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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Pravalenz von Adipositas und Ubergewicht als deren Vorstufe ist unter
Erwachsenen wie auch unter Kindern in einem sukzessiven Anstieg begriffen.

Trotz aller medizinischen Fortschritte in der Behandlung der mit Adipositas
einhergehenden Begleit- und Folgeerkrankungen des metabolischen Syndroms haben
diese fur die Betroffenen schwerwiegende Folgen.

Das erklart die Bestrebungen wissenschaftlicher Forschung, die Erkenntnisse uUber die
Regelkreise von Essverhalten und Energiestoffwechsel sowie Uber die Grundlagen
einer verstarkten Suszeptibilitat fir Adipositas zu vermehren. In diese Bemihungen

reiht sich auch die vorliegende Arbeit ein.

1.1 Adipositas

1.1.1 Definition, Pravalenz, Einordnung

Unter Ubergewicht bzw. Adipositas versteht man eine verschiedengradige Erhéhung
des Korpergewichts, die im Wesentlichen auf der Zunahme des Korperfettanteils
beruht.

Da dieser nur schwer direkt bestimmbar ist, bedient man sich eines indirekten Mal3es:
Uberschreitet der Body Mass Index (BMI), definiert als Kérpergewicht in kg geteilt durch
die KorpergréRe in Metern zum Quadrat, einen Wert von 25kg/m? so spricht man von
Ubergewicht. Ab einem Wert von 30 kg/m? besteht Adipositas [178].

Fir Kinder kann man der Entwicklungsabhangigkeit des BMI entsprechend die 90. bzw.
97. alters- und geschlechts-spezifische Perzentile als Grenzwerte fir Ubergewicht bzw.
Adipositas verwenden [173].

Die Pravalenz der Adipositas hat mittlerweile solche Ausmalle erreicht, dass in
Deutschland 50% der Frauen und 70% der Manner entweder adipds oder Ubergewichtig
sind, was einem Anteil an der gesamten erwachsenen Bevdlkerung von insgesamt etwa
60% entsprache [110].

Zudem konnen den aktuellen Daten des bundesweiten Kinder- und
Jugendgesundheitssurveys zufolge 15% der Kinder und Jugendlichen als
ubergewichtig, 6,3% als adip6s bezeichnet werden. Letzterer Anteil hat sich auf der
Basis der vorliegenden Referenzdaten zum BMI der entsprechenden Altersgruppen

etwa verdoppelt [144].
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Abbildung 1 Die Verteilung des BMI im KiGGS im Vergleich zum Zeitraum von 1985-1999 zeigt eine
Verschiebung der Perzentilenkurven hin zu héheren Werten an. [144]

Obwohl die ausgepragte Pravalenz der Adipositas sicher nicht losgeldst von
soziodkonomischen Faktoren wie einem stetigen Anstieg energiereicher Nahrung bei
veranderter Esskultur und vermindertem Umfang koérperlicher Aktivitat gesehen werden
kann, liegen doch zahlreiche Anhaltspunkte vor, die ein Modell unterstutzen, in dem die
Suszeptibilitat fur Adipositas zum Grofteil genetisch determiniert ist, und
Umweltfaktoren mitbestimmen, ob sich ein adipéser Phanotyp entwickeln kann [9].

So schatzen beispielsweise Studien an eineiigen Zwillingspaaren den erblichen Anteil
bei Adipositas auf zwischen 60 und 84% [105].

Eine interessante Frage ist aber nicht nur, warum lediglich einige Individuen unter den
entsprechenden Umweltbedingungen adipés werden, sondern auch, dass und wie
diese ihr erhdhtes Korpergewicht in der Folge verteidigen.

Die ,Set Point® Hypothese des Korpergewichts beinhaltet die Vorstellung, dass das
Korpergewicht ahnlich wie andere physiologische Grofden der Regelung unterliegt, dass
also ein ,Adipostat” existiert, durch den ein Sollzustand eingestellt wird, der sich in einer
Aufwartsspirale stetig erhoht in der Regel nicht wieder permanent gesenkt werden
kann [84].

Das Korrelat hierzu stellt eine in Abhangigkeit von Umweltfaktoren im Laufe des Lebens
sich einstellende Schwelle fir eine Aktivitatsanderung metabolischer Neurone dar, die
auf eine Reihe von hormonellen und metabolischen Signalen antworten und die

normalerweise die Gewichtszunahme hemmen wurden [97].
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1.2 Nucleus arcuatus hypothalami

1.2.1 Lokalisation und Stellenwert in der Energiehomoostase

Essverhalten ausschlieRlich auf eine Reihe molekularer Interaktionen zurickfuhren zu
wollen, wirde stark vereinfachen. Dennoch sind einige wichtige physiologische
Schaltstellen und Signalmolekile des komplexen Energiehomdostasesystems bekannt,
dessen Drehscheibe der Hypothalamus als Ubergeordneter Teil des vegetativen
Nervensystems darstellt.

Distinkte neuronale Schaltverbindungen im Hypothalamus integrieren nach heutiger
Auffassung die afferenten Informationen Uber die Veranderung der Energiespeicher
des Korpers und uUberfuhren die eintreffenden Sattheitssignale in eine neuronale
Antwort [16].

Neben anderen Kerngebieten kommt dem Nucleus arcuatus als integralem Bestandteil

dieser Schaltsysteme ein besonderer Stellenwert zu:

-7 ? “
Abbildung 2 Lokalisation des Nucleus arcuatus hypothalami, verandert nach: Haines DE. Neuro-
anatomy. An Atlas of Structures, Sections and Systems. Lippincott Williams & Wilkins 2000

RSl

Der Nucleus arcuatus ist eine bogenférmige Ansammlung von dem Boden des dritten
Ventrikels beiderseits anliegenden neuronalen Perikarien, die ca. die Halfte der

dorsoventralen Ausdehnung des gesamten Hypothalamus einnimmt.
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Die Nervenzellen dieses Gebiets gelten nach heutiger Auffassung als eine zentrale
erste Anlaufstelle, was den Input Uber den Zustand der Energieressourcen des Korpers
anbetrifft [39].

Bei den vom Arcuatuskern reich innervierten Neuronengruppen des Nucleus
paraventricularis, der Zona incerta, aber auch der perifornikalen und lateralen
hypothalamischen Area handelt es sich wahrscheinlich um nachgeordnete Schaltkreise,
die ebenfalls mit der Energieregulation befasst sind [153].

Vermittelt werden die Informationen Uber den peripheren Energiestatus durch
zahlreiche auf die hypothalamischen Signalwege einwirkende Botenstoffe, darunter das
aus weillem Fettgewebe stammende Leptin. Dieses zirkuliert in zu den Energievorraten
proportionalen Konzentrationen und Uberwindet die Blut-Hirn Schranke wiederum
proportional zu seinem Plasmaspiegel, um im ZNS in eine neuronale Antwort Uberflhrt
zu werden [57].

Dass nun diese neuronale Antwort tatsachlich die Neuronen des Nucleus arcuatus
generieren, wird durch zahlreiche Befunde untermauert. So weist der Kern einen
dichten Leptinrezeptorbesatz auf, und die Aktionspotentialraten der Arcuatusneurone
verandern sich in Abhangigkeit von Leptin, das sogar trophische Wirkungen auf diese
Nervenzellen ausubt [35, 41, 24].

Auch die Beobachtungen eines Anstiegs von hypothalamischer Pro-Opiomelanocortin
MRNA in den betreffenden Neuronen unter Leptinwirkung sowie einer Reduktion der
Pro-Opiomelanocortin Expression der Arcuatusneuronen bei Mausen mit defektem

Leptinrezeptor unterstreichen dies [153, 115].

1.2.2 Neuronengruppen innerhalb des Nucleus arcuatus

Zwei Gruppen von Arcuatusneuronen kénnen anhand ihrer Neuropeptidausstattung
voneinander abgegrenzt werden:

Eine Neuronengruppe koexprimiert Neuropeptid Y (NPY) und Agouti-related Peptide
(AgRP).

Pro-Opiomelanocortin (POMC) zusammen mit Cocaine- and Amphetamine-regulated
Transcript (CART) befindet sich in anderen, aber eng zur ersteren Neuronengruppe
benachbarten Nervenzellen.

Die Mehrzahl der POMC/CART Neurone und der NPY/AgRP Neurone koexprimieren
Leptinrezeptoren, und beide Neuronenpopulationen werden (gegensinnig) durch Leptin
reguliert [154].
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Abbildung 3 vereinfachendes Schema des hypothalamischen Adipostat-Mechanismus mit einer
Auswahl der beteiligten Stoffe: Pfeile stellen gleichsinniges, Balken gegensinniges Verhalten dar

Wahrend NPY/AgRP Neurone gehemmt werden, wenn Leptin als Signal fur gefullte
Energiedepots ansteigt, erfahren POMC/CART Neurone in der gleichen Situation eine
Aktivierung, die sich unter anderem in einer starken Erhohung der zellularen POMC
MRNA auswirkt [115].

Dabei bewirkt eine Hemmung der NPY/AgRP Neurone bei hohem Leptinspiegel auch
eine Hemmung der von den in diesen Neuronen expimierten Peptiden ausgehenden
orexigenen Reaktion. Diese ist durch eine vermehrte Nahrungsaufnahme,
einhergehend mit vermindertem Energieverbrauch gekennzeichnet.

Die in einer solchen Situation geflllter Energiespeicher gleichzeitig starker aktivierten
POMC/CART Neurone hingegen setzen eine anorexigene Reaktion mit reduzierter
Nahrungsaufnahme und vermehrtem Energieverbrauch in Gang.

Bei niedrigem Leptinspiegel infolge verminderter Fettdepots erfahren wiederum die
NPY/AgRP Neurone eine starkere Aktivierung [154, 39].

1.3 Pro-Opiomelanocortin

1.3.1 Physiologie und Pathophysiologie von Pro-Opiomelanocortin
Lokalisation und Struktur des POMC Gens sind bereits seit einiger Zeit bekannt: POMC
befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 2, 2p23.3 [133]. Es umfasst 7665bp

und besteht aus drei Exons, die getrennt werden durch zwei relativ grof3e Introns.
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Lediglich das dritte Exon im Verbund mit einem Teil des zweiten Exons kodiert den
Groldteil der translatierten mRNA [177, 164].

POMC wird in so unterschiedlichen Geweben wie der Haut, der Plazenta, im
Hypothalamus, in der kaudalen Medulla oblongata und im Hypophysenvorderlappen -
hier vorwiegend in kortikotrophen Zellen - exprimiert, und je nach Ort der Expression
unterscheiden sich die aus Pro-Opiomelanocortin  durch posttranslationale
Prozessierung hervorgehenden Peptide.

So verwandelt hypophysar die Prohormonkonvertase 1 (PC1) POMC in ein N-
terminales Peptid, das Joining-Peptid, ACTH und R-Lipotropin, durch die Prohormon
Konvertase 2 (PC2) entstehen im Hypothalamus vorwiegend R-Endorphin, CLIP
(Corticotropin-like Intermediate Lobe Peptide) sowie y-MSH

(Melanozytenstimulierendes Hormon), a- und R-MSH [139].

W, L 11 1 1 1 Il coon

L e - I
M:terminad " ACTH -LPH
I | | | | 1
o - -
. CLIP

|| o I

-HSH [i-MSH ph-erd 1-27

Abbildung 4 Posttranslationales Processing von POMC durch PC1(schwarze Pfeile) und PC2 (graue
Pfeile) in Hypophyse (graue Peptide) und Hypothalamus (schwarze Peptide), nach: Coll A, et al. 2004.

Zahlreiche Forschungsergebnisse belegen die Verbindung zwischen den POMC
Produkten a- und 3-MSH, dem von nachgeordneten Neuronen exprimierten G-Protein
gekoppelten Melanocortin 4 Rezeptor (MC4R) und der Funktion, Energieaufnahme und
Grundumsatz auf einem angemessenen Niveau zu halten.

Eine Stérung auf der Ebene des POMC verursacht im Mausmodell der POMC
Knockout-Maus einen charakteristischen adipdsen Phanotyp [180], es sind jedoch auch
Menschen bekannt, die aufgrund von Loss-of-function Mutationen im POMC Gen an

einer frih im Leben beginnenden Adipositas leiden.
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Ihr Phanotyp ist entsprechend des modularen Aufbaus des POMC komplex: Adipositas,
eine veranderte Pigmentierung mit rotlichem Haar und hellem Teint (fehlende MSH-
Wirkung auf Melanocortin 1 Rezeptor in der Haut) sowie ACTH-Mangel (Melanocortin 2
Rezeptor in der Nebennierenrinde) mit konsekutiver Nebennierenrindenatrophie,
Hypokortisolismus und Hypoglykamie [89, 91].

Wird die posttranslationale Prozessierung von POMC infolge eines Mangels an
Prohormonkonvertase 1 beeintrachtigt, leiden die betroffenen Menschen an einer mit
erhdhten POMC Spiegeln einhergehenden, frih einsetzenden Adipositas. Zusatzlich
bestehen Hypokortisolismus, eine beeintrachtigte Glucosehomdobostase (Verarbeitung
von Pro-Insulin zu Insulin) und hypogonadotroper Hypogonadismus (beeintrachtigte
Verarbeitung von am GnRH-Releasing beteiligten Peptiden) [78].

Uber das bereits erwédhnte POMC Produkt a-MSH ist seit Jahren bekannt, dass es,
intraventrikular verabreicht, die Nahrungsaufnahme im Mausmodell reduziert. Ein
Effekt, der sich auch bei der Applikation synthetischer Agonisten bestatigt findet und mit
Melanocortinantagonisten blockiert werden kann [51].

Im Agouti-Mausmodell (AY) kommt es aufgrund der ektopen, auch hypothalamischen
Produktion des normalerweise in den Haarfollikeln exprimierten Agouti Proteins zu einer
Antagonisierung der MC4R, was einen adipdsen Phanotyp herbeifihrt [51].

Diesen Angriffspunkt hat das Protein jedoch nur aus dem Grund, dass grol3e
Homologien zum AgRP (Agouti-related Peptide) bestehen. Anders als das Agouti-
Protein wird AgRP physiologischerweise im Hypothalamus exprimiert und stellt dort
einen endogenen Melanocortinantagonisten dar. Eine verstarkte Expression im
Mausmodell ist in der Lage, Hyperphagie und Adipositas herbeizufuhren [132].

Was das POMC Peptid R-MSH anbetrifft, so erbrachte die Entdeckung einer funktionell
beeintrachtigenden Missense Mutation im R-MSH kodierenden Abschnitt des POMC
Gens beim Menschen, assoziiert mit frih einsetzender Adipositas, einen Hinweis auf
eine Bedeutung des 3-MSH fur den Melanocortinpathway [18].

Auch zur Bedeutung des Melanocortinrezeptors 4 (MC4R) existiert ein Mausmodell, in
dem ein Knockout des MC4R bei den betroffenen Tieren eine Hyperphagie
einhergehend mit einer rapiden Gewichtsakkumulation bewirkt [34, 74].

In Analogie zu den Verhaltnissen bei MC4R-Defekten bzw. MC4R-Antagonisierung im
Mausmodell wurden auch funktionell beeintrachtigende Mutationen im MC4R beim

Menschen beschrieben [181].



Einleitung 8

Fir diese hat sich mittlerweile herausgestellt, dass sie als die wohl haufigste Form
monogenetischer Adipositas beim Menschen anzusehen sind: Wahrscheinlich liegt bis
zu 5% der padiatrischen Adipositasfalle eine solche MC4R-Mutationen zugrunde, wobei
Homozygote starker betroffen sind als Heterozygote [52].

Obwohl die dargestellten Mutationen beim Menschen insgesamt betrachtet
verhaltnismalig selten sind, gilt POMC als starkes Kandidatengen, was die
Pradisposition fur Adipositas anbelangt.

Das unterstreichen die Ergebnisse mehrerer - unabhangig voneinander - an
verschiedenen Populationen durchgefuhrter genomweiter QTL Scans (Quantitative Trait
Locus Scans). Diese folgten dem sogenannten positionellen Kandidantengenverfahren,
beinhalteten also keinerlei a priori Annahmen zur physiologischen Funktion oder
Lokalisation der Kandidatengene und zeigten eine hochsignifikante Assoziation
zwischen genetischen Markern in einer den POMC Locus umfassenden Region auf
dem Chromosom 2 und mit Adipositas als phanotypischem Merkmal.

Sowohl innerhalb der untersuchten afro-amerikanischen, als auch bei kaukasischen und
mexikanischen Populationen bestand diese Assoziation [38, 147, 42].

Es konnten jedoch in zwei wiederum unabhangig voneinander an verschiedenen
Populationen durchgeflihrten Untersuchungen des Pro-Opiomelanocortin Locus auf
polymorphe Marker keine Polymorphismen in den kodierenden Abschnitten des POMC
Gens aufgefunden werden, die die Struktur oder Funktion des Genprodukts verandert
hatten, und so die beobachtete Assoziation hatten erklaren kénnen [72, 42].

In Anbetracht der aus den QTL-Scans stammenden Daten legen diese Befunde die
alternative Uberlegung nahe, dass Mutationen in nichtkodierenden, regulatorischen
Abschnitten den Level von POMC mRNA-Transkripten beeinflussen und so in der Folge
auch die zentrale Konzentration von POMC verandern konnten [90].
Diese Hypothese verschiebt den Blickpunkt auf diejenigen Cis-Elemente, die fur die

transkriptionelle Regulation von POMC im Hypothalamus von Bedeutung sind.

1.3.2 Transkriptionelle Regulation des Pro-Opiomelanocortin Gens
Die transkriptionelle Regulation von POMC wurde primar in Hypophysenzellen
untersucht, wobei sowohl in vitro Transfektion als auch in vivo Expression in transgenen

Mausen zur Anwendung kamen.



