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1 Zusammenfassung/ Abstract

1.1 Zusammenfassung

DNA Methylierung ist eine epigenetische Veränderung, welche die Genexpression wäh-
rend Embryogenese, Entwicklung, Alterung und Kanzerogenese moduliert[26; 25]. Ei-
ne DNA Hypermethylierung führt in Promotorregionen innerhalb von CpG Inseln zu
�Gensilencing�[5; 64]. Lange war die Analyse von 5-Methylcytosin nur für einzelne aus-
gewählte Fragmente möglich. Seit kurzer Zeit ist durch NGS die genomweite Sequen-
zierung und somit auch die genomweite Analyse von Methylierungsmustern möglich ge-
worden. Bekannte Methoden sind die MeDIP-, die MBD- und der Goldstandard die
Bisul�t-Sequenzierung[26; 61]. Zur Verringerung der Menge an Sequenzen prägte beson-
ders A. Meissner die �Reduced Representation Bisul�t�-Sequenzierung, bei der nach ei-
nem enzymatischen Verdau und einer Gröÿenselektion gewünschte Regionen angereichert
werden[43; 74; 75]. Für meherere Gewebe sind bereits genomweite Methylierungsmuster,
sog. Methylome, erstellt worden, jedoch noch nicht für das Gewebe Knochen.
Wir haben Calvariae und Femora von neonatalen und adulten C57BL/6-Mäusen präpa-
riert und eine �Reduced Representation Bisul�te� Sequenzierung mit Msp1, einem Pro-
tokoll das von Smith et al. entwickelt wurde und CpG Inseln in Promotoren anreichert,
durchgeführt. Nach einer Optimierung des Protokolls konnten die Calvaria Proben er-
folgreich mit dem Illumina GAIIx sequenziert und Regionen di�erentieller Methylierung
(DMRs) zwischen neonatalen und adulten Osteoblasten identi�ziert werden. Insgesamt
wurden 605 DMRs identi�ziert; davon liegen 166 im Bereich eines Gens und neun inner-
halb von Promotorregionen.
Cdh1, Zfhx3, Cct8l1, Il11, Fgfrl1, Shroom4, Shc2, Pstpip1 und Acn9 weisen zwischen
neonatalen und adulten Calvariae di�erentielle Methylierung auf. Cdh1, Zfhx3, Cct8l1,
Il11 und Fgfrl1 sind in den neonatalen Calvariae hypermethyliert; Shroom4, Shc2, Pst-
pip1 und Acn9 dagegen in den adulten. Bei E-Cadherin, Zink�ngerprotein 3, Fgfrl1 und
Interleukin 11 ist eine Beteiligung im Knochensto�wechsel und der -entwicklung bereits
bekannt. Unsere Ergebnisse legen eine Regulation dieser Gene im Knochensto�wechsel
über DNA Methylierung nahe. Bei Cct8l1, Shroom4, Shc2, Pstpip1 und Acn9 ist eine
Rolle im Knochensto�wechsel ebenfalls zu vermuten.
Es wurden weitere im Knochensto�wechsel bekannte Gene, die DMRs im Exon oder
Intron aufwiesen im Zellkulturlabor untersucht. Die Zellinie MC3T3-E1 subclone4 und
pCOBs wurden hierfür mit unterschiedlichen Konzentrationen 5-Azacitidin demethyliert
und anschlieÿend Expressionsanalysen mittels qPCR durchgeführt. Diese ergab keine
Änderungen der Expression mit zunehmender Demethylierung. Dies stüzt die bereits in
anderen Geweben festgestellte fehlende Auswirkung von DNA Methylierung in diesen
Regionen auf die Genexpression.
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Bei einer Expressionsanalyse während der Di�erenzierung von Osteoblasten im Zellkul-
turlabor zeigte sich eine signi�kante Expressionszunahme von Bmp8 und rPhex, die al-
lerdings nicht durch DNA Methylierung reguliert zu sein scheint.
Eine Validierung der DMRs mit �Ultradeep Bisul�te� Sequenzierung war nicht erfolg-
reich. Die Bisul�t-PCR als erster Schritt konnte aufgrund der erschwerten Anlagerung
der Primer an die Bisul�t-konvertierte DNA nicht etabliert werden.

