Wildmausen bedacht werden sollte, dass Kandidatengene in der Population prinzipiell unter-
schiedlich markiert vorliegen kénnten.

In dieser Arbeit wurde am Beispiel von zwei Wildmausen (ZH1 und ZH6) gezeigt, inwieweit
epigenetische Muster zwischen Individuen variieren, deren Umwelt vergleichbar war. Es ware
wichtig, nicht nur zwei Mause miteinander zu vergleichen, sondern eine gréBere Anzahl, um die
tatsachliche Variabilitat besser abzuschétzen. Ebenso waére es interessant einen Vergleich mit
der Referenzmaus BI6 zu haben, um zu sehen, inwieweit genomische Vielfalt die epigenetiche
Vielfalt beeinflusst.

Nach Einwirkung von reellen unterschiedlichen Umweltbedingungen in Form ungleicher Sozia-
lisation der Mause haben sich die epigenetischen Muster so verschoben, dass die Gruppen
durch statistische Analysen getrennt werden konnten. Es wére interessant von diesen Mause
genomweite ChIP-Seq Daten zu erheben, um die Anderung unabhangig von der Vorauswahl
der 15 metabolischen Loci untersuchen zu kénnen.
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