Einleitung 9

So konnte gezeigt werden, dass ein zwischen -323bp und -34bp proximal des
Transkriptionsstarts gelegener DNA-Abschnitt in der Lage ist, eine Reportergen-
expression in der Hypophyse transgener Mause zu veranlassen [100].

Ein transgenes Konstrukt, dass den so identifizierten Promoter und weitere 4 kb der
5°-flankierenden Region desselben enthielt, war jedoch nicht in der Lage, gleiches in
den Arcuatusneuronen der Tiere zu bewirken [148].

Bis vor kurzem war also in starkem Gegensatz zur gut untersuchten hypophysaren
Expressionsregulation von POMC weder bekannt, welche Cis-Abschnitte genau fur die
hypothalamische Transkription von POMC verantwortlich sind, noch welche Trans-
Faktoren fir die hypothalamische Expressionsregulation bedeutsam sein kénnten [183,
122].

Vor Kurzem beschrieb die Arbeitsgruppe Low allerdings auf dem Wege einer
funktionellen Expressionsanalyse in transgenen Mausen nPE1 und nPE2 als ein
konservierters Paar von Enhancern mit spezifischer Bedeutung fir die POMC
Expression im Ncl. arcuatus, nachdem ausgehend von der Suche nach mdglichen
Bindungsstellen wichtiger Transkriptionsfaktoren ein phylogenetisches Footprinting zu

Kandidatensequenzabschnitten geflhrt hatte.

0k 2k 4K 6 k 8k 10k 12k 14 k 16 k 18k 20k
T T T T T T T T T T T
5’ , > 3
nPE1 nPE2 Exon 1 Exon 2 Exon 3
— HI H i L
L LIN
Enhancer Promoter
POMC

Abbildung 5 Schematische Darstellung des POMC Gens mit Lokalisation des Promoters sowie der
konservierten Enhancerelemente nPE1 und nPE2

Die sich mit etwa 10 bzw. 12 kb upstream des transkriptionellen Starts von POMC
relativ weit entfernt vom eigentlichen Gen befindenden Abschnitte nPE1 (600bp) und
nPE2 (150bp) steuern als einzige nicht repetitive Sequenzabschnitte im von Low als
relevant charakterisierten Bereich die Reportergenexpression in hypothalamischen
Neuronen, nicht aber in der Hypophyse transgener Mause. Sogar ohne den Promoter
konnte ein Reportergen Uber die Enhancer exprimiert werden. Umgekehrt kann die

komplette Deletion von nPE1 und nPE2 im Kontext der ganzen transkriptionellen
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Einheit die POMC Expression im Hypothalamus ausschalten, ohne diejenige der

Hypophyse mit einzubeziehen.

Die Bindungsmotive zahlreicher

Transkriptionsfaktoren

sind innerhalb der

Enhancerabschnitte lokalisiert, darunter CREB (cAMP Response Element Binding) und

STATS3 (Signal Transducer and Activator of Transcription).

nPE1

h _AGCCTGGTGTCCCTCTCCTGGGGCAAT GGGACT_GAGGGCACAGTGGG
m GGGCCCAGTGTCAT TCACCTGGGACAGCAGGACA _ GAGGCGGTTCTGA
h GGCTC__TCHEGGCHECAGGTG GGCTGCCTGGATTMECTGTCCTGGCTG
m ACCTCAGTT CC.GGCTGC TTGATTT GAAGTCCGGGTTG

h CTCCATTCCTTTGAGCAGCAGGCATGGAAATGGA AGATGGGTACCTAA
m CTCCGTTCCTTTGTGCAGCAGGCATGAAAA CAACAGAGGA___ CACCAG

h GGGGEEGGGGCTGGAGAGGGAGACTGAGCTGAGTGCCTGT_AAAAAGGC
mG CGGCAGGGACAGGGACTGAGCTGAGTGCCTGT_AAAAAGGC

h TGAGTCAGAATGGTGGCMECTGGCACCTGAGCTCTGTCTGGAAAGAGEE
m TGAGTCACACTA GTGACTA CTGGCACCTGAGCTCAGTCTGGAGTAAG TG

h GCAGC GCAGAGC CTGGTGTGTCTGTTAT TATGTCC
mGTTTC GGAGAGTCTGGTGCGAGTCTAATAACGTCC
CREBJ/ATF

h ACAGACATCTTCAGCAAAGACACTACTTCCA GGAAGTCTACTTGGATTGC

m AGGAACAT TTTCAGCAAAGACTGCACCTCCAGGAAGTCCATTCTGACTGC
STAT3

h AGAGGEIECAAGCCTTCATTGTGAAAAAAGGGCTTGGGATAAGGGAGTGGT

m CCAA GAACAAACCCTCATT TTGAAAAGAGAG TTTGGGCTAAGGCAAGCTT

h CACTTCAAGCCCCCTCCAMECAGCCATTGTTGGG TCTGGAGGAAGGAGGA

m CACTTCAAGCCCC ATTGTGGGGACAGCAGCAGG_TGGG
CREB-like

h CEECTEGAAGCTTCTGAATGCECCC_ TGTGATGCACT_CA

m CAAG TC TGAG__CTTTGAATGCCTCTTCCCGTGATGCACTACG

nPE2

h FECATTAGTGGATA AAAGCAGTCTCAAGGGT CTCTTCAMIEAGG
m T GCATTAGTGGATGAAAGCCGTCTCAAGGGG CTCTTCACCAGG
oCT-1

h G TGGEETCCTTCCTGGCCACCAIETCA CTCTCCCTACCTCA  h TCCCTTTGGCTG GAATA CCATT CAAAGGT
m A CAGTGTCCTTCCTGGCCACCGCATCGCTECCTITCCTCA  m GCCCTTTGGCTG TAATA CCATCCAAAGGT
NERF/ELF-2 Nkx6.1/Brn2.0 COUP/ERRa

h ACTG CTGGCTGGAGAACTCECATTCTTCTGGAAAA GTAGCAGTCATGCTE
m GGCCCTG_ CTGGAGAACTCTGCATTCCTGAGGAAGGGCAGCAGTCA GTGC

h CAATTGAAATCTCTTTCATTC CAGTTCTCTG CACAAATTGATTCC
m CAATTGAAATCTCTTTCATTC TTCTTCTCCA CACAAATTGATTCC

h [EAGCCCCTAACAAAGGCCTGTCCCCCACAAAAGGACCATTATGACCACEEC

h TCTTTGCCCTTGAGGTCAAAC@AAGGCTGGTGAAGTAGCC
TAAAGGC CCCAGAATGGGGCCATTGTGGTCATCAC

m TCTTTGCCCTTGAGGTTGCACTGAAT GCCA_TAAAGGGGCCC
ERRa

Abbildung 6 Basenfolge der Enhancer nPE1 und nPE2 von Mensch (h) und Maus (m): Homologien
grau unterlegt, schwarz CpG-Dinukleotide, farbig potenzielle Cis-Elemente fiir Transkriptionsfaktoren
verandert nach [44].

CREB

wachstumsfaktorabhangige Signalwege auch cAMP-abhangige Expressionsantworten,

vermittelt und

abgesehen von seiner Einbindung in  kalzium-
unter anderem in Zellen mit Melanocortinrezeptorbesatz [114, 99].

Daher wurde von mehreren Gruppen der Phosphoryllierunggrad von CREB in Ncl.
arcuatus und Ncl. tractus solitarii abhangig von Ernahrungszustand und Leptinspiegel
untersucht und eine mit der Erhéhung des zellularen pCREBs in Verbindung stehende
verstarkte Transkription von POMC mRNA beobachtet [170, 116, 17, 92].

Bei STAT3 handelt es sich um ein in seiner phosphoryllieten Form als starker
transkriptioneller Aktivator wirkendes Element des JAK/STAT-Pathways, das sich als
notwendig fur die leptinvermittelte hypothalamische transkriptionelle Regulation von
POMC erwiesen hat [58, 25].

So bewirkt Leptingabe nicht nur eine rasche Phosphoryllierung von STAT3 im
Hypothalamus [117], auch beobachtet man bei Mausen, deren aktivierbares STAT3
spezifisch aus den POMC Neuronen entfernt wurde, ein erniedrigtes Niveau von POMC

MRNA sowie einen Anstieg der Korperfettmasse [179].
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Im Kontext der dargestellten Forschungsergebnisse stellen sich also nPE1 und nPE2
als starke Kandidatenregionen fur eine verstarkte Suszeptibilitat fur Adipositas beim
Menschen dar. Um so mehr, als dass Sequenzpolymorphismen in den Enhancern, die
fur die hypothalamische Expression des POMC essentiell sind, andere phanotypische
Merkmale weitgehend unbeeinflusst lassen koénnten. Unter entsprechenden
Ernahrungsbedingungen konnten sie zu exzessiver Gewichtszunahme pradisponieren,
ohne dass der Grad der physiologischen Aktion von hypophysar freigesetzten POMC
Peptiden beeinflusst wurde [44].

Bisher unverdffentlichten, aus unserer Arbeitsgruppe stammenden Daten zufolge
handelt es sich bei nPE1 und nPE2 jedoch um interindividuell hochgradig konservierte
Elemente. Bei einer Untersuchung lymphozytarer DNA von 368 adip6sen und 264
normalgewichtigen Kindern konnte nur bei zwei Personen ein Polymorphismus in nPE1
nachgewiesen werden. Dieser zeigte weder in den untersuchten Gruppen, noch in einer
Familienassoziationsstudie eine signifikante Assoziation zu Adipositas [Krude, personal
communication].

Da sich somit die Sequenz der Enhancer als hochgradig konserviert erwiesen hat und
auf Sequenzebene keine Assoziation zwischen Polymorphismen und Adipositas
aufgedeckt werden konnten, stellt sich die Frage, ob die Enhancer fur alternative
Moglichkeiten der Gendosisregulation im Sinne einer epigenetischen Veranderung

empfanglich sind.
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1.4 DNA-Methylierung

1.4.1 Der Begriff Epigenetik

Bemerkenswert ist, dass und wie in multizellularen Organismen mit weitgehend
homogenem genetischen Repertoire die einer Gewebsdifferenzierung entsprechenden
Gene Uber viele Zellgenerationen hin zur Expression gebracht werden, andere jedoch in
einer bestimmten Gewebeart zuverlassig verstummen [79].

Solche mitotisch, aber auch meiotisch erblichen, stabilen, jedoch potenziell reversiblen
Veranderungen des Genexpressionsmusters, die nicht in der DNA-Sequenz selbst
kodiert sind, also gewissermalien aullerhalb der Ebene konventioneller Genetik
stattfinden, umfasst der Begriff der ,Epigenetik® (epi- griech. oberhalb, au3erhalb) [22,
48, 33].

Drei grole, miteinander in Wechselbeziehungen stehende Gruppen molekularer
Grundmechanismen der Epigenetik sind bis dato bekannt:

Erstens die vielgestaltige Gruppe der die nukleosomale Chromatinkonformation direkt
beeinflusenden Histonmodifikationen. Diese betreffen die N-terminalen Histon-Tails in
Form von Mono-, Di- oder Trimethylierung von Lysin, Methylierung von Arginin,
Azetylierung von Lysin, Phosphoryllierung von Serin und ADP-Ribosylierung.

Sogar die Ankopplung kleiner Proteine wie Ubiquitin oder SUMO an Lysin wird
beobachtet. Histonmodifikationen  kbnnen aber auch an den Coredomanen
stattfinden [53].

Daruber hinaus lassen sich auch verschiedene Histonvarianten voneinander
abgrenzen, die sich in ihrer Aminosaurenfolge unterscheiden [134, 66].

Einen zweiten Mechanismus stellt das RNA-assoziierte Silencing von Genen dar:
siRNA (Small Interfering RNA), doppelstrangige RNAs von 21-22 Nukleotiden Lange
induzieren die Spaltung von mRNA mit exakt komplementaren Sequenzen Uber
sogenannte RISCs (RNA Induced Silencing Complexes).

Alternativ rekrutieren diese hemmende Proteine zu exakt komplementaren DNA-
Sequenzabschnitten, deren epigenetische Modifikation ebenfalls durch siRNA geférdert
werden kann [55, 127].

Drittens beinhalten epigenetische Regulationsmechanismen das bereits seit langer Zeit
bekannte und ausfuhrlich beschriebene Phanomen der DNA-Methylierung, auf das im

Folgenden naher eingegangen werden soll.
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1.4.2 Grundlagen der DNA-Methylierung

Die Enzymfamilie der DNA-Methyltransferasen (Dnmt) hat die Aufgabe, das zellulare
Methylierungsmuster zu etablieren und aufrecht zu erhalten und katalysiert den
Methylgruppentransfer von S-Adenosylmethionin (SAM) auf das C-5-Atom des Cytosins
im Kontext des Dinukleotids 5’-CpG-3’.

Hinsichtlich ihres bevorzugten Substrats lassen sich zwei Gruppen von Dnmts
abgrenzen: Erstens die de novo Dnmts, die den Methylgruppentransfer an vollkommen
unmethylierter DNA katalysieren, zweitens die sogenannten ,Maintainance® Dnmts, die
eine hohere Affinitat zu hemimethylierter DNA zeigen und fiur die postreplikative
Ubertragung des Methylierungsmusters des parentalen Strangs auf den Tochterstrang
verantwortlich sind: Die drei aktiven Dnmts in Saugern sind Dnmt1, die als
Maintainance-Methyltransferase gilt, und die de novo Enzyme Dnmt3a und Dnmt3b.
Dnmt2 ist zwar hochkonserviert in verschiedenen Spezies, in den meisten Organismen
konnte eine katalytische Aktivitat aber bisher noch nicht nachgewiesen werden [13, 14,
96].

Eine Deletion jeglicher der drei aktiven Methyltransferasen bewirkt im Mausmodell den
Tod der betroffenen Tiere in verschiedenen Entwicklungsstadien, weswegen ihnen eine
fundamentale entwicklungsbiologische Rolle zuerkannt wird [130].

Zwar konnen embryonale Stammzellen und die Zellen der Blastozyste den Zellzyklus
ohne merkliche Methylierung durchmachen, sobald allerdings die Differenzierung
beginnt, erweist sich die DNA-Methylierung als unverzichtbar flr die
Uberlebensfahigkeit [28].

In der Tat kommt es im Praimplantationsstadium sogar zu einer Demethylierungswelle,
wahrend derer das aus den Gameten stammende Methylierungsmuster, paternal aktiv
und maternal passiv, geldscht wird [108].

Nach der Implantation jedoch findet eine de novo Methylierung statt, wobei ein Gutteil
der CpG-Dinukleotide, etwa 70%, mit Methylgruppen ausgestattet wird [20].

Als CpG-Inseln sind den Takai-Jones Kriterien zufolge Bereiche von mindestens 500bp
definiert, in denen CpGs ihrer zu erwartenden Frequenz entsprechend angetroffen
werden, d.h. das Verhaltnis aus beobachteten zu erwarteten CpG-Dinukleotiden ist >0,6
und der C+G-Gehalt > 50% [165].

Die Inseln befinden sich vorwiegend upstream von insgesamt schatzungsweise 60%
aller Promotoren, vor allem von Housekeeping Genen, jedoch auch vor gewebs-

spezifisch exprimierten Genen [5].
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Abgesehen etwa von Genen, die dem Imprinting unterliegen, oder dem inaktiven X-
Chromosom der Frau, kann die fehlende Methylierung der CpG-Inseln als weiteres
wesentliches Charakteristikum vieler, wenn auch nicht aller CpG-Inseln gesehen
werden [160, 143].

Wie diese Konstellation der zu einem Grofteil unmethylierten CpG-Inseln angesichts
der in der Ontogenese beobachteten Methylierungswelle zustande kommt, und welchen
Beitrag eventuell existierende demethylierende Enzyme dazu leisten, bleibt nach wie
vor unbeantwortet.

Die Mehrzahl der CpGs jedenfalls, die im sogenannten ,Bulk-Chromatin“ au3erhalb der
Inseln zu finden sind, weisen Methylgruppen auf [19, 43].

Festzuhalten ist in diesem Zusammenhang auch, dass die einmal
entwicklungsgeschichtlich etablierte Verteilung von Methyl-CpGs Uber das Genom
hinweg nicht unveranderlich und Einflissen durch Umweltfaktoren durchaus zuganglich
zu sein scheint [50].

So konnte in einer groRangelegten Untersuchung an monozygoten Zwillingen gezeigt
werden, dass sich die alteren Zwillinge in ihren Methylierungsmustern um so mehr
unterschieden, je weniger Zeit sie gemeinsam verlebt hatten und je mehr sich Aspekte
in ihrer Umwelt unterschieden, wahrend das Methylierungsprofil junger Zwillinge sich
noch weitgehend glich [56].

Und auch fur transgenerationelle Effekte existieren Hinweise: Je nach
Methylgruppendonorgehalt der Nahrung trachtiger Agouti-Mause unterschied sich der
Methylierungsgrad des Agouti-Promoters und einhergehend damit die Fellfarbe der
Nachkommen [175].

Ein Befund, der auf Hypothesen verweist, die eine ebenfalls vom fruhen intrauterinen
Ernahrungsmilieu abhangige metabolische Pragung postulieren, die sich unter anderem
der DNA-Methylierung als Mechanismus bedient [62, 136].

1.4.3 Zusammenhang zwischen DNA-Methylierung und transkriptionellem Status
Methylierung von CpG-Dinukleotiden in einem gegebenen DNA-Abschnitt geht mit
einem transkriptionell inaktiven, heterochromatischen Chromatinzustand einher [19].
Dieser ist im wesentlichen Uber folgende Mechanismen vermittelt:

Einerseits wird diskutiert, dass die Methylgruppen direkt sterisch mit der Bindung von

vorwiegend solchen Transkriptionsfaktoren interferieren, die in ihren Zielsequenzen
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CpGs aufweisen, darunter beispielsweise Ap2, c-myc, CREB, E2F oder NFkB
[166].