1.2 Abstract

DNA methylation is an epigenetic mechanism which has an already well described in�u-
ence on embryogenesis, development, aging and carcinogenesis[26; 25]. DNA hyperme-
thylation usually appears in promotor regions within CpG islands and induces �genesilen-
cing� of the related gene[5; 64]. A common method to analyze 5-methylcytosine at single-
base resolution is Bisul�te-Sequencing[26; 61]. Recently, genome-wide approaches of me-
thylation analysis have become feasible by the development of NGS. Common methods
are MeDIP-, MBD- and the gold standard Bisul�te-Sequencing. To improve high costs
and throughput a method called �Reduced-Representation-Bisul�te-Sequencing�(RRBS)
was developed. RRBS includes a preparation protocoll with an enzymatic digestion of
the sample DNA and a size selection step to enrich selected fragments[43; 74; 75].
These methods led to a genome-wide mapping of DNA methylation patterns called

methylomes. Methylomes for several tissues exist by now, though not for the tissue bone.
We harvested calvariae and femora of neonatal and adult C57BL/6-mice and performed

RRBS with Msp1, a special protocol to enrich CpG islands �rst described by ZD Smith.
After an optimization of the protocol neonatal and adult calvariae were successfully
sequenced with the Illumina GAIIx. We have identi�ed 605 di�erentially methylated
regions (DMRs), of which 166 could be aligned to a gene.
9 DMRs were located in promotor regions -Cdh1, Zfhx3, Cct8l1, Il11, Fgfrl1, Shroom4,

Shc2 , Pstpip1 and Acn9. Cdh1, Zfhx3, Cct8l1, Il11 and Fgfrl1 are hypermethylated in
the neonatal; Shroom4, Shc2 , Pstpip1 and Acn9 in the adult samples.
E-Cadherin, Zfhx3, Fgfrl1 und Il11 have a previously described role in bone (re)modelling
and development. Our result suggest a regulation of these genes by DNA promotor me-
thylation. We also presume a role in bone metabolism of Cct8l1, Shroom4, Shc2 , Pstpip1
and Acn9 and a regulation by DNA methylation.
Alternate genes that are involved in bone metabolism and development have DMRs in
exonic and intronic regions and were further investigated. Therefore we treated cells of the
cell line MC3T3-E1 subclone4 and pCOBs with di�erent concentrations of 5-azacytidine
in cell culture to cause a demethylation. Subsequent expression analysis by qPCR were
performed to explore associations between methylation level and expression. We didn't
�nd any associations between DNA methylation of intronic and exonic regions and ex-
pression. Previous investigations in other tissues match with our results.
Our expression analysis during the di�erentiation of osteoblasts in cell culture showed a
signi�cant increase of Bmp8 und rPhex. Anyhow these genes doesn't seem to be regulated
by DNA methylation.
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A validation of our results by �Ultradeep-Bisul�te-Sequencing� couldn't be successfully
established. Primer annealing -the �rst step of the Bisul�t-PCR- was not feasible.
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Abkürzungen