Die daraus resultierende Transkriptionshemmung durch Methylgruppen muss als ein
Wechselspiel zwischen den in der jeweiligen Zelle vorhandenen Transkriptionsfaktoren,
der Promoterstarke, eventuell vorhandenen Enhancern und der jeweiligen
Methylierungsdichte betrachtet werden [27].

Zum anderen kann eine bestimmte Proteinfamilie Uber ihre konservierte Methyl-CpG-
Bindungsdomane (MBD) spezifisch methylierte CpGs binden [26].

Bisher sind funf Mitglieder dieser Methyl-CpG-Bindungsproteine bekannt, von denen
jedoch nur MeCP2, MBD1 und MBD2 eine transkriptionelle Repressorfunktion
zukommt [120, 124, 54].

MBD 4 ist ein Reparaturenzym mit Thymidinglykosylaseaktivitat, dass an der Reduktion
des durch Methylierung von Cytosinen in diesem Bereich erhéhten Mutationsrisikos
beteiligt ist [112].

MBD3 bindet nicht an methyliete DNA, sondern beteiligt sich mit im Detail noch
ungeklarter Funktion am NuRD-Korepressor-Komplex (Nucleosome Remodelling and
Histone Deacetylation), mit dem zusammen MBD2 hinwiederum einen als MeCP1
bezeichneten Komplex bildet [71, 109, 123].

Ein Protein ohne MBD, Kaiso, bindet zwar methylierte CpGs, allerdings im Kontext
eines Zinkfinger-Motivs. Ihm scheint ebenfalls eine Wirkung als transkriptioneller
Repressor zuzukommen [137, 149].

Wie eine solche Repression durch Methyl-CpG-Bindeproteine zustande kommen kann,
lasst sich anhand von MeCP2 veranschaulichen. Es kann direkt sterisch den Zugang
transkriptioneller Aktivatoren zu Promotoren oder Enhancern behindern [83], aber auch
indirekt reprimieren, z.B. durch Interaktion mit dem Histondeacetylasen beinhaltenden
Sin3 Korepressorkomplex [81, 120].

Unter den =zahlreichen Histonmodifikationen geht namlich eine Azetylierung mit
funktionell aktivem, offenem, eine Deazetylierung jedoch mit inaktivem, kompakt
kondensierten Chromatin einher [69].

Auler mit dem SWI/SNF Chromatin-Remodeling Komplex ist MeCP2 assoziiert mit
einer Histonmethyltransferase, die spezifisch Histon H3 am Lysin 9 methyliert, wovon
bekannt ist, dass es sich um eine transkriptionell repressive Modifikation handelt [61,
67].
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Ein solcher ,cross-talk” zwischen DNA-Methylierung und dem histonmodifizierenden
System findet jedoch in beide Richtungen und nicht nur GUber die MDB-Proteine statt:
Auch Dnmts interagieren mit Histondeazetylasen [59, 60] und umgekehrt kann die DNA-
Methylierung in Abhangigkeit zur Methylierung von Histonproteinen stehen [77, 80 95].

1.4.4 Funktionsebenen der DNA-Methylierung

Der Mechanismus der DNA-Methylierung ermoglicht es Zellen, durch selektive
transkriptionelle Stilllegung einzelner Gene stabile, der jeweiligen Differenzierung
entsprechende Genexpressionsprofile zu etablieren und die Gendosis einzustellen, wie
etwa Phanomene wie die X-Inaktivierung und das genomische Imprinting zeigen [143,
160].

Das durch eine Dnmt3b-Mutation bedingte und unter anderem mit stark erhohter
chromosomaler Instabilitdt  einhergehende  ICF-Syndrom  (Immunodeficiency,
Centromeric Instability, Facial Abnormalities) deutet auf eine weitere Funktion der DNA-
Methylierung hin, die in einer Verminderung der homologen Rekombination zwischen
repetitiven Elementen und damit indirekt ebenfalls in der Stabilisierung des gewebs-
spezifischen Genexpressionsprofils besteht [158].

In diesem Zusammenhang werden auch die Stilllegung von Transposons und die
Verteidigung gegen virale Sequenzabschnitte mit der DNA-Methylierung in Verbindung
gebracht [88, 182].

Sowohl in der Ontogenese als auch in der Ausdifferenzierung einzelner Organsysteme
scheint dies geradezu Uberlebensnotwendig zu sein, wie im Mausmodell anhand des
Dnmt-Knockouts und am Beispiel inaktivierender Mutationen von MeCP2 beim
Menschen belegt ist. Letztere sind Ursache des Rett-Syndroms, einer tiefgreifenden
neuro-psychiatrischen Entwicklungsstérung [130, 174].

Umgekehrt spielt das zellulare DNA-Methylierungsmuster auch bei
Dedifferenzierungsvorgangen wie etwa der Kanzerogenese eine Rolle:

Tumorzellen zeigen oft ein global niedrigeres Niveau von DNA-Methylierung als
normale Korperzellen, was mit einer Re-Expression von stillgelegten Genen
einhergehen kann, weisen aber lokale DNA-Hypermethylierung, z.B. an Promotoren

von Tumorsuppressorgenen auf, die in der Folge inaktiviert werden konnen [11,159].
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1.4.5 DNA-Methylierung von Enhancern

Zunachst ist hervorzuheben,

dass das durch verschiedene Gruppen bisher

zusammengetragene Material zum Methylierungsstatus von Enhancern im Vergleich

zur intensiv untersuchten DNA-Methylierung von Promotern sparlich ist.

Bei der

Untersuchung der Methylierung von Enhancern stehen die Neoplasien jedoch ebenfalls

deutlich im Vordergrund.

Fragestellung Material Autoren
Einfluss der DNA-Methylierung des TCDD-sensitiven Enhancers von Zelllinien und Gewebe: [131]
CYP1A1 auf dessen Induzierbarkeit durch Dioxin Prostatakarzinom,

benigne Prostatahyperplasie
CYP1B1 Expression im Zusammenhang mit DNA-Hypomethylierung des [169]
Promoters/ Enhancers
DNA-Methylierung des HIF-Bindungsmotivs im 3’Enhancer von Neuroblastom Zelllinien [146]
Erythropoietin (EPO) in Abhangigkeit vom neuronalen Zellphanotyp
DNA-Methylierung des intronischen Enhancer des RFX1-Gens Gliom-Proben, Zelllinien, [129]
(transkriptioneller Regulator fiir c-myc) normale Glia, mononukleére

Zellen
Methylierungsstatus des O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)  verschiedene humane [119]
Promoters/Enhancers in Abhangigkeit zur MGMT-Expression Krebszelllinien, MGMT+/-
Methylierung des Promoters/Enhancers von Fas und dessen Expression Kolonkarzinomproben [135]
DNA-Methylierung des Enhancers des HPV16-Genprodukts E6 (humanes Zervixkarzinom Zelllinien [140]
Papillomavirus) in Abhangigkeit von der Zahl der Virusgenome
Existenz eines DNA-Methylierungsmusters von HPV 16 in Proben aus [82]
Zervixschleimhautzellen Zervixkarzinomen, CIN,

asymptomatisch Infizierter
Methylierungsstatus des Enhancers von Genprodukt E6 bei HPV18 in Proben asymptomatisch [8]
Abhangigkeit von der Zahl der viralen Kopien Infizierter, ZervixCA,

Zelllinien
DNA-Methylierung des viralen Enhancers des HPV16-Genprodukts E6 Zervixkarzinom Zelllinien [7]
(humanes Papillomavirus) und Tumorprogression CIN - Proben (zervikale

intraepitheliale Neoplasie)
Effekte der DNA-Methylierung der LTR-Enhancer des Rous Sarcoma Virus  Huhnerfibroblastenlinie, div. [70]

Sauger Zelllinien
Methylierung des LMP1 und BCR2 Promoters/Enhancers beim EBV Burkitt-Lymphom Zelllinien [113]

Tabelle 1 Arbeiten zum DNA-Methylierungsstatus von Enhancern bei neoplastischen Prozessen

HI-Virus

Fragestellung Material Autoren
Einfluss der DNA-Methylierung des CMV Promoters/Enhancers auf die Adenoviraler Vektor in [29]
Expression eines Transgens Skelettmuskelzellen der Ratte
DNA-Methylierung und proviales Silencing am Beispiel des Enhancers des MEL-Zellen mit MML-Virus [101, 102]
MML-Virus (Moloney Murine Leukemia Virus)

Methylierungsstatus des Upstream-Elements vom Intracisternal-A-Particle murine Teratokarzinomzellen [151]
Methylierungsstatus von LTR-Enhancern als Modulator der Expression des  HIV-infizierte murine Vero [12]

Zellen

Tabelle 2 DNA-Methylierung von Enhancern und Expression von Transgenen, provirales Silencing



Einleitung

18

Fragestellung Material Autoren
epigenetische Kontrolle der Oct-4 Genexpression durch dessen embryonale Stammzellen, [68]
Promoter/Enhancer Trophoblastzellen, Zelllinien

und Gewebe von Dnmt1KO

Mausen
Einfluss von Glukokortikoiden auf DNA-Demethylierung in der Ontogenese Rattenhepatozyten Zelllinie, [168]
am Beispiel des Enhancers des TAT-Gens (Tyrosin-Aminotransferase) Kultur fetaler Ratten-

hepatozyten
Demethylierung des distalen myoD Enhancers im Laufe der Myogenese im  Myogene Zellen und [31]
Skelettmuskel Somitenzellen aus

Mausembryos,

Transgenes Mausmodell,

nicht-myogene Zellen
Entwicklungsabhangige Methylierung des MLC-CAT- Enhancers der Transgen in [64]
leichten Kette von Rattenmyosin und dessen Einfluss auf die Expression Skelettmuskulatur der Ratte
eines Transgens

Tabelle 3 DNA-Methylierung von Enhancern in der Gewebsdifferenzierung und Entwicklung

Fragestellung Material Autoren
gewebsspezifische Stilllegung der Expression des B29-Gens in der Zelllinien: Niere, Hypophyse, [106]
Hypophyse murine B-Zellen
durch dessen 3'-Enhancer
Sauerstoff-regulierte Erythropoetin-Expression in Abhangigkeit von der Zelllinien mit und ohne EPO- [176]
CpG-Methylierung des 3’-Enhancers Produktion, nicht

exprimierendes Mausgewebe
Methylierung einer ETS-Site im intronischen Enhancer des Keratin-18 Gens transgenes Mausmodell fiir [171]
partizipiert in gewebs-spezifischer Expression K18 (Herz, Leber, Milz),

humanes Gewebe (Leber,

Niere, Herz, Milz, Gehirn)
CpG-Methylierung des Enhancers des Proenkephalin Gens und Einfluss CV1-Zellen und Gliom [37]
auf dessen Transkription Zelllinie

Tabelle 4 DNA-Methylierung von Enhancern und gewebsspezifische Expression von Genen

Fragestellung Material Autoren
DNA-Methylierung der Enhancer des IL 4 Locus in der TH2 Naive T-Zellen, TH1 und TH2 [3]
Zelldifferenzierung
Veranderungen des Methylierungsstatus des IFN-gamma-Enhancers in der  naive und stimulierte T-Zellen [128]
T-Zell Differenzierung
IL-2 Promoter-Enhancerregion und ihr Methylierungsstatus in Abhangigkeit =~ CD4+ T-Zellen mit/ohne [167]
von Kostimulation durch CD28 kostimulatorische Signale
DNA-Methylierung des Perforin Enhancers/Promoters und Einfluss auf die NK-Zelllinie, T-Zelllinien und [104]
Perforinexpression Fibroblasten
Differenzierung von primaren hamatopoetischen Stammzellen in vitro und myeloide Zellen aus [163]
Methylierung des Chicken-Lysozym Gens mit Enhancer transgenem

Mausknochenmark,

verschiedene

Differenzierungsstadien
DNA-Methylierung des Enhancers des Chicken Lysozym Gens transgenes [94]

Mausknochenmark,

Zelllinien: Eryhtroblasten,

Makrophagen,

Progenitorzellen

Tabelle 5 DNA-Methylierung von Enhancern und Blutzelldifferenzierung
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Fragestellung Material Autoren
Methylierungsstatus des Perforin- CD4- und CD8, NK Zellen, Fibroblastenlinien [103]
Promoters/Enhancers

Interleukin-2 Gen Enhancer, Methylierung und Einfluss ~ CD4 aus transgenen Mausen, Fibroblastenlinien, [30]
auf die Transkription Hepatozytenlinien

M-Lysozym-Gen Enhancer, Methylierung und Linien von Fibroblasten, myeloiden Vorlaufern, T [2]
Expression Zellen und Makrophagen

Tabelle 5 (fortgesetzt) DNA-Methylierung von  Enhancern und  Blutzelldifferenzierung

So dominieren bei einer Literaturrecherche in Medline mit den Suchbegriffen
-Enhancer’ und ,DNA-Methylierung“ unter den Suchergebnissen solche Arbeiten, die
sich mit neoplastisch verandertem Gewebe befassen (Tabelle 1). Selten wurde
allerdings ein Enhancer isoliert betrachtet, zumeist wurden die entsprechenden
Promoter bei der Untersuchung in den Vordergrund gestellt.

Einen weiteren Untersuchungsschwerpunkt bildet das provirale Silencing sowie der
Einfluss der DNA-Methylierung auf die transkriptionelle Stilllegung transgener
Expression (Tabelle 2). Prozesse der Gewebsdifferenzierung im Allgemeinen (Tabelle
3) und die Blutzelldifferenzierung im Besonderen (Tabelle 5) sind weitere
Arbeitsbereiche, neben wenigen Arbeiten zur Rolle der Enhancermethylierung in der
gewebs-spezifischen Expression von Genen (Tabelle 4).

Aus den hier tabellarisch dargestellten Ergebnissen der Literaturrecherche geht
aullerdem hervor, dass sich die Uberwiegende Mehrzahl der bisher zur DNA-
Methylierung von Enhancern vorliegenden Arbeiten der Untersuchung methylierter DNA
in Zelllinien bedient. Die Hyper- oder Hypomethylierung von gewebs-spezifischen
regulatorischen Sequenzbereichen in deren naturlichem Gewebekontext wurde bisher
nur extrem selten untersucht. Zum Methylierungsstatus von Enhancern in ihrem
angestammten Chromatinkontext in einem spezifischen Zelltyp, bei dem es sich nicht
um eine immortalisierte Linie oder in vitro manipulierte Zellen, sondern um direkt aus
einem Gewebsverband entnommene Zellen handelt, liegt unserem aktuellen

Kenntnissstand zufolge bisher noch keine Arbeit vor.
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1.4.6 DNA-Methylierung und POMC

Im Bereich des Pro-Opiomelanocortin Gens befinden sich zwei umschriebene CpG-
Inseln [63].

Einerseits in der Umgebung des in zahlreichen Geweben schwach aktiven 3’-
Promoters, der sich im zweiten Intron kurz vor Exon 3 befindet [122].

Zum anderen liegt der Bereich bei ca -300bp, der die hochgradig gewebsrestringierten,
regulatorischen Elemente des 5 Promoters enthalt, in eine zweite CpG-Insel
eingebettet.

Diese Region kurz vor dem Exon 1 ist, wie bereits dargelegt, Hauptausgangspunkt fur
die Initiation der Transkription von Pro-Opiomelanocortin in den kortikotrophen Zellen
des Hypophysenvorderlappens sowie auch in POMC exprimierenden Neuronen im
Hypothalamus [122].

Bereits seit einiger Zeit ist bekannt, dass ein ebenfalls etwa auf der H6he von -300bp
gelegener Bereich, der ein Spaltmotiv fir das Hpall-Restriktionsenzym enthalt,
empfanglich fur eine diffferentielle Methylierung ist: Dieser Bereich zeigt eine variable
DNA-Methylierung in Pro-Opiomelanocortin exprimierenden und nicht exprimierenden
Geweben [93].

Eine intensivere Analyse des Methylierungsmusters dieses Bereichs mittels der bisulfit-
gestutzten Sequenzierung in verschiedenen exprimierenden und nicht exprimierenden
Geweben, Tumoren sowie Zelltypen fuhrte ausgehend von diesen friheren
Untersuchungen zu dem Befund, dass dieser Bereich hypermethyliert ist in normalem,
nicht exprimierendem Gewebe bzw. Zelllinien, jedoch hypomethyliert in solchen Zellen,
die POMC und dessen Folgepeptide exprimieren [121].

Hierbei handelt es sich in sofern um eine Besonderheit, als dass es sich diesen
Befunden zufolge bei POMC um eines der ersten somatisch exprimierten Gene handelt,
von dem bekannt ist, dass es eine hypermethylierte CpG-Insel in normalerweise dieses
Gen nicht exprimierenden Geweben aufweist. Dies stellt eine Ausnahme von der
grundlegenden Vorstellung dar, dass die CpG-Inseln in allen somatischen Geweben
unmethyliert vorliegen [122, 19].

Hierraus geht hervor, dass die transkriptionelle Regulation von POMC im Prinzip
zuganglich ist fur die Mechanismen der DNA-Methylierung. Des weiteren unterstreichen
diese Befunde, dass sich sowohl die gewebs-spezifische Regulation, als auch das
Gesamtniveau der POMC Expression durch das Methylierungsmuster des 5’-Promoters

beeinflusst zeigen.
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Daraus kann im Hinblick auf das Phanomen Adipositas die Hypothese abgeleitet
werden, dass die hypothalamische Gendosis einiger Individuen auch durch einen
fixierten hoheren Methylierungslevel vermindert sein konnte, welcher dann
einhergehend mit einer entsprechend niedrigeren Expressionkapazitat fir POMC eine

verminderte Ubermittlung peripherer Sattheitssignale bedeuten wiirde [121].
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1.5 Fragestellung

Die Entdeckung des mit fruh einsetzender Adipositas einhergehenden Pro-
Opiomelanocortin Mangelsyndroms beim Menschen untermauert die entscheidende
Rolle der aus POMC hervorgehenden Peptide flr die zentrale Energiehomdostase.
Uber diese relativ seltenen POMC Defekte hinaus existieren aus mehreren, unabhangig
voneinander an  verschiedenen  Populationen  durchgefuhrten  QTL-Scans
hervorgehende Daten, die auf eine Assoziation von Leptinspiegeln bzw.
Korperfettmasse und dem POMC Locus deuten.

Funktionell bedeutsame Polymorphismen im eigentlichen POMC Gen konnten jedoch
bisher nicht identifiziert werden, so dass Veranderungen in den nicht kodierenden
Bereichen von POMC fur diese Befunde verantwortlich sein kdonnten, indem sie das
Niveau der hypothalamischen POMC Expression beeinflussen.

Letzere ist hochgradig gewebs-spezifisch reguliert, wie die Entdeckung der
konservierten Enhancerelemente nPE1 und nPE2, die als essentiell fir die Expression
im Hypothalamus charakterisiert werden konnten, zeigt.

Da sich diese regulatorischen Elemente auf genetischer Ebene als hochkonserviert
erwiesen haben und zugleich aus Untersuchungen des DNA-Methylierungsstatus des
POMC Promoters in Hypophyse wie Hypothalamus Hinweise darauf existieren, dass
das POMC Gen prinzipiell fur eine epigenetische Regulation auf der Ebene der DNA-
Methylierung zuganglich ist, stellt sich die Frage, ob eine epigenetische Alteration in
Form eines differenten DNA-Methylierungsmusters im Bereich der gewebs-spezifischen
regulatorischen Elemente fur die erlauterten Befunde verantwortlich sein kdnnte.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, zu klaren, ob die konservierten,
hypothalamus-spezifischen Enhancer fur eine differentielle, gewebs-spezifische DNA-
Methylierung empfanglich sind, und zu ermitteln, wie ein méglicherweise vorliegendes
Methylierungsmuster aussehen konnte. Dabei konzentriert sich die vorliegende Arbeit
auf die Untersuchung peripherer Blutzellen und Arcuatusneuronen beim Menschen und
bezieht angesichts der starken phylogenetischen Konservierung des Enhancerpaares
einen Speziesvergleich Mensch-Maus mit ein.

Diese Arbeit nimmt insofern einen besonderen Blickpunkt ein, als dass das DNA-
Methylierungsmuster von Enhancern weder in neoplastisch veranderten noch
transformierten  Zellen, sondern in  ihrem natlrlichen  Chromatin- und

Expressionskontext dargestellt werden soll.
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2 Material und Methoden

21

Die menschlichen Hypothalamusschnitte wurden uns Rahmen einer Zusammenarbeit

Material

mit der Arbeitsgruppe van Landeghem, Institut fir Neuropathologie der Charité Berlin,
zur Verfigung gestellt. Die menschlichen peripheren Blutzellen dagegen wurden von
Die untersuchten
Kohrle,

freiwilligen gesunden Personen (Labormitarbeitern) gewonnen.
peripheren murinen Blutzellen stammen von der Arbeitsgruppe Professor

Institut fur experimentelle Endokrinologie, Charité Berlin.

2.1.1 Geriate

Laserdissektionsgerat MicroBeam®, P.A.L.M. Microlaser Technologies,

Bernried
Leica AS LMD®,

Leica Microsystems, Wetzlar

Sequencer AB| 373° und ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Software DNA Sequencing Analysis 5.2, Applied Biosystems
Foster City, CA, USA

Thermocycler UNO®- Thermoblock, Biometra, Gottingen
Mastercycler®Gradient, Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifugen Centrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg
Centrifuge 5417C, Eppendorf, Hamburg

Photometer Bio-Photometer®, Eppendorf, Hamburg

Brutschrank APT Line BD 23° Firma Binder, Tuttlingen

Heizblock Techne Dri - Block® DB3, Techne, Jahnsdorf

Thermoschtittler

Thermomixer Compact®, Eppendorf, Hamburg

Feinwaage Kern 70, Firma Kern, Balingen
Mikrotom Kryostat HM 500, Mikrom , Walldorf
2.1.2 Chemikalien

Hydrochinon
Natriumbisulfit
Natronlauge

Hochviskoses Mineralol

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
MERCK, Darmstadt

MERCK, Darmstadt

Trinity Biotech, Wicklow, Irland
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213

21.4

21.5

2.1.6

Sea plaque Agarose

SDS

Tris

HCI

EDTA

Betain

MgCl,
Agarose
Ethidiumbromid
Natriumacetat
Ethanol
Methanol
H20,

dNTPs

Enzyme
EcoRI
Proteinase K

Taqg-Polymerase
Enzympuffer
EcoRI-Puffer (10x)
NH4+-reaction buffer
Primer

Kits
DNA-Extraktionskit

Sequenzierkit

Gel-Extraktionskit

Bio Whittaker Molecular Applications, Rockland, ME,

USA

MERCK, Darmstadt

MERCK, Darmstadt

MERCK, Darmstadt

Calbiochem., San Diego, CA, USA
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
BIOLINE, Randolph, MA, USA
NEEO Ultra Agarose, Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
MERCK, Darmstadt

MERCK, Darmstadt

MERCK, Darmstadt

MERCK, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

New England Biolabs, Schwalbach
Qiagen, Hilden
BIOLINE, Randolph, MA, USA

New England Biolabs, Schwalbach
BIOLINE, Randolph, MA, USA

TIB MOLBIOL, Berlin

QIAamp DNA Blood Mini®; Qiagen, Hilden

ABI PRISM® Big Dye Terminator v 3.1, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA

QIAQuick® Gel-Extraction Kit, Qiagen, Hilden
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2.1.7 Immunhistochemie

Primarantikorper Arbeitsgruppe Prof. Brabant, MH Hannover
Sekundarantikorper DAKO, Carpinteria, CA, USA
Streptavidin-HRP DAKO, Carpinteria, CA, USA

Swine serum DAKO, Carpinteria, CA, USA
HRP-DAB-Substr Buffer DAKO, Carpinteria, CA, USA

Chromogen DAB DAKO, Carpinteria, CA, USA

Hamatoxylin MERCK, Darmstadt

2.1.8 Sonstige Losungen und Puffer
PBS Biochrom, Berlin
Lyselésung
20ug/ml Proteinase K
10mM TRIS-HCI
10mM EDTA
1% SDS
Tris-EDTA-Puffer, pH 8
10mM Tris-HCI. pH 7,4
0,'mM EDTA, pH 8
ad Hx0

10x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE), pH 8
Tris 0,89 M
EsBO; 0,89 M
EDTA 0,02 M

2.2 Prinzipien der Methoden und Versuchsablauf

2.2.1 Isolierung von DNA aus Voliblut

Die dem Protokoll fiir das QIAmp DNA Blood Mini® Kit folgende DNA-Gewinnung aus
peripheren Blutzellen erforderte zunachst einen Lyseschritt: Dazu wurden 300 pl
Vollblut mit 300ul QIAgen-Lysepuffer AL zu 30ul Proteinase K in ein Reaktionsgefal®
gegeben und bei 56°C fir 10 min inkubiert.
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Anschlieend wurde die DNA von den Zellresten getrennt: Dazu wurden 300 ul Ethanol
(100%) hinzugefugt und die Losung in ein QIAmp Zentrifugensaulchen Uberfuhrt. An
dessen Membran aus Silicagel konnte die DNA adsorbieren, wahrend sich durch das
einminutige Zentrifugieren bei 8000 rpm (rounds per minute) die Zellreste in einem
Auffanggefall darunter sammelten.

Zwei Wasch- und Zentrifugationsschritte mit dem QlAgen-Puffern AW1 bei 8000 rpm fur
eine Minute und AW2 14000 rpm fur drei Minuten schlossen sich an.

In einem abschlieRenden Elutionsschritt konnte die DNA in 75yl 80°C warmem
destillierten Wasser aufgefangen werden, das zunachst auf die Membran des
Zentrifugensaulchens pipettiert wurde und durch einen abschliellenden einminutigen
Zentrifugationsschritt bei 8000 rpm die DNA aus der Saule I0ste. Die anschlieRende

Bestimmung des DNA-Gehalts des Eluats erfolgte photometrisch.

2.2.2 Prinzip und Anwendung der Bisulfitmethode

Der Ausgangspunkt der Methode besteht in einer oxidativen Desaminierung nicht
methylierten Cytosins zu Uracil im Milieu einer Natriumbisulfittdsung, die sich aus den
Komponenten  Natriumbisulfit  (Na;S,0s), Hydrochinon (1,4-Benzendiol) und
Natronlauge (Endkonzentration von NaOH 0,3 M) zusammensetzt und eine Reaktion
ermoglicht, die aus drei Schritten besteht (Abbildung 7).

Die Addition einer SOs;-Gruppe an die 5,6-Doppelbindung eines unmethylierten
Cytosins (1=2) schafft zunachst die Bedingungen flr eine spontane Hydrolyse der
Aminogruppe an C-4 (2=3), was ein sulfoniertes Uracil hervorbringt.

Uracil wird anschlieBend wiedergewonnen durch Desulfonieren unter alkalischen

Bedingungen (3=4) [155]. NH, NH,
o ok
Dabei macht man sich zunutze, dass 5- HNZN _HSOS7 1y
Methylcytosin im G t thyliert 0y oA nAsor
ethylcytosin im Gegensatz zu unmethyliertem R | 3
Cytosin weniger anfallig fur nukleophile Angriffe by ﬁ
an der 5,6-Doppelbindung ist und daher in lﬂf&%Jr
a4
diesem Reaktionsmilieu nicht modifiziert wird. @ O
Dies ist ein Unterschied, den man in einer sich HN)j (E_S__?a_“i_ HN’LH
I . 0" N R S B
der Amplifikation der Zielsequenz R | o
. . : R
anschlie3enden Sequenzierung sichtbar T i

machen kann.
Abbildung 7 Bisulfitumwandlung
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c CTBCAGGGACGACGGECGAG GGTCT GTC TC GAGTCC ACGGTC GCCG
M ! M
Bisulfit-Umwandlung
G C GGG Uea Ve CG G GGTUT GTUTUGAGTU L UGGT ! GC IIG
\ PCR-Amplifikation ‘
[ G C GGG G IGGCGAG GGTTT GTT 1T GAGI GGT GC G
CGTCCC EEGCTCT P TCC ca CTCAGZ T CC cCG c
T

Sequenzierung

Abbildung 8 Ubersicht zum Prinzip der Bisulfit- Umwandlung und sich anschlieRender Schritte

Urspringlich nicht methylierte, zu Uracil transformierte Cytosine werden als Thymin
gelesen, 5-Methylcytosine werden als Cytosine erkannt [65].

Allerdings lassen sich nur solche unmethylierten Cytosine umwandeln, die in einzel-
strangigen DNA Bereichen lokalisiert sind [155], weswegen es erforderlich ist, die DNA-
Probe entsprechend aufzubereiten und zu denaturieren.

Maximal 300ng der leukozytaren DNA wurden zunachst einem enzymatischen Verdau
unterzogen: EcoR1, ein Restriktionsenzym mit der Zielsequenz 5’ ... GYAATTC ... 3
bzw. 3'...CTTAAYG...5 spaltete bei 37°C wahrend zwei Stunden die DNA in kirzere
Fragmente, die sich im Folgenden leichter denaturieren und in der Bisulfitidsung
umwandeln lassen, da die raumliche Trennung der komplementaren Strange nach der
Denaturierung ausgepragter ist.

Ersteres geschah in Form einer funfminutigen Hitzedenaturierung bei 95°C, an die sich
eine zweite alkalische Denaturierung mit 2M Natronlauge uber 15 min bei 50°C
anschloss.

Damit eine optimale Ausbeute an modifizierten DNA-Fragmenten auch bei kleinsten
Ausgangsmengen gewabhrleistet ist, der Verlust von DNA wahrend des Uberfiihrens der

DNA minimal bleibt und ein Reannealing der DNA zum Doppelstrang weitgehend
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abgewendet wird, wurde die so aufgeschlossene DNA (zwischen 300 und 600 ng) in
50ul LMP (low melting point) Sea Plaque Agarose eingebettet.

Aus dem Agarose-DNA-Gemisch wurden Beads geformt (engl. Kugelchen, Perlen), die
jeweils nicht mehr als 100ng DNA enthielten, indem 10ul des Gemisches durch eine
Phase aus schwerem, hochviskdsem Mineraldl, mit dem die eisgekuhlte Bisulfitldsung
uberschichtet wurde, in die untere Bisulfitphase abgesenkt wurden.

Wahrend der darauf folgenden siebenstindigen Inkubation bei 50°C ereignete sich die
angestrebte Umwandlungsreaktion. Waschschritte mit Tris-EDTA-Puffer pH 8,
Natronlauge (0,2M), erneut Tris-EDTA und schlieBlich Wasser dienten einerseits dem
Entfernen von stdrenden Reaktionskomponenten im Hinblick auf die sich anschlieliende

PCR, andererseits der alkalischen Ruckgewinnung von Uracil (siehe Abbildung 7).

2.2.3 Immunhistochemische Farbung der Kryoschnitte

Zur selektiven DNA-Isolierung aus Neuronen des Nucleus arcuatus wurden aus den
menschlichen Hypothalami Kryoschnittte von 10um Dicke angefertigt und auf einen zur
Lasermikrodissektion geeigneten, mit Polyethylenfolie beschichteten Objekttrager
aufgebracht. Die anschlieRende Fixierung erfolgte mit Ethanol (70%), anschlieRend
trockneten die Schnitte an der Luft.

Zuerst war es erforderlich, eine eventuell endogen vorhandene Peroxidaseaktivitat in
den Schnitten zu blockieren, um die Spezifitdt der immunhistochemischen Farbung zu
erhohen. Zu diesem Zweck wurde nach einem Waschschritt mit aqua dest ein
Methanol/H,02-Gemisch (750pl H2O, 50ul Methanol) fur eine 10-minutige Inkubation
eingesetzt.

Um namlich die fur die Fragestellung interessanten 3-MSH produzierenden Zellen des
Nucleus arcuatus selektiv darzustellen, wurden die Schnitte einer dem ABC-Prinzip
(Avidin Biotin Complex) folgenden immunhistochemischen Farbemethode unterzogen,
bei der die Signalgebung ebenfalls auf der Aktivitat einer Peroxidase beruht.

Als Vorteil dieser zu den indirekten Farbeverfahren gehérenden Methode im Vergleich
zu direkten Farbungen, bei denen ein enzymmarkierter Primarantikorper direkt mit dem
Gewebsantigen interagiert, gilt eine hohere Sensitivitat [126].

Zunachst bindet ein Primarantikorper an das darzustellende Gewebsantigen. Dieser
wird von einem Sekundarantikérper erkannt, der in einer anderen Spezies als der
Primarantikdrper gegen Antigen der Spezies, aus der der Primarantikbrper stammt,

gebildet wurde.
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biotinylierte Peroxidase
Streptavidin
0} Biotin

Sekundarantikorper
,Swine-anti-rabbit“

Primarantikdrper
Jrabbit-anti-B-MSH*

B-MSH

Abbildung 9 Darstellung des Prinzips der immunhistochemischen Farbung 3-MSH-produzierender
Neurone

Bei einem solchen indirekten Verfahren kénnen mehrere sekundare Antikdrper mit
mehreren verschiedenen Epitopen des Primarantikorpers interagieren und es lasst sich
die Signalintensitat steigern, da letztlich mehr Enzymmolekile pro Zielstruktur
angelagert sind.

Diese Anlagerung des Enzyms an den Sekundarantikorper findet statt Uber den bereits
erwahnten (Strept-)Avidin-Biotin Komplex. Sie macht sich die hohe Affinitat des
Strepavidins zu Biotin zunutze: Der Sekundarantikorper ist biotinyliert und daher in der
Lage, Streptavidin-HRP (Horse Reddish Peroxidase) zu binden.

Eine der Zugabe der Antikérper vorangehende 20-minltige Inkubation mit Serum der
Spezies, aus der der Sekundarantikdrper stammt, hier Schweineserum, diente dazu,
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren und die Spezifitdt der Farbung weiter zu
erhdhen.

Uber Nacht schloss sich bei 4°C die Inkubation mit dem Primarantikérper ,rabbit-anti-R-
MSH* an.

Nach einem Waschschritt mit PBS zur Entfernung der nicht gebundenen Antikorper
folgte der biotinylierte Sekundarantikorper ,swine-anti-rabbit® 60 Minuten bei

Raumtemperatur. Wieder wurden die nicht gebundenen Antikdrper mit PBS entfernt.
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Streptavidin-HRP (Horse Reddish Peroxidase) lagerte sich an die biotinylierten
Sekundarantikorper an, und nach einem weiteren PBS-Bad wurde ein Chromogen
zugegeben, das, indem es durch die Peroxidase umgewandelt wird, die
Bindungsverhaltnisse, und damit die Orte erhdhter R-MSH Konzentration, sichtbar
macht (750 ul Dako — Substrat Puffer DAB und 15ul Chromogen DAB fiir 2 Minuten).

Nach anschlieBendem Waschen mit PBS und aqua dest folgte schliel3lich die

Gegenfarbung mit Hamatoxylin.

2.2.4 Laser-Mikrodissektion

Bei der Gewinnung morphologisch uniformer, reiner Zellpopulationen, wie hier 3-MSH
positiver Zellen aus Gewebeschnitten, stellt die Komplexitat des Zielgewebes ein
Hindernis dar. Dieses wurde mit Hilfe der sogenannten LMPC-Technologie (Laser
Microdissection Pressure Catapulting) angegangen [152].

Dabei ist ein gepulster, im UV-A Bereich arbeitender Laser mit einem Mikroskop
gekoppelt, so dass unter visueller Kontrolle die immunhistochemisch kenntlich
gemachten R-MSH produzierenden Zellen des Nucleus arcuatus aufgesucht und
ausgeschnitten werden kdnnen.