A Base Adenosin
Abb. Abbildung
AG Arbeitsgruppe
ALP Alkalische Phospatasse
APC Adenomatous polyposis coli
bp Basenpaare
C Base Cytosin
cDNA komplementäre DNA
CDS kodierende Sequenz
CK1 Casein kinase 1
DMR Di�erentiell methylierte Region
DNA Desoxyribonukleinsäure
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate
EXONIC im Exon liegend
ER-alpha Östrogenrezeptor alpha
FZD1/4 frizzled family receptor 1/4
G Base Guanin
GSK3-beta Glycogen synthase kinase 3 beta
HCl Salzsäure
HGNC HUGO Gene Nomenclature Committee
HPLC-Wasser Hochleistungs�üssigkeitschromatographie reines Wasser
Illumina GAIIx Illumina Genome Analyzer Modell IIx
INTRONIC im Intron liegend
LEF1 Lymphoid enhancer-binding factor 1
mC Methylcytosin
MC4 Zelllinie MC3T3-E subclone 4
MS-PCR methylierungsspezi�sche PCR
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
NGS �Next Generation� Sequenzierung
P0 neonatal
P10 0 Tage alt
P10Wochen 10 Wochen alt
PBS Phosphatgepu�erte Salzlösung
pCOBs primäre calvariale Osteoblasten
PCR Polymerasekettenreaktion
PE-Primer paired-end Primer
PM CpG-Promotormethylierung
qPCR quantitative PCR; hier synonym zu RT-PCR gebraucht
Reverse Strand Gegenstrang zum Sense Strand
RNA Ribonukleinsäure
RRBS �Reduced Representation Bisul�te Sequencing�
RT-PCR �Real-time� PCR; hier synonym zu qPCR gebraucht
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Sense Strand DNA Strang
SFRP1/2 Secreted frizzled-related protein 1/2
si-RNA �small interfering� RNA
SOST Sclerostin
T Base Thymin
TAE-Pu�er TRIS-Acetat-EDTA-Pu�er
TCF7 Transkriptionsfaktor 7 (T-Zell-spezi�sch, HMG-box)
TGF-beta Transforming growth factor beta
t-DMR gewebespezi�sche DMR
TSS �Transcription start site�
U Base Uracil
UCSC University of California Santa Cruz
UTR �untranslated region�
UV-Licht ultraviolettes Licht
WTX Wilm's tumor genes on chromosome X

Symbole

% Prozent
� Grad Celsius
g Gramm
h Stunden
l Liter
Min./min. Minuten
V Volt
Sek./s Sekunden
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2 Einleitung

2.1 DNA Methylierung

1953 entschlüsselten Watson und Crick die Struktur der DNA. In den folgenden Jahren
wurden immer mehr DNA Abschnitte sequenziert und 47 Jahre später die Sequenzierung
des gesamten menschlichen Genoms abgeschlossen. Lange war man der Ansicht, dass die
Basenabfolge des menschlichen Genoms einen Code für alle oder mindestens eine Vielzahl
von biologischen Prozessen liefert, jedoch wurde im Laufe der Zeit immer deutlicher, dass
die Basensequenz der DNA allein diese Erklärungen nicht liefern kann. In molekularbio-
logischen Untersuchungen konnten weitere Regulationsmechanismen identi�ziert werden,
die ebenfalls auf Prozesse wie Entwicklung und Genexpression einwirken, vermutlich ver-
erblich und nicht in der Basensequnz kodiert sind. Diese Mechanismen werden heute
unter dem Themengebiet der Epigenetik zusammengefasst[4].
1948 wurde erstmals von Hotchkins eine �anormale Base� beschrieben, die er bei ei-

ner Fraktionierung von Basen mittels Papierchromotographie entdeckte. Aufgrund ihrer
Ähnlichkeit mit Cytosin wurde sie als �Epicytosin� bezeichnet. Später konnte sie als
5-Methylcytosin identi�ziert werden[3]. Heute ist 5-Methylcytosin als zentraler epigene-
tischer Regulationsmechanismus bekannt und wurde 2009 von Lister und Ecker sogar als
die �5. Base� bezeichnet[64].
5-Methylcytosin ist eine Cytosinbase, die eine Methylgruppe an der 5er Position des Py-

rimidinrings besitzt. Diese Veränderung wird als DNA Methylierung bezeichnet. Die Re-
aktion von Cytosin zu Methylcytosin wird von den DNA-Methyltransferasen (DNMT s)
katalysiert und benötigt den Cofaktor SAM (siehe Abbildung 2.1).

Abbildung 2.1:
Cytosinmethylierung

Enzymatische Methylierung von Cytosin zu 5-Methylcytosin durch eine DNMT mit
dem Co-Faktor SAM[59].