Der Schneidevorgang mittels Laserlicht ist ein schneller, fotoablativer Prozess, der, da
er ohne eine Gewebserhitzung einhergeht, eine unkontrollierte Denaturierung des
Zellmaterials vermeidet. So kann optimales Ausgangsmaterial fur die empfindliche
Bisulfitmethode bereitgestellt werden [85].

Am Ende der Schneideaktion wird die auf einem mit einer Membran aus Polyethylen-
naphthalat versehenen Objekttrager befindliche Zelle mit Hilfe eines einzelnen
defokussierten Laserpulses aus der Objektebene katapultiert und in einem Microtube
mit Lyseldsung aufgefangen.

Es handelt sich dabei um ein kontaktloses Transferverfahren, bei dem Kontaminationen
minimiert werden konnen, da einerseits durch die Fotoablation eine klare Grenze
zwischen den selektierten R-MSH positiven Zellen und dem umstehenden
unerwinschtem Gewebe gezogen ist und andererseits nur Licht fir den Transfer

verwendet wird [32].

2.2.5 Aufbereitung der lasermikrodissezierten DNA
Direkt nach der laservermittelten Zellenthnahme gelangte das im Microtube gesammelte
Material in Kontakt mit Lysel6sung, die 10mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 1% SDS sowie
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20ug/ml Proteinase K enthielt und unter Aufschluss der Zellstruktur gleichzeitig der
Inaktivierung von DNAsen diente.

3ul der so gewonnenen Zellsuspension und 6ul 80°C heil’e low melting point Agarose
wurden vermischt, anschlieRend mit schwerem, hochviskdésen Mineraldl Uberschichtet
und fur 30 Minuten auf 95°C erhitzt, wonach fur weitere 30 Minuten auf Eis gekuhlt eine
Konsolidierung der Agarose-Zellmischung in Form von Beads stattfand.

Die Beads inkubierten zur Vervollstandigung des Aufschlusses der Zellen Uber Nacht
bei 37°C in Lyseldsung, mit der die Mineraldlphase unterschichtet war.

Anschlieend wurden die Zellen mit TE gewaschen und schrittweise gegen 100ul des
Puffers, den das nachfolgend eingesetzte Restriktionsenzym bendtigt, equilibriert.

100ul Restriktionsenzympuffer und 20 internationale Einheiten des Restriktionsenzyms
ECOR-1 wurden nach Entfernen der zuvor eingesetzten Losungen dem Material
beigegeben und ein weiteres Mal bei Korpertemperatur Uber Nacht inkubiert, was
analog zu den Denaturierungsschritten bei der Bisulfitumwandlung der DNA aus den
peripheren Blutzellen eine Aufspaltung der Nukleinsaure in kleinere Fragmente
bewirkte.

Dem enzymatischen Verdau schlossen sich eine alkalische Denaturierung mit NaOH
0,4 M und 0,1 M sowie eine Hitzedenaturierung an, wahrend der die wiederum mit
Mineraldl Uberschichteten Beads auf 95°C erhitzt wurden.

Nach Abkuhlung auf Eis erfolgte die Unterschichtung der Mineraldlphase mit
Bisultifildsung, wobei die Beads sich in der unteren Phase befanden.

Die weiteren Schritte der Bisulfittransformation mit alkalischer Rlickgewinnung erfolgten

wie bereits dargestellt.

2.2.6 Nested-PCR

Die Polymerasekettenreaktion erlaubt es, durch sich zyklisch wiederholende
Reaktionsabfolgen Nukleinsauresegmente gezielt enorm zu vervielfaltigen, was die
Grundlage fur die weitere Analyse der isolierten und der Bisulfitmethode unterzogenen
DNA bildet.

In einem ersten Schritt kommt es bei hoher Temperatur zur Denaturierung der DNA, im
Weiteren zu einer Anlagerung der Oligonukleotid-Primer bei niedrigerer Temperatur, der

Annealingtemperatur.
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In einem Elongationsschritt synthetisiert die thermostabile und Magnesium als Kofaktor
bendtigende Tag-Polymerase ausgehend von der freien 3'-OH-Gruppe den
komplementaren Strang mit Desoxynukleotiden.

Die Nested-PCR nun ist eine Methode, die dazu dient, die von den Primern
determinierte Spezifitat einer Polymerasekettenreaktion noch weiter zu erhéhen.

Zu diesem Zweck wird nach erfolgreicher Amplifikation eines Templates in einer ersten
PCR dieses zum Ausgangspunkt einer zweiten PCR gemacht, deren Primerpaar im
Vergleich zur ersten Reaktion weiter innen im Zielsegment liegt.

Liegt nur ein Primer bei der zweiten PCR im Vergleich zur ersten Reaktion weiter innen
im Zielsegment, kann man auch von einer Semi-Nested-PCR sprechen, die
gleichermallen eine hochspezifische Amplifikation der interessanten Sequenz
ermaoglicht [150].

Sollte namlich im ersten Ansatz ein anderes als das interessierende Segment
amplifiziert worden sein, so ist die Wahrscheinlichkeit sehr gering, dass dieses ein
zweites Mal unter Verwendung anderer Primer amplifiziert werden sollte.

Die verwendeten Primer wurden selbst ermittelt und von der Firma TiB Molbiol, Berlin
synthetisiert (siehe Tabelle 7).

Beim Konstruieren passender Primer gilt es zu beachten, dass die Primerpaare
moglichst die gleiche Gesamtzahl von Nukleotiden aufweisen und aulRerdem ein
ausgewogenes Verhaltnis AT:CG besitzen.

Die Primer fir das humane nPE1 wurden fur die sich der ersten PCR (Fragment 1)
anschlielRende zweite Polymerasekettenreaktion der Nested-PCR so gesetzt, dass sich
statt eines grolReren zwei kurzere Fragmente (Fragment 2 und 3 benannt) ergaben, was

sich im Hinblick auf die sich direkt anschlieBende Sequenzierung als vorteilhafter

erwies.

Reaktion Sense antisense GréRe

hnPE1
erste PCR Fragment 1 Fow in Rev out 714 bp
zweite PCR Fragment 2 Fow in Rev 7 401 bp
Fragment 3 Fow 6 Rev out 338 bp

hnPE2
erste PCR Fow out Rev out 458 bp
zweite PCR Fow in Rev out 368 bp

mnPE1
erste PCR Fow out Rev out 717 bp
zweite PCR Fow in Rev in 530 bp

Tabelle 6 PCR-Reaktionen, Fragmentbezeichnung mit Primerkombination, Grof3e des PCR-Produkts
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Primerbezeichnung Accession Sequenz
Number
Human hnPE1
Sense POMCNPE 1fow-out NT_022184 5- GTGTATGTATATGTATAGATATA-3'
POMCNPE 1fow-in 5- GTTTTTTGAGTTGTTGTATAGTA-3'
nPE1-5fow 5- GTTTTGTGATGTATTTATTAATGG-3'
nPE1-6fow 5- TTTATTTTAATTGTTGGTTGGAG-3'
anti- POMCNPE1rev-out 5'- CCCTTTTTTCACAATAAAAACTT -3
sense
POMCNPE 1rev-in 5'- ACCATATAAAACCACATATATTC -3'
nPE1-7rew 5'- CTCCAACCAACAATTAAAATAAA -3'
Human hnPE2
Sense POMC-k2fow-out NT_022184 5-TTGATTTTGTTTTGGATTTTGAGG-3'
POMC-k2fow-in 5-AGATTATGTAGATTTTGGTTTAG-3'
anti- POMC-k2rev-out 5'-AAATTACTAATACCCCAAATAAC-3’
sense
POMC-k2rev-in 5'-AACCTAAAACCTAAAACACTACAA-3
Murin mnPE1
Sense mPOMCNPE 1fow-out NC_00078 5-GGT TTAGTGTTATTTATTTGGGATAG-3'
mPOMCNPE 1fow-in 5-TTTTTAGTTTTGTTGTGGAGTAGGTT-3'
anti- mPOMCNPE1rev-in 5'-CAAAATAAACTTCCTAAAAATACAATCT-3'
sense
mPOMCNPE 1rev-out 5'-TACAAAACTATTAAAACATCCCACTC-3’
Tabelle 7 Primer fur die Amplifikation der konservierten Elemente
Eine Ubersicht Uber die genaue Lokalisation der Primer bieten die Abbildungen 10a,
10b und 11 im Ergebnisteil.
Zu jedem Primerpaar wurde mittels PCR-Ansatzen im Gradientencycler und

nachfolgender Kontrolle der Ausbeute mittels Gel-Elektrophorese der PCR-Produkte die

passende Annealing Temperatur ausgewahilt.
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Far die Semi-Nested-PCR ergaben sich so folgende PCR Bedingungen:

x°C

a A WO DN -

95°C 5 min
95°C 45s 40 Zyklen

45 s

72°C 1 min
72°C 8 min

Die Annealing Temperaturen betrugen jeweils:

hnPE1
Fragment 1 und 3 x =55,5°C
Fragment 2 x =53,2°C
hnPE2 x =50,3°C
mnPE1 x =55,5°C

Es wurden fur die Nested-PCR folgende Komponenten auf Eis pipettiert:

28,9 ul
10 i
5 ul
1,5 ul
0,5 pl
1+1 ul
0,1 ul
2

H.O

Betain

NH4Puffer

MgCl,

dNTP

Primer — forward bzw. Primer — reverse
Taq Polymerase

Template

2.2.7 Gel-Elektrophorese

Die PCR-Produkte wurden zusammen mit Loading-Dye auf ein Agarose-Gel mit

Ethidiumbromid als interkalierendem Fluoreszenzfarbstoff aufgetragen und so nach

ihrer Auftrennung im Gel unter UV-Licht sichtbar gemacht.
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Um ausschlieBlich die reine, der Bisulfitmethode unterzogene und nachgehend
amplifizierte DNA fur das weitere Vorgehen zu asservieren, wurden die Banden, die

sich im entsprechenden Grofienbereich darstellten, ausgeschnitten und weiter gereinigt.

2.2.8 Gel-Extraktion

Die mit dem QIAQuick® Gel-Extraction Kit durchgefiihrte Aufreinigung des Materials
folgte den Angaben des Herstellers. Nachdem pro 100mg Gewicht des
Agarosegelblocks 100ul QG Solubilization Buffer zugefliigt waren und sich bei 50°C-
Inkubation im Thermoschuttler das Gel-Fragment geldst hatte, konnte die Losung auf
die Membran einer QIAquick® Saule Uberfiihrt und eine Minute bei 10 000 rpm
zentrifugiert werden. Wahrend die DNA an der Membran adsorbierte, wurden Gel- und
Pufferreste im unter der Membran gelegenen Sammelgefall aufgefangen und
verworfen. Ein Waschschritt, bei dem 750ul QG Wash Buffer auf die Membran pipettiert
und hindurchzentrifugiert wurden, schloss sich einem letzten Zentrifugationsschritt zur
Entfernung Uberschissiger Flussigkeit aus der Membran an.

Mit 30ul vorgewarmtem Wasser erfolgte die DNA-Elution in einem letzten

Zentrifugationsschritt, wie die vorangegangenen eine Minute bei 10 000 rpm.

2.2.9 Sequenzierung

In einem letzten Schritt galt es herauszufinden, welche CpGs noch als CG in der
Basenfolge erhalten geblieben, also urspringlich methyliert waren, und welche CpGs
ausgehend von unmethylierten Cytosinen nunmehr ein Thymin aufwiesen, wozu sich
eine Sequenzierung ohne vorherige Klonierung anbot.

Im Vergleich zu einer Klonierung des Fragments und nachgehender Sequenzierung
weist dieses Vorgehen namlich den Vorteil auf, dass der Methylierungsstatus
unabhangig von einem moglicherweise bei der Klonierung entstehenden Bias
dargestellt werden kann.

Der Grundgedanke der Sequenzierung beruht darauf, dass von einem gewlnschten
Nukleinsaureabschnitt Kopien unterschiedlicher Lange hergestellt werden, bei denen
jeweils die letzte Base detektiert und identifiziert werden kann. Trennt man die
Fragmente nach der Lange, so kann man jeder Position in der Basenfolge eine
bestimmmte Base zuordnen.

Zunachst erfolgte also eine Amplifikation der zu sequenzierenden Basenreihe in einer

Sequenzier-PCR, bei der der Polymerase fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide
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angeboten wurden. Dies bewirkte einen Kettenabbruch an jeweils unterschiedlicher
Stelle, so dass ein Gemisch aus an fluoreszenzmarkierten Fragmenten

unterschiedlicher Lange entstand.

Folgende Komponenten fir die Sequenzier-PCR wurden pipettiert:

1ul Primer

3yl Puffer
2 ul PCR-Produkt
3yl HO

3yl Big Dye Terminator v 1.1./3.1

Diesem Programm folgend wurde die Sequezier-PCR durchgeflhrt:

95°C 1 min
95°C 30s
55°C 15 30 Zyklen
60°C 4 min
60°C 7 min

Zur Reinigung der Proben wurden diese mit 2ul Natriumacetat 1,5 M und 20 pl Ethanol
(100%) gefallt und bei 10000rpm fur 30 Minuten zentrifugiert.

Danach wurde der Uberstand verworfen, 250ul Ethanol (70%) zugegeben, und ein
zweiter Zentrifugierschritt 15 Minuten bei 10 000 rpm durchgefuhrt.

SchlieRlich wurde auch der so entstandene Uberstand abgesaugt und die Probe
getrocknet, daraufhin bei —20°C gelagert.

Anschlieend erfolgte die Elution der Probe mit 30ul H,O und der Transfer in ein 96-
Well Plate fuar den Sequencer, von wo aus die Proben elektrophoretisch in
polymergefullte Kapillaren injiziert wurden.

An diese Kapillaren wurde eine Spannung angelegt, die die DNA gemaf der héheren
Wanderungsgeschwindigkeit kirzerer Fragmente auftrennte.

Die Detektion erfolgte mittels eines Argon-Lasers, der die unterschiedlichen
fluoreszenzfarbstoffmarkierten Didesoxynukleotide zu Lichtemission anregte.

Das einfallende Fluoreszenzlicht wurde aufgefangen und jeweils der markierten Base

zugeordnet, der durch die zweite Information, welche Lange die gerade abgetasteten
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Fragmente hatten, auch ihre Position innerhalb der Basenfolge zugewiesen werden
konnte.

Die Sequenz der Zielsegmente wurde unter Zuhilfenahme des Programms ,DNA
Sequencing Analysis 5.2” der Firma Applied Biosystems zur Darstellung gebracht und

die darin befindlichen CpGs auf ihren Methylierungsstatus hin untersucht.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde das Methylierungsmuster der hypothalamus-
spezifischen Enhancer des Pro-Opiomelanocortin Gens untersucht.

Dabei wurde zum einen DNA aus menschlichen peripheren Blutzellen als Grundlage
verwendet, zum anderen ein Speziesvergleich zur Maus hergestellt, indem auch aus
murinen peripheren Blutzellen stammende DNA auf Cytosin-Methylierung im Bereich
der konservierten Enhancer hin analysiert wurde.

SchlieBlich konnte auch der Methylierungsstatus von DNA, die direkt aus dem POMC
exprimierenden Zielgewebe gewonnen wurde, dargestellt werden. Hierzu wurden R3-
MSH exprimierende Arcuatusneuronen aus einer Serie von Gefrierschnitten

menschlicher Hypothalami isoliert.

Die Abbildungen 10 und 11 zeigen den Bereich der phylogenetisch konservierten
Enhancer bei Mensch und Maus und veranschaulichen die genaue Position der fur die

Amplifikation der DNA-Fragmente verwendeten Primer.

h-npE1 ...ATATATATATATGTATATATATA
TATABBTGTATGTATATGTATAGATATAITATAG AGTTATGGIGTTTTTTGAGTTGTTGTA  POMCnPE 1fow-out
TAGTAGGTTATT GTGTATTAGTTTTGTTTAGTTT GGTGTTTTTITITTGGGGTAATGGG ~ POMCnPETfow-in

ATTGA GGGTATAGT GGGGG TTTTTEBBGGTEEBTA GGT GGGTTGTTTG GATTEEBTTGT

TTTGGTTGTITTTATT TITTTGAGTAGTAGGTATGGAAAT GGA AGATGGGTATTTAARE

GG GGEBBGG GGTTG GAGAG GGAGATTGAGTTGAGTGTTTGTAAAA AGGTTATTTTA
AGTTTTITITABBTAGTTATTGTTGGGTTTGGAGGAAGGAGGATEBT TBEGAAGTTTT
TGAATGTRIBTTTTGTGATGIAT TTATTAATGGATGTGTATTAGTGGBBTTITTTITTGGT  nPE1-5fow
TATTABBTTATTTTITTTATTTTAATTGTTIGGTTGGGAATTTEBBTATTTITTITGGAAAAG ~ nPE1-6fow bzw. nPE1-7rew
TAGTAGTTATGTTEBBAGTTTTTAATAAAGGTTTGTTTTTTATAAAAGGATTATTATGATT
ATEBEBTTGAGTTAGAATGGTGGTEBEBTTGGTATTTGAGTTTTGTTTG GAAGAGEBGTAG

TAG GGABBTTATITAGTAGAGTITGGTGTGTTTGTTATGTITATAATATTTTTAGTAAA

GATATTATTTTTAG GAAGTTTATTTGGATTGTAGAG GBBIT AAGTTTTIATTGTGAAAAl  POMCNPE1rev-in
[AAGGGTTTGGGATAAGGGAGTGGTTTTAAAAGAATATATGTGGT TTTATATGGTAAT...  POMCnPE1rev-out

Abbildung 10a nPE1 beim Menschen, mit Primern (umrahmt) und der Lokalisation der untersuchten
CpG-Dinukleotide (rot). Grau unterlegt sind alle Thymine, an deren Stelle vor der Bisultifkonversion
unmethylierte Cytosine standen
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h-npE2 ... TATATATATATATTTGTAGAAATGGGGTTTTATTATATTATT
TAGGTTTTTTTTITATTTTTGATTITGITTTGGATTTTGAGGGTGTT GATAATTTGTTTTA  POMC-k2fow-out
GGGAGGGGTATGGATTTTGGTTTTTTTITATTGTGTTTTGEBBGTATTTAGATTATGTAGA
MTTTGGTTTAGGTTGTTGTATTAATGEBBBTATTAGTGGAT AAAAGTAGTTTTAAGGGT ~ POMC-k2fow-in
TTTTTTABBAGGTTTTTTTGGTTGGAATAAAGTAAA TTAAAATTTTATTTAAAGGTTAATT
GAAATTTTTTTTATTTTAGTTTTTTGTATAAATTGATTTITTTITTTGTTTT IGAGGTTAAAT.
BAAGGTTGGTGAAGTAG TTTAGTTGTAGTGTTGTATGAGAGAAGTTTAATGAAAA GGT

TGAGATT GGGGAGGGEBEBTGTTGTA GGGGTGAAGEBBGGGTAGT GGGATTEBEBTTTGAA
TTGTAGGGTTATITGGGGTATTAGTAATTITTTTTTI TGTAGTGITTTAGGTTTIAGGTT  POMC-K2rev-in und
TTTTTTTGGAGGTAGTTTTTTGTTTGTTTTGTAAATTATATTAGGTTTTTTTTAGAGGGAT  POMC-k2rev-out
GTTTAATTAGGGTTTTTATTG...

Abbildung 10b nPE2 beim Menschen mit Primern, CpG-Dinukleotiden und auflerhalb von CpG-
Dinukleotiden vorkommenden Cytosinen

m-npE1

...GATTTGTTTTTAATTTATAATAAGATTTTGGTATATAGAGAGAGTAAT GGG mPOMCNPE 1fow-out
MTITGTTGTGGAGTAGGTITABBATGAGT TGTTTTTGTBGGGTITAGTGTTATTIATIT] ~ MPOMCnPE1fow-in
[GGGATAGITAG GATAGAGGEBBGTTTTG AATTTTAGTTTBBGTTGTTT GATTTGAAGTT

BEGGTTGTTTRETTTT TTTGTGTAGTAGGTATGA AAATAATAGAGGATATTAGGEBGT
AGGGATAGGGATTGAGTTGAGTGTTTGTAAAAA GGTTATTTTAAGTTTTATTGT GGGG

ATAGTAGTAGGT GGGTAAGTTTGAGTTTT GAATGTTTTTTTTEETGATGTATTABETTA
ATGGATGTGTATTAATAGTGTTTTTTTT GGTTATEETATEETTEETTTTTTTTTA GGTTT
TGTTGGAGAATTTTGTATTTTTGA G GAAG GGTAGTAGTTAGTGTTTAAA GGTTTTAGA

ATGGGG TTATT GTGGTTATTATT GAGTTATATT AGTGATTATTGGTATTTG AGTTTAGT
TTGGAGTAAGTGGTTTTAGGGABBTTATIT GGGAGAGTTTGGTGEBAGTTTAARE TTT

AGGATATTTTTA GTAAAGATTGTATTTITAGGAAGTTTATTTITGATT GTTTAGAAATAAA  mMPOMCnPE1rev-in
TTTTTATTTTGAAAAGAGAGTTTGGGTTAAGGTAAGTTTGGG AAAGGGTATAAAAGGTT
TTCEBBGAGGAATABBTTTABBT T TTGATTTAGGGAATAAGAGTGGGATGTTITAATAGT]  mPOMCNPE1rev-out

TTTGTATTABETTABBTTABE T TATTGBBATGGTATTAGTGTTGEBBTGTAGGAGTGATG

TAGAGGTTGTGATTTAGGT...

Abbildung 11 npE1 der Maus mit Primern (gerahmt), analysierte CpG-Dinukleotide (rot) und Positionen
der unmethylierten Cytosine auBerhalb der CpGs (grau unterlegt)

Das murine nPE2 enthalt lediglich ein einzelnes CpG-Dinukleotid, weswegen es bei den
hier durchgefuhrten Versuchen vernachlassigt wurde.

Ebenso wurde auf die Darstellung des Methylierungsmusters von hnPE2 im
Hypothalamus verzichtet; zum einen wegen des geringeren CpG-Gehalts im Vergleich
zu nPE1, zum anderen, da nPE1 die Mehrzahl der Bindungsmotive fur
Transkriptionsfaktoren enthalt und zudem gerade die fur die hypothalamische
Transkriptionsregulation interessanten Faktoren CREB und STAT3 Bindungsmotive im

Bereich von nPE1 besitzen.
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3.1 DNA aus humanen peripheren Blutzellen

Zunachst wurde die DNA aus menschlichen peripheren Blutzellen im Hinblick auf ihr
Methylierungsmuster mit der Frage, ob die konservierten Enhancerelemente fir eine

DNA-Methylierung empfanglich sind, untersucht.

0k 2k 4k 6 k 8 k 10 k 12k 14k 16k 18k 20 k
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Abbildung 12 grafische Darstellung der Methylierung von nPE1 und nPE2 in menschlichen peripheren
Blutzellen mit Lagebeziehungen der Enhancer. Jeder Kreis stellt ein CpG-Dinukleotid dar, die schwarze
Fullung der Kreise zeigt an, dass die CpGs Methylcytosin enthielten. Nicht ausgefillte Kreise wirden den
grafischen Konventionen der Darstellung entsprechend unmethylierte Cytosine anzeigen.

Die grafische Darstellung des Methylierungsstatus der untersuchten Personen zeigt,
dass alle im Bereich der Enhancer liegenden CpG-Dinukleotide methylierte Cytosine
enthielten, da diese bei ansonsten vollstandiger Bisulfitumwandlung der Cytosine, die
sich auRerhalb des CpG-Kontextes fanden, nach der Sequenzierung noch immer
deutlich als Cytosine erschienen. Bei den humanen Enhancerelementen handelte es
sich um 18 CpG-Dinukleotide in nPE1, sowie um 7 CpGs in nPE2 (siehe Abbildung 12).
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Als erganzende Paramter sind das Alter sowie die BMIs der untersuchten Personen
aufgefuhrt (siehe Tabelle 8).

Person | BMI Alter
(kg/m?) | (J)
1 19,8 23
2 23,8 23
3 22,6 17
4 20,7 19
5 20,0 21
6 31,1 56
7 18,9 28
8 31,1 49
9 21,6 28
10 26,4 36

Tabelle 8 BMI Spektrum und Alter der Personen, von denen die peripheren Blutzellen stammten

3.2 murine DNA aus peripheren Blutzellen

Um festzustellen, ob der Methylierungsstatus der konservierten Enhancerelemente der
Maus dem menschlichen Muster ahnelt, wurden danach periphere Blutzellen, die aus

Mausen gewonnen wurden, auf Methylgruppen an den CpG - Dinukleotiden in nPE1 hin

untersucht.
IOk I2k I4k I6k E}k 1|0k I12k I14k ?6k :18k I20k
5 . > 3
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Abbildung 13 Darstellung der Methylierung von nPE1 in murinen peripheren Blutzellen
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Bei allen drei untersuchten Tieren fand sich eine den Befunden bei menschlicher DNA
in peripheren Blutzellen entsprechende Methylierung jedes einzelnen CpG-Dinukleotids,
das umfasst fir nPE1 13 CpGs.

Dieser Befund zeigt, dass der DNA-Methylierungsstatus der untersuchten Bereiche in
menschlichen Blutzellen demjenigen in murinen Blutzellen gleicht, was grafisch in der
Abbildung 13 dargestellt ist.

Um diese Ergebnisse weiter in Relation zu setzen, und die Hypothese zu Uberprufen,
dass die konservierten Bereiche in exprimierenden Geweben hypomethyliert sein
konnten, gingen wir im Folgenden der Frage nach, wie das DNA-Methylierungsmuster
in solchen Zellen beschaffen sein konnte, die definitiv Pro-Opiomelanocortin

exprimieren.

3.3 DNA aus humanen POMC produzierenden Arcuatusneuronen

Die Ergebnisse der Immunohistochemie fur die selektive Darstellung von 3-MSH in den
Arcuatusneuronen illustriert die Abbildung 14. Sie zeigt einen Kryoschnitt aus dem
Bereich des menschlichen Hypothalamus, in dem die Neuronengruppe des Nucleus
arcuatus anzutreffen ist.

Die Aufnahme wurde wahrend der Laser-Mikroskopie ohne Deckglas gemacht und hat
daher im Vergleich zu Aufnahmen mit Deckglas eine etwas geringere Auflosung.
Trotzdem erkennt man deutlich die Arcuatusneuronen, die Pro-Opiomelanocortin
exprimieren. Diese stellen sich zytoplasmatisch rot-braun dar und heben sich deutlich
vom umgebenden glialen und neuronalen Gewebe ab.

Der in der unteren Abbildung zu sehende Gewebsdefekt, der durch den Einsatz der
Laser-Mikrodissektion entstanden ist, zeigt, wie die durch die Anwendung der
immunhistochemischen Farbung identifizierten Zellen prazise demarkiert und
anschliefend mittels eines defokussierten Laserpulses einzeln aus dem

Gewebeverband katapultiert werden konnten.
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Abbildung 14 Immunhistochemische Darstellung von 3-MSH und damit auch Pro-Opiomelanocortin
exprimierenden Neuronen des Nucleus arcuatus hypothalami im Kryoschnitt (oben), Beispiel fir die
Zellaservierung mittels LMPC-Technologie (unten)
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Abbildung 15 Beispiel fir die
PCR-Produkte:

oberes Gel: hnpE1,
Banden 1-2 Fragment 2 [401 bp],
Banden 3-7 Fragment 3 [338 bp],

unteres Gel: mnpE1 [530 bp].

Fir alle funf untersuchten Nuclei arcuati wie auch fur die DNA aus den peripheren
Blutzellen liel3 sich in der Folge nach Amplifikation der aus den dargestellten Zellen
gewonnenen DNA ein PCR Produkt gewinnen, das in Form einer scharfen Bande im
angestrebten Grolienbereich des Gels sichtbar wurde.

Auch die der Bisulfitbehandlung nachfolgende DNA-Sequenzierung ergab ein
entsprechend sauberes Elektropherogramm, aus dem beispielhaft an dieser Stelle ein

Ausschnitt wiedergegeben wird.

TAAUCET CCC TACTACCGEGC TCTTITCCARACARLAACT CAAATACCAA CGACCRCCAT PTCTAACTCARCGATAR
37 89 91 93 95 87 39 101 103 105 107 109 11.113 118117 119 121 123 125 127 126131 133 138137 139 141 143 145 147 148 151 153 155 157

I mm}]uhhﬂhm T

Abbildung 16 Ein im Elektropherogramm-Modus wiedergegebener Sequenzabschnitt aus hnPE1

Eine Zusammenfassung des DNA-Methylierungsstatus in hypothalamischen POMC
exprimierenden Arcuatusneuronen im Bereich der Enhancer des Pro-Opiomelanocortin
Gens ist in Abbildung 17 dargestellt. Die Grafik zur DNA-Methylierug der funf
untersuchten Individuen verdeutlicht, dass auch hier eine DNA-Hypermethylierung
festgestellt werden konnte, die wie bereits bei humanen peripheren Blutzellen

beobachtet alle CpG-Dinukleotide im untersuchten Bereich erfasst.
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Abbildung 17 grafische Darstellung des Methylierungsstatus von nPE1 in hypothalamischen, POMC
exprimierenden Arcuatusneuronen, alle CpG-Dinukleotide im untersuchten Bereich waren methyliert

Aus den Akten der Verstorbenen wurden die jeweiligen Body Mass Indices ermittelt,
diese sind zusammen mit dem Alter in der Tabelle 9 dargestellt.
Es zeigt sich, dass drei Personen mit ihrem BMI im Bereich des Ubergewichts, davon

zwei an der Grenze zur Adipositas lagen. Bei Person 1 bestand Adipositas permagna.

Person | BMI Alter
(kg/m?) | (J)

1 40,6 67

2 29,8 81

3 23,8 58

4 29,1 83

5 24,5 78

Tabelle 9 BMI-Spektrum sowie Alter der Verstorbenen, von denen die Arcuatusneuronen stammten

In der vorliegenden Arbeit wurde das DNA-Methylierungsmuster des hypothalamus-
spezifischen Enhancerkompexes des Pro-Opiomelanocortin Gens  zell-spezifisch

charakterisiert. Zusammenfassend stellt sich dieses wie folgendermalien dar:
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In humanen peripheren Blutzellen sowie in den menschlichen, POMC exprimierenden
Arcuatusneuronen erwies sich jedes einzelne CpG-Dinukleotid im Bereich der
untersuchten Sequenzabschnitte als methyliert.

Erwartungen einer tendenziellen DNA-Hypomethylierung des Sequenzbereichs im
naturlichen Expressionskontext von POMC in den hypothalamischen Arcuatusneuronen
finden sich nicht bestatigt.

Der Einbezug eines Speziesvergleichs zur Maus ergab, dass murine periphere
Blutzellen ebenso wie humane Blutzellen eine komplette Methylierung aller CpG-
Dinukleotide im Enhancerbereich nPE1 aufweisen. Ein Ergebnis, das nahe legt, dass
die hypothalamus-spezifischen Enhancerelemente nicht nur auf Sequenzebene

hochgradig phylogenetisch konserviert sind.
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4 Diskussion

4.1 Methodik

4.1.1 Immunhistochemie, Laser-Mikrodissektion

Fir die zell-spezifische Darstellung der DNA-Methylierung in POMC exprimierenden
Neuronen ist neben der Spezifitdt der zur Anwendung gekommenen
immunhistochemischen Methoden die gezielte Selektion der angefarbten Zellen mittels
Laser-Mikrodissektion wesentlich.

Die hohe Spezifitat des verwendeten polyklonalen R3-MSH Antiserums ist Uber ein
Radioimmunoassay abgesichert worden, in dem die R-MSH Antikdrper auf
Kreuzreaktivitat getestet wurden: mit a-MSH, y-MSH, sowie ACTH und dem teilweise
aminosauresequenzhomologen Vorlaufer von 3-MSH, 3-LPH (Lipotropin).

In keinem dieser Versuche zeigte sich eine signifikante Bindung der 3-MSH Antikorper,
auch nicht zu R-LPH, was zeigt, dass die Antikdrper tatsachlich die genaue
Konformation des R-MSH erkennen [18].

Einen Vorsprung im Vergleich zu vielen der bisher vorliegenden Untersuchungen zur
differentiellen = DNA-Methylierung von  Enhancern/Promotern, die sich auf
Gewebeproben oder Zelllinien beziehen, stellt es dar, dass durch die
Lasermikrodissektion in Kombination mit der immunhistochemischen Darstellung
tatsachlich gezielt solche Zellen auf ein differentielles DNA-Methylierungsmuster hin
untersucht werden konnten, die POMC in einem naturlichen Kontext exprimieren.
Letzteres trafe auf immortalisierte hypothalamische Neurone nicht zu, die zwar im
Gegensatz zu konventionellen Gewebeproben eine reine Zellpopulation darstellen, sich
aber auch aus einem weiteren Grund nicht fir unsere Fragestellung geeignet hatten.
Seit geraumer Zeit ist namlich bekannt, dass Zelllinien ihr DNA-Methylierungsmuster
uber mehrere Zellgenerationen hinweg stark verandern konnen. Eine eindeutige
Ursache hierflr ist nicht bekannt, man vermutet jedoch, dass das veranderte DNA-
Methylierungsprofil durch Selektionseffekte im Rahmen der Zellkultur bedingt sein
konnte [11, 4].
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4.1.2 Bisulfit-gestutzte DNA-Sequenzierung

Von den zur Beurteilung des Methylierungsstatus von CpG-Loci zum Einsatz
kommenden Methoden stellt die in dieser Arbeit angewandte Bisulfitsequenzierung den
Goldstandard einer gen-spezifischen Herangehensweise dar.

Einer der entscheidenden Vorteile dieser Methode gegenuber friiheren, beispielsweise
auf methylierungssensitiven Restriktionsenzymen beruhenden Verfahren ist das
grolRere Auflosungsvermogen aufgrund der Tatsache, dass unabhangig von
vorhandenen Schnittstellen fur ein Restriktionsenzym jedes CpG im Genom und so
auch im Bereich der Zielsequenz untersucht werden kann.

Eine Einschrankung besteht bei der Bisulfitkonversion jedoch in der stets mdglichen
inkompletten Umwandlung, beispielsweise bei unvollstandiger Denaturierung der DNA-
Strange. Unter optimalen Bedingungen erlaubt die Bisulfitmethode eine Konversion von
nicht methylierten Cytosinen in Uracil bzw. Thymin von 99,9%, wie anhand einer
Zelllinie, die defizient fur alle aktiven DNA-Methyltransferasen ist, demonstriert werden
konnte [111].

Eine unvollstandige Konversion als Fehlerquelle kann allerdings in der vorliegenden
Arbeit ausgeschlossen werden. Da im Gegensatz zu den CpGs samtliche Cytosine
aulRerhalb von CpG-Dinukleotiden in allen Elektropherogrammen durch die Bisulfit-
Konversion bedingt als Thymin erschienen, beruht die unveranderte Prasenz der CpGs
in den konvertierten Basenfolgen tatsachlich auf einer durchgangigen CpG-

Methylierung in den untersuchten Enhancerbereichen.

4.2 Bedeutung der DNA-Methylierung regulatorisch bedeutsamer Regionen

auBerhalb von CpG-Insel Promotoren

Die Mehrzahl der bisher vorliegenden Untersuchungen zu Methylierungsprofilen von
regulatorischen DNA-Elementen konzentrieren sich auf CpG-Inseln. Die in der
vorliegenden Arbeit betrachteten Abschnitte erflllen allerdings nicht die Definition einer
CpG-Insel.