Es gibt vier bekannte DNMT s, die unterschiedliche Funktionen ausfüllen: DNMT1
erkennt hemi-methylierte DNA-Stränge und bewirkt hier eine symmetrische Methylie-
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rung des Gegenstranges z.B. in der Mitose. DNMT2 wird mit der Methylierung von
tRNA in Verbindung gebracht. DNMT3a und DNMT3b sind de novo-Methyltransferasen
und somit ursächlich für die Etablierung von neuen DNA-Mustern. Nachgewiesen wur-
de beispielsweise eine Beteiligung bei der Embryonalentwicklung und beim genomischen
Imprinting. DNMT3L ist ein Protein, das die Aktivität von DNMT3a und DNMT3b
beein�usst[107; 87; 80].
Bei der genomweiten Untersuchung von DNA Methylierungsmustern in Arabidopsis

thalania, einer P�anze der Familie der Kreuzblütler, wurden die analysierten Methylcy-
tosine den Kontexten �CG�, �CHG� (wobei �H� für A,C oder T steht) und �CHH� zugeord-
net. Das Resultat waren Methylierungsgrade von 24% in CG, 6,7% in CHG und 1,7% in
CHH Sequenzen. Innerhalb von Genen wurde fast ausschlieÿlich CG-Methylierung gefun-
den, in genomischen Regionen dagegen CG-, CHG- und CHH-Methylierung[18]. Folglich
kommt DNA Methylierung in A. thalania genomweit zum überwiegenden Teil und im
Bereich der Gene sogar fast ausschlieÿlich in der Sequenz CG vor.
Bei Säugetieren �ndet man ähnliche DNAMethylierungsmuster, auch hier kommt DNA

Methylierung zum gröÿten Teil innerhalb des CpG-Dinukleotids vor. �CpG� beschreibt
die palindromische Basenfolge Cytosin-Guanin, wobei �p� für die Phosphatgruppe zwi-
schen den zwei Nukleotiden steht. CpG-Sequenzen kommen häu�g in sogenannten CpG
Inseln vor. CpG Inseln sind de�niert als Regionen mit über 500 Basenpaaren, die mehr
als 55% CpG-Dinukleotide enthalten. CpG Inseln kommen häu�g in Promotorregionen
von Genen vor; beim Menschen haben 40 bis 50% der Gene CpG Inseln in ihren Pro-
motorregionen. Einzeln vorkommende CpG-Dinukleotide sind oft methyliert. Insgesamt
ist eine CpG-Methylierung von 3-6% normal und CpG-Dinukleotide innerhalb von CpG
Inseln sind gewöhnlich nicht methyliert[26].Eine Methylierung der CpG Inseln �ndet man
dagegen bei inaktiven Genen. In embryonalen Stammzellen �ndet man vermehrt nicht-
CpG-Methylierung[65].
Eine Hypermethylierung der CpG Inseln in Promotorregionen eines Gens führt zum

�Genesilencing�. Genesilencing ist eine Verminderung der Transkription des betro�enen
Gens. Man vermutet eine Verhinderung der Transkription durch die Anlagerung von
Methyl-CpG-Binding-Proteine (MeCPs) an methylierte CpG-Dinukleotide. MeCP2 zum
Beispiel besitzt eine methyl-CpG-bindende Domäne (MBD) und eine �transcripional re-
pression domain�(TRD). TRD kann über eine Entfernung von mehreren 100 Basenpaaren
die Gentranskription ausschalten. Auÿerdem führt dies zusätzlich zu einer erschwerten
Bindung von Transkriptionsfaktoren[5]. M. Ehrlich hat z.B. in einem Review die Aus-
wirkungen von DNA Methylierung auf die Herzentwicklung analysiert und festgestellt,
dass DNA-Methylierung in Assoziation mit einer veränderten Expression einzelner Gene
während der Entwicklung auftritt[25].
DNA Methylierung spielt in vielfältigen biologischen Prozessen wie der