Kann der Methylierungsstatus solcher regulatorischer DNA-Abschnitte wie nPE1 und
nPE2, deren Ausdehnung und CpG-Dichte nicht der Definition einer CpG-Insel genugt,

prinzipiell Einfluss auf die transkriptionelle Regulation eines Gens nehmen ?
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Bemerkenswerterweise sind auch Regionen mit niedrigerer CpG-Dichte Orte einer
transkriptionellen Regulation durch DNA-Methylierung, viele Promotoren genugen
namlich nicht der Definition einer CpG-Insel und zeigen nichtsdestotrotz ein gewebs-
spezifisches DNA-Methylierungsmuster, das hochgradig mit der transkriptionellen
Aktivitat korreliert.

Beispielhaft seien die Gene Oct 4, IL-2 (Interleukin 2), SRY (Sex-determining Region of
Y) und RANKL (Receptor Activator of NF-kB) genannt, deren DNA-Methylierungs- bzw.
Demethylierungsstatus gut mit der jeweiligen Expression korreliert, obwohl keines der
genannten Gene von einer CpG-Insel flankiert wird [68, 30, 125, 87].

Daruber hinaus konnte auch an dem in der hier vorgelegten Arbeit zentralen Zelltyp, an
Neuronen also, nachgewiesen werden, dass die DNA-Methylierung bestimmter CpG-
Dinukleotide des BDNF Promoters (Brain Derived Neurotrophic Factor) in einem
Bereich, der nicht die Definition einer CpG-Insel erfullt, in der Lage war, die
aktivitatsabhangige Transkription von BDNF in  Neuronen zu unterdricken
[107].

Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dass auch CpG-Dinukleotide in
Bereichen, die den Kriterien fir eine CpG-Insel nicht genudgen, durchaus durch
DNA-Hypermethylierung oder  Hypomethylierung einen  Einfluss auf das
nachgeschaltete Gen haben kdnnen.

Dies bedeutet im Hinblick auf die hier vorgestellten Ergebnisse, dass prinzipiell die
Mdglichkeit besteht, dass zum Beispiel eine Hypermethylierung der POMC Enhancer

zur einer transkriptionellen Inaktivierung des POMC Gens beitragen konnte.

4.3 Einflusse eines DNA-Methylierungsprofils uber grofRe Entfernung

In diesem Zusammenhang bietet sich die Betrachtung eines weiteren fur die Wertung
der Ergebnisse bedeutsamen Sachverhalts an, namlich der mit 10 kb relativ grof3en
Entfernung der untersuchten Enhancerelemente vom Promoterbereich, und der Frage,
ob ein gegebener Methylierungsstatus grundsétzlich Gberhaupt Uber eine solch grofe
Distanz hinweg funktionelle Effekte ausiben konnte.

Die ersten Hinweise auf funktionelle Effekte auf die Genexpression durch

hypermethylierte Regionen als Enhancer/Silencer auch Uber groRere Entfernungen
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hinweg ergaben sich unter Verwendung eines Modellkonstrukts, das einen wenige
Methylgruppen tragenden CpG-Cluster in seiner Promoterregion aufwies. Die
Transkription des nachgeschalteten Gens konnte durch den methylierten Cluster
unterdrickt werden. Dies geschah jedoch nur, sofern er durch eine weiter entfernte,
dicht hypermethylierte Region unterstutzt wurde. Hierzu ist allerdings anzumerken, dass
die Entfernung zwischen Promoter und Silencer nur etwa 1 kb betrug [73].

Im Rahmen einer im Zusammenhang mit dem humanen Epigenomprojekt
durchgefuhrten Untersuchung des Methylierungsprofils von fast 900 Genen in
verschiedenen Geweben konnten hingegen auch bis zu 100 kb entfernt vom nachsten
Gen gelegene, differentiell methylierte ECRs (Evolutionary Conserved Regions)
aufgedeckt werden. Diese wurden allerdings nicht funktionell charakterisiert, sondern
lediglich beschrieben [47].

Als ein auch auf funktioneller Ebene untersuchtes Beispiel hochgradig zell-spezifischer
Expressionsregulation durch den DNA-Methylierungsstatus weit entfernt vom Gen
gelegener Enhancer, fur eine ganz ahnliche Konstellation wie in der hier vorliegenden
Arbeit also, sei daher der IL-4 (Interleukin 4) Locus genannt.

FUr den Interleukin 4 Locus konnte gezeigt werden, dass bis zu -12kb vom Promoter
entfernte ECRs, die im Rahmen der Differenzierung von T-Zellen in Th1- oder Th2-
Zellen (T-Helferzellen) eine differenzielle DNA-Methylierung erfahren, als Enhancer fur
die Interleukin-4 Expression fungieren und so zur Veranderung des Expressionsprofils
der stimulierten T-Zellen beitragen [3].

Zusammenfassend konnten also grundsatzlich auch die hypothalamus-spezifischen
Enhancer durchaus Uber die nicht unerhebliche Entfernung von 10 kb durch ihren DNA-

Methylierungsstatus in die transkriptionelle Aktivitat von POMC regulierend eingreifen.

4.4 Veranderlichkeit des DNA-Methylierungsprofils postmitotischer Zellen

An dieser Stelle ist einschrankend zu bemerken, dass die Ergebnisse bezuglich des
DNA-Methylierungsstatus in dieser Arbeit unter anderem an Neuronen erhoben wurden.
Bis auf wenige Ausnahmen, die unter anderem rhinencephale Gebiete umfassen,
gelten die menschlichen Neuronen, und somit auch die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten hypothalamischen Arcuatusneuronen, als postmitotische Zellen, die im

Gegensatz zu anderen Zellpopulationen keine weiteren Zellteilungen durchlaufen, so
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dass man die Frage stellen kdnnte, ob das DNA-Methylierungsprofil postmitotischer
Zellen in ahnlicher Weise Veranderungen unterliegt wie in solchen Zellverbanden, die
wahrend ihres Alterungsvorgangs weiterhin Zellteilungen durchlaufen. Dies ist ebenfalls
von besonderem Interesse im Hinblick auf die im Folgenden diskutierte
Altersabhangigkeit von DNA-Methylierungsprofilen.

In der Tat zeigen Neurone eine grof3e Plastizitat in ihrem Methylierungsmuster, sie sind
namlich nicht nur zur de novo DNA-Methylierung befahigt, das DNA-
Methylierungsmuster neuronaler Promotoren zeigt sogar eine Abhangigkeit von
elektrophysiologischen Parametern. Dies unterstreicht beispielsweise die
Beobachtung, dass der DNA-Methylierungsgrad des BDNF Promoters (Brain Derived
Neurotrophic Factor) sich als abhangig von der Depolarisationsfrequenz der jeweiligen

Neuronen erweist [107].

4.5 DNA-Methylierung: Primdres oder sekundares Phanomen im Rahmen der

transkriptionellen Genregulation ?

Die uberwiegende Mehrzahl der zur DNA-Methylierung vorliegenden Arbeiten konnen
keine Aussage darliber machen, an welcher Stelle des Silencings eines Gens genau
die Methylierung der DNA ansetzt und in welchem Zusammenhang der Befund einer
Hypermethylierung regulatorischer DNA-Abschnitte zu sehen ist:

Zieht die wie auch immer bedingte Inaktivitat eines Gens eine Hypermethylierung
regulatorischer Abschnitte sozusagen als molekulares Sicherheitsschloss nach sich
oder steht vielmehr die Methylierung an erster Stelle der Stillegung eines gegebenen
Gens ?

Zahlreiche Autoren sind sich darin einig, dass ersteres eher den tatsachlichen
Vorgangen bei der transkriptionellen Regulation eines Gens entspricht, dass also die
DNA-Methylierungslevel eine Tendenz zeigen, sich dem transkriptionellen Status Quo
anzugleichen. Die Hypermethylierung der DNA eines regulatorischen Elements wirde
demzufolge mehr dazu dienen, einen einmal etablierten transkriptionellen Zustand zu
befestigen, als diesen zu verandern [6, 10, 21].

In diesem Zusammenhang wird als Beispiel gerne der hypomethylierte Status der CpG-

Inseln herangezogen. Der genaue Mechanismus, der es den CpG-Inseln erlaubt, trotz
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eines von umliegenden methylierten Regionen ausgehenden Methylierungsdrucks ohne
Methylgruppen zu verbleiben, bleibt nach wie vor im Dunklen [45].

Zumindest ein wesentlicher Aspekt scheint tatsachlich die aktive Transkription des
betroffenen Abschnitts zu sein, wobei vermutlich der An- oder Abwesenheit von
Transkriptionsfaktoren eine  wesentlichere Rolle im  Primargeschehen der
Transkriptionsregulation zuzuschreiben ist als der DNA-Methylierung [36, 50].

Darauf deuten auch die Ergebnisse von Versuchen unter Anwendung der als
Goldstandard geltenden Bisulfitsequenzierungsmethode hin. In diesen wurde die Kinetik
der DNA-Methylierung untersucht, die mit dem Silencing eines in Vorlauferzellen der
erythrozytaren Reihe eingebrachten Transgens einherging. Uber die Zellpassagen
hinweg liel® sich beobachten, dass eine Methylierung des zugehoérigen Promoters ein
spates Ereignis in der Stillegung des Transgens darstellte und der Inaktivierung des
Gens folgte [159].

Auch den Ergebnissen anderer Gruppen zufolge, denen methodisch ein ahnlich hohes
Niveau zugrundeliegt, finden Histon-Deazetylierung und H3-K9-Trimethylierung im
selben Zeitfenster statt wie die Geninaktivierung und gehen der DNA-Methylierung
voraus [6, 118, 161].

Bezogen auf die in der vorliegenden Arbeit betrachteten Enhancer wirden die hier
dargelegten Uberlegungen und Ergebnisse die Spekulation erlauben, dass der Befund
einer DNA-Hypermethylierung der Enhancer in hypothalamischen Neuronen ein Niveau
niedriger Transkriptionsaktivitat von POMC befestigen kdnnte, prinzipiell also auch als

Folge einer solchen niedrigen Aktivitat betrachtet werden konnte.

4.6 Evolutiondre Konservierung des DNA-Methylierungsstatus zwischen

Mensch und Maus

Im Gegensatz zur gut dokumentierten elvolutionaren Konservierung von DNA-
Bereichen zwischen verschiedenen Spezies liegen bisher nur vergleichsweise wenige
Untersuchungen zur  Konservierung von  DNA-Methylierungsmustern  Uber
Speziesgenzen hinweg vor, um das Ergebnis der Ubereinstimmenden DNA-
Hypermethylierung in peripheren Blutzellen bei Mensch und Maus in den untersuchten

Enhancerbereichen in Beziehung zu setzen.
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Zu diesen zahlt ein Speziesvergleich der DNA-Methylierung willkirlich gewahlter
orthologer Loci im Bereich von 5’-untranslatierten Regionen (UTRs) und evolutionar
konservierten Bereichen (ECRs) aus verschiedenen menschlichen und murinen
Geweben. Dieser unterstreicht, indem sich hier nur 4% der untersuchten Regionen als
voneinander abweichend hyper- oder hypomethyliert erwiesen, dass das DNA-
Methylierungsmuster der beiden untersuchten Spezies wohl stammesgeschichtlich
stabiler ist, als bisher angenommen [47].

Dies konnte - ebenfalls im Rahmen eines Vergleichs Mensch-Maus und anhand
verschiedener Gewebe - fur eine Reihe konservierter Regionen mit hochgradig gewebs-
spezifischer Expression gezeigt werden. Diese TDMs (Tissue-specific Differentially
Methylated Regions), die ahnlich wie die hypothalamus-spezifischen Enhancer ihre
Funktion darin zu haben scheinen, das zell-spezifische Expressionsprofil der jeweiligen
Zellpopulation mit zu befestigen, konnten auch auf ihre funktionelle Bedeutung hin
charakterisiert werden [86].

Mit diesen Befunden ubereinstimmend existieren aus einer groldangelegten Analyse
von Histonmodifikationsmustern hervorgehende Anhaltspunkte dafur, dass auch das
Histonmuster an orthologen Loci zwischen Mensch und Maus weitgehende
Entsprechungen aufweist [15].

Die dargestellten Untersuchungserbegnisse legen in der Zusammenschau nahe, dass
regulatorisch bedeutsame Sequenzbereiche wohl aufgrund ihrer physiologischen
Bedeutsamkeit auch in ihrem epigenetischen Profil im Laufe der Stammesgeschichte
bewahrt werden und dass die hypothalamus-spezifischen Enhancer des POMC Gens

ebenfalls zu diesen Bereichen zu zahlen sind.

4.7 DNA-Hypermethylierung des hypothalamus-spezifischen Enhancers in

humanen POMC exprimierenden Arcuatusneuronen

Uber den Kontext des Melanocortinsystems hinaus gliedert sich die vorliegende Arbeit
gedanklich in solche Ansatze ein, die ein ahnliches Ziel wie das Epigenomprojekt
verfolgen, namlich zell-spezifische DNA-Methylierungsprofile zu erfassen und dadurch
die Erkenntnisse uber das  Zustandekommen eines zell-spezifischen
Genexpressionsmusters zu erweitern, also die transkriptionelle Regulation von

hochgradig zell-spezifisch exprimierten Genen in Abgrenzung zu Housekeeping Genen
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besser zu verstehen. Dabei stehen im Mittelpunkt des Interesses die bereits erwahnten
regulatorischen TDMs.

Bisher sind nur wenige, zumeist mit CpG-Inseln assoziierte, differentiell methylierte
regulatorische Elemente in einer begrenzten Anzahl von Geweben bekannt. Trotzdem
geht man davon aus, dass das flir eine Zelle charakteristische
Genexpressionsrepertoire, zumindest zum Teil, durch eben diese TDMs, also durch
Regionen, deren DNA-Methylierungsprofil von Zelltyp zu Zelltyp variiert, kontrolliert wird
[156].

In ersten, systematischen, grol3 angelegten Untersuchungen im Rahmen des
Epigenomprojekts zeigte sich, zum einen in einer Charakterisierung des DNA-
Methylierungssprofils des MHC-Locus (major histocompatibility complex), zum anderen
einer Erhebung des DNA-Methylierungsstatus von mehr als 40000 CpG-Dinukleotiden
auf den Chromosomen 6, 20, 22, beides in verschiedenen Geweben, dass sich bis zu
22% der untersuchten Gene als von TDMs flankiert erwiesen, also empfanglich waren
fur gewebsspezifisch differentielle DNA-Methylierung im Bereich ihrer 5’-UTRs.

Dabei glich sich das jeweilige Methylierungsprofil im Bereich der TDMs um so mehr, je
gréRer die Ahnlichkeiten waren, die das Expressionprofil der untersuchten Gewebe
aufwies. Der Nachweis einer inversen Korrelation zwischen DNA-Methylierungsstatus
im Bereich einer TDM und der Transkription des zugeordneten Gens konnte in dieser
Untersuchung bei etwa 30% der gewebs-spezifisch heterogen methylierten Bereiche
erbracht werden [141, 47].

Die Gruppe der Gene, die bisher als funktionell bedeutsame TDMs aufweisend
charakterisiert werden konnten, umfasst so verschiedene Mitglieder wie Oct-4, SRY,
Endothelinrezeptor B, Maspin, oder die keimbahn-spezifisch exprimierte MAGE-
Genfamilie (Melanoma Antigen) [157, 43].

Entscheidend fir die in dieser Arbeit verfolgte Fragestellung ist nun, dass auch das Pro-
Opiomelanocortin Gen zu der Gruppe von Genen zahlt, die fur diese Form der
Regulation empfanglich zu sein scheinen. Solche Gene weisen gewebs-spezifische
DNA-Methylierungsprofile in ihren 5’-UTRs auf, und fiur sie gilt nicht die gelaufige
Vorstellung, dass CpG-Inseln nicht nur vor Housekeeping Genen, sondern auch vor
allen gewebs-spezifischen Genen unmethyliert sind [121, 22].

Dies unterstreichen die in der Tabelle 10 zusammengestellten Ergebnisse zum DNA-
Methylierungsstatus des 5-POMC Promoters in POMC exprimierenden und nicht

exprimierenden Geweben bzw. Zelllinien.
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Hypermethylierter 5’-POMC Promoter Hypomethylierter 5’-POMC Promoter

= Gewebeproben aus Lunge, Leber, Milz, Leukozyten, = Tumoren einhergehend mit einem ACTH-

Pancreas, Testes abhangigen Cushing-Syndrom: Bronchialkarzinoid
= Zelllinien, die kein POMC exprimieren: HelLa-Zellen und pankreatisches Karzinoid, kortikotrophes
= Neuroendrokrine Tumoren ohne POMC-Expression: Adenom

Hormonell inaktives Hypophysenadenom, Insulinom, = Zelllinien, die POMC exprimieren: DMS-79-Zellen

pankreatisches Karzinoid ohne Cushing-Syndrom,

Tabelle 10 Ubersicht Uiber die gewebs-spezifische DNA-Methylierung des 5-POMC-Promoters des
Pro-Opiomelanocortin Gens [122] in verschiedenen Tumoren, Gewebeproben und Zelllinien

Aber nicht nur diese Befunde, sondern auch Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe
legen die Erwartung einer tendenziellen Hypomethylierung des fur die hypothalamische
Expression von POMC essentiellen Enhancerkomplexes in Arcuatusneuronen im
Vergleich zu POMC nicht exprimierenden peripheren Blutzellen nahe:

Unter Verwendung des auch in dieser Arbeit angewandten Protokolls und ausgehend
von vergleichbaren Zellzahlen gelang es fur dasselbe Gen, ein auch hypomethylierte
Abschnitte  aufweisendes in sich  reproduzierbares  Methylierungsprofil in
hypothalamischen Neuronen aufzudecken. Es zeigte sich namlich, dass ein DNA-
Methylierungsmuster im Bereich des basalen 5-Promoters in humanen
hypothalamischen Arcuatusneuronen existiert. Dieses erweist sich insofern als
komplex, als dass die erste CpG-Insel im Bereich des 5’-Promoters zu 50% methylierte
CpGs aufweist, gefolgt von einem im Vergleich dazu hypomethylierten Bereich. Die
zweite CpG-Insel hingegen besitzt bis zum Start von Exon 3 eine dichte Cytosin-
Methylierung [Kihnen, personal communication].

Auch Befunde aus den Pilotuntersuchungen zum Epigenomprojekt wirden die
Erwartung einer tendenziellen DNA-Hypomethylierung des Enhancerkomplexes in
Arcuatusneuronen im Vergleich zu peripheren Blutzellen eher unterstutzen.

Weitere wichtige Charakteristika der gewebs-spezifischen Expressionsregulation durch
DNA-Methylierung scheinen namlich darin zu bestehen, dass die TDMs stark
uberreprasentiert sind in evolutionar konservierten Regionen (ECRs), jedoch
unterreprasentiert in CpG-Inseln. Eine Beobachtung, die auch mit unabhangig davon
gewonnenen RLGS Ergebnissen (Restriction Landmark Genomic Scanning)
ubereinstimmt. AuRerdem wurden die ECRs Ubereinstimmend mit mdglichen

Enhancerfunktionen oft in groRer Entfernung vom Genstart angetroffen [40, 156].
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Auch die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Enhancer liegen ja in dem von der
Gruppe Low als relevant charakterisierten Bereich von -9 bis -13kb upstream des
POMC-Gens als einzige hochgradig stammesgeschichtlich konservierte, nichtrepetitive
Abschnitte zwischen hochgradig repetitiven Bereichen und zeigen insgesamt eine
aulerst geringe Inter- und Intraspeziesvariabilitat, erfillen also alle bisher genannten
Aspekte von fur eine gewebs-spezifisch differentielle DNA-Methylierung hochgradig
empfanglichen regulatorischen DNA-Bereichen.

In der hier vorgelegten Untersuchung zeigte sich ganz entgegengesetzt zu den
erlauterten Erwartungen in den hypothalamischen Arcuatusneuronen im Vergleich zu
den peripheren Blutzellen keine gewebs-spezifische Hypomethylierung der
Enhancerbereiche, sondern im Gegenteil eine hochgradige dichte DNA-Methylierung.
Welche genaue funktionelle Bedeutung diesem Befund zukommt, Iasst sich aus den
rein deskriptiven Ergebnissen unserer Untersuchung nicht ableiten, eine funktionelle
Charakterisierung ist unter Belassung des natirlichen Expressions- und
Chromatinkontexts unter anderem aufgrund der grossen Entfernung zwischen
Enhancer und Promoter, vor allem aber wegen der Problematik der Erstellung von auch
in Kontakt mit der zellularen DNA-Methylierungsmaschinerie nachweisbar stabil
methylierter bzw. demethylierter transgener Konstrukte methodisch nicht moglich.

Dass der DNA-Methylierung der hochkonservierten hypothalamischen Enhancer, die
die Transkription eines prinzipiell fur die Regulation uber TDMs empfanglichen Gens
steuern, eine funktionelle Bedeutung zukommt, ist allerdings durchaus vorstellbar,
insbesondere unter Berlcksichtigung der in den folgenden Abschnitten erlauterten

Aspekte.
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4.8 Einfluss des Alters auf das DNA-Methylierungsmuster

Einen in diesem Zusammenhang wichtigen Aspekt zur Wertung der Ergebnisse stellt
der Einflussfaktor des Alters dar, da das Alter der Verstorbenen, in deren
Arcuatusneuronen eine Hypermethylierung der Enhancerelemente beschrieben wurde,
zwischen 58 und 83 Jahren lag.

Es existieren namlich Anhaltspunkte dafur, dass DNA-Methylierungsprofile im Rahmen
ihrer besonderen Formbarkeit durch Umwelteinflisse auch altersabhangigen
Veranderungen unterworfen sind.

Das zeigt auch die bereits einleitend erwahnte Untersuchung der Methylierungsprofile
monozygoter  Zwillinge, die eindrucklich  dokumentiert, dass sich die
Methylierungsmuster der Zwillingspaare mit zunehmendem Alter mehr und mehr
unterschieden [56].

In welcher Weise sich jedoch das Alter eines Organismus auf dessen DNA-
Methylierungsprofil auswirkt, wird nach wie vor kontrovers diskutiert.

Der Alterungsvorgang ist namlich nicht nur mit einer Hyper-, sondern auch mit einer
tendenziellen Hypomethylierung in Verbindung gebracht worden. Einschrankend ist
hierzu allerdings anzumerken, dass sich im Gegensatz zur Hypermethylierung von
promoterassoziierten CpG-Inseln die meisten Veranderungen hin zur Hypomethylierung
in Bereichen ereignen, die sich aulierhalb von bekannten regulatorischen
Sequenzbereichen in repetitiven Abschnitten befinden, und dass es sich um einen im
Hinblick auf seine funktionelle Bedeutung weiterhin unklaren Befund handelt [162, 46,
142].

FUr regulatorisch bedeutsame DNA-Abschnitte, wie sie der hier vorgelegten Arbeit
zugrunde liegen, ist hingegen eine altersassoziierte DNA-Hypermethylierung ausfuhrlich
dargestellt und auch funktionell charakterisiert. Im Mittelpunkt stehen dabei
Tumorsuppressorgene und deren Promotoren [49].

Daruber hinaus existieren jedoch Belege dafir, dass es sich bei der altersassoziierten
DNA-Hypermethylierung regulatorischer Sequenzbereiche, einem Phanomen, das auch
in der hier vorgelegten Arbeit nicht ausgeschlossen werden kann, um einen universellen
Vorgang handelt, der in zahlreichen Geweben, wie beispielsweise Kolonepithel,
Mediamyozyten oder Urothelzellen, eventuell in gewebs-spezifischem Ausmal3, und
ebenfalls aulierhalb einer neoplastischen Transformation angetroffen wird [75, 76, 1,
23, 138].
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Dem entgegen konnte ein aus der Darstellung der Methylierungsprofile der
Chromosomen 6, 20 und 22 hervorgehender Vergleich zweier Altersgruppen mit einem
Durchschnittsalter von 26 bzw. 68 Jahren an den gleichen Loci und in den gleichen
Geweben keine statistisch signifikanten DNA-Methylierungsunterschiede zwischen den
beiden Gruppen feststellen [47].

Festzuhalten bleibt trotzdem, dass gegenuber unmethylierten Sequenzabschnitten ein
gewisser Methylierungsdruck existiert, und das sowohl fur de novo integrierte als auch
fur endogene DNA-Abschnitte [45].

Dabei kann ein solcher Methylierungsdruck, d.h. eine mit der Zeit eintretende DNA-
Hypermethylierung zunachst gering methylierter DNA-Abschnitte, auch als Anhaufung
von Methylierungsfehlern Uber die Zeit hinweg betrachtet werden: Wie an einer
homogenen Zellkultur Uber 20 Zellgenerationen gezeigt werden konnte, weisen
ursprunglich unmethylierte Bereiche eine mehr als zwei mal so hohe
Fehlmethylierungsrate auf wie methylierte [172].

Zusammenfassend kann man also durchaus davon ausgehen, dass das zellulare DNA-
Methylierungsprofil altersabhangigen Veranderungen unterworfen ist, die DNA-
Abschnitte mit regulatorischer Bedeutsamkeit eher in Form einer DNA-

Hypermethylierung zu betreffen scheint.

Person | BMI Alter
(kg/m?) | (J)

1 40,6 67

2 29,8 81

3 23,8 58

4 29,1 83

5 24,5 78

Tabelle 11 Body Mass Indices sowie Alter der Verstorbenen, von denen die Arcuatusneurone
stammten

Betrachtet man nun die Body Mass Indices der Verstorbenen (Tabelle 11), von denen
die auf ihr DNA-Methylierungsmuster hin untersuchten Arcuatusneurone stammten, so
wiesen diese zumeist deutliches Ubergewicht auf, zwei Personen lagen dabei an der
Grenze zur Adipositas. Bei einer Person lag Adipositas permagna vor, nur der BMI

eines der Verstorbenen lag im normalgewichtigen Bereich.
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Dass nun der BMI &lterer Individuen haufiger im Bereich des Ubergewichts angesiedelt
ist als bei jungeren Personen, uberrascht keineswegs. Dies konnte eindrucksvoll durch
eine Untersuchung, die den Body Mass Index einer franzdsischen Population von der
Geburt bis zum Alter von 87 Jahren dokumentiert, belegt werden. Sie zeigt, dass es bei
beiden Geschlechtern zu einem wachstumsunabhangigen Anstieg des Body Mass
Indexes zwischen 20 und 65 Jahren kommt, der weitgehend parallel zur Zunahme des
in anderen Erhebungen dokumentierten Anstiegs der Korperfettmasse verlauft. Dabei
handelt es sich um einen auch in anderen Industrienationen Ubereinstimmend zu
beobachtenden Effekt, der bei weniger wohlhabenden Populationen ebenfalls zu
beobachten ist, hier jedoch vergleichsweise verzogert und nicht ganz so ausgepragt
eintritt [145].
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Abbildung 18 BMI-Perzentilenkurven franzdsischer Manner und Frauen [145].

Zieht man nun in der Zusammenschau den Alterungsvorgang als eine mdgliche
Ursache fur eine DNA-Hypermethylierung regulatorisch bedeutsamer DNA-Abschnitte
in Betracht und berticksichtigt weiterhin die Befunde Uber die hoheren Body Mass
Indices bei alteren Individuen im Vergleich zu jungeren Personen, so ist eine
funktionelle Relevanz der nachgewiesenen dichten DNA-Methylierung im Bereich des
konservierten hypothalamus-spezifischen Enhancerkomplexes, die im Zusammenhang
mit Umweltfaktoren entstanden sein kénnte, durchaus vorstellbar.

Konnte nicht die hypothalamische POMC-Expressionskapazitat alternder Individuen
durch einen hoheren Grad an DNA-Methylierung beispielsweise im Bereich der
hypothalamus-spezifischen Enhancer fir POMC herabgesetzt sein, was konsekutiv zu
einer Dampfung peripherer Sattheitssignale beitragen wirde und eine

Gewichtszunahme im Alter mitbegunstigen wurde ?
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4.9 Perspektiven

Trotz der evidenten funktionellen Bedeutung des Enhancerkomplexes nPE1/nPE2 flr
die zell-spezifische Transkription von Pro-Opiomelanocortin in hypothalamischen,
POMC exprimierenden Neuronen und der Tatsache, dass das Pro-Opiomelanocortin
Gen nicht nur prinzipiell zu den Genen zahlt, die beispielsweise auf hypophysarer
Ebene oder in neuroendokrinen Tumoren durch gewebs-spezifisch differentiell
methylierte Regionen (TDMs) reguliert werden konnen, sondern auch durch unsere
Arbeitsgruppe in humanen Arcuatusneuronen im Bereich des 5-Promoters von POMC
ein  komplexes DNA-Methylierungsmuster mit hypomethylierten  Abschnitten
nachgewiesen werden konnte, zeigte sich in dem in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Bereich des hypothalamus-spezifischen Enhancerkomplexes eine dichte
DNA-Methylierung, die sich nicht von der Methylgruppendichte in ebenfalls
untersuchten peripheren Blutzellen unterschied. Ein Befund, der an Arcuatusneuronen
vorwiegend alterer, ubergewichtiger Individuen erhoben wurde und sich moglicherweise
im Zusammenhang mit der Einwirkung von Umweltfaktoren im Rahmen des
Alterungsprozesses entwickelt haben konnte.

Welche funktionelle in vivo Relevanz hat dieses Ergebnis ? Ausblickend bieten sich im
wesentlichen zwei Richtungen an, um dieser Frage weiter nachzugehen:

Zum einen mussen in jedem Falle mehr jungere Individuen im Hinblick auf ihr
hypothalamisches Methylierungsmuster der gewebs-spezifischen Enhancer hin
untersucht werden, idealerweise in Form einer Gegenuberstellung von Untergruppen
mit deutlich unterschiedlichem Durchschnittsalter. Auch starker auseinander liegende
BMIs der untersuchten Individuen wirden die Aussagekraft der Untersuchung erhdhen.
Zum anderen ware der nachste logische Schritt, die Enhancer einer funktionellen
Charakterisierung zu unterziehen. Eine solche wirde es erlauben, den Einfluss der
DNA-Methylierung des hypothalamus-spezifischen Enhancerpaars auf die Expression
von POMC zu messen. Wie bereits erwahnt ist es bisher jedoch methodisch nicht
mdglich, gezielt demethylierte Konstrukte in ein transgenes Modell einzufihren, die —
einmal in zellularem Milieu — auch zuverlassig und nachweisbar ihren
Methylierungsstatus beibehalten und so Ruckschlisse auf den Zusammenhang
zwischen POMC-Enhancermethylierung und POMC-Transkription zulassen wurden.
Eine weiterfUhrende Frage von gro3em Interesse ware es daher, den DNA-

Methylierungsstatus der Enhancerkonstrukte in den Arcuatusneuronen solcher
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transgener Tiere zu analysieren, die die Arbeitsgruppe Low bei der Aufdeckung der
funktionellen Relevanz des Enhancerkomplexes nPE1/2 fur die hypothalamus-
spezifische POMC-Expression verwendete und diesen zur jeweiligen POMC-

Expression in Beziehung zu setzen.
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5 Zusammenfassung

Die mittels QTL-Scans erfasste Assoziation zwischen Markern im Bereich des Pro-
Opiomelanocortin Locus und dem Korpergewicht, ohne dass im Gen selbst gelegene,
funktionell bedeutsame Polymorphismen identifiziert werden konnten, rickt die
transkriptionelle Regulation dieses flr die Energiehomdostase entscheidenden Gens in
den Mittelpunkt. Die funktionelle Charakterisierung der hypothalamus-spezifischen
Enhancerelemente des POMC Gens, nPE1 und nPE2, weist diese als fur die
hypothalamische transkriptionelle Regulation entscheidend aus. Da sich diese jedoch
als interindividuell hochgradig konserviert erwiesen haben und zudem aus der
Untersuchung der POMC Transkription in der Hypophyse hervorgehende Hinweise
existieren, dass POMC fur eine Regulation auf der Ebene der DNA-Methylierung
zuganglich ist, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob sich die konservierten
hypothalamus-spezifischen Enhancer flr ein gewebs-spezifisch differentielles DNA-
Methylierungsmuster empfanglich zeigen.

Unter Anwendung der Bisulfitkonversionsmethode mit anschlielender DNA-
Sequenzierung gelang es, den DNA-Methylierungsstatus der hypothalamus-
spezifischen Enhancer in mittels Lasermikrodissektion gewonnenen,
immunhistochemisch identifizierten, POMC exprimierenden Arcuatusneuronen aus
Kryoschnitten menschlicher Hypothalami darzustellen. Des weiteren wurden periphere
humane und murine Blutzellen bezuglich ihres DNA-Methylierungsprofils untersucht.

In humanen peripheren Blutzellen sowie in menschlichen, POMC exprimierenden
Arcuatusneuronen erwies sich jedes einzelne CpG-Dinukleotid im Bereich der
untersuchten Sequenzabschnitte als methyliert, was die Erwartungen einer
tendenziellen Hypomethylierung der Enhancer in ihnrem natirlichen Expressionskontext
nicht bestatigt. Welche funktionelle Bedeutung diesem Befund zukommt, ist auf der
Grundlage einer rein deskriptiven Darstellung nicht zu eruieren. Eine funktionelle
Relevanz der nachgewiesenen Hypermethylierung, die im Zusammenhang mit
Umweltfaktoren altersassoziiert entstanden sein konnte, ist durchaus vorstellbar.

Der Einbezug eines Speziesvergleichs zur Maus ergab, dass murine ebenso wie
humane Blutzellen eine komplette Methylierung aller CpG-Dinukleotide im
Enhancerbereich nPE1 aufweisen, ein Ergebnis, das nahelegt, dass die
Enhancerelemente nicht nur auf Sequenzebene, sondern auch bezuglich ihres DNA-

Methylierungsmusters hochgradig phylogenetisch konserviert sind.
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7 Anhang

Verwendete Abkilirzungen

ABC Avidin-Biotin-Komplex

ACTH Adrenokortikotrophes Hormon

AgRP Agouti-related Peptide

BDNF Brain Derived Neurotrophic Factor

BMI Body Mass Index

CART Cocaine- and Amphetamine-regulated Transcript
CLIP Corticotropin-like intermediate lobe peptide
CpG Cytosin-Guanin-Dinukleotid

CREB cAMP Response Element Binding

Dnmt DNA-Methyltransferase

dNTPs Desoxynukleotidphosphat

ECR Evolutionar konservierte Region

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

HRP Horse Reddish Peroxidase

ICF Immunodeficiency, Centromeric Instability, Facial Abnormalities
IL-2 Interleukin 2

LMP Low Melting Point

LMPC Laser Microdissection Pressure Catapulting
LPH Lipotropin

MAGE Melanoma Antigen Genfamilie

MBD Methyl-CpG-Bindungsdomane

MCR4 Melanocortinrezeptor 4
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MHC Major Histocompatibility Complex

MSH Melanozytenstimulierendes Hormon

NPY Neuropeptid Y

NuRD Nucleosome Remodelling and Histone Deacentylation
PBS Phosphate Buffered Saline

PC1/2 Prohormonkonvertase 1 bzw 2

POMC Pro-Opiomelanocortin

QTLS Quantitative Trait Locus Scan

RANKL Receptor Activator of NF-kB

RISCs RNA Induced Silencing Complexes

RLGS Restriction Landmark Genomic Scanning

SAM S-Adenosylmethionin

SDS Sodiumdodecylsulfat

siRNA Small Interfering RNA

SRY Sex-determining Region of Y

STAT3 Signal Transducer and Activator of Transcription
TDM Tissue-specific Differentially Methylated Region
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TE Tris-EDTA-Puffer

Th T-Helferzelle

UTR Untranslatierte Region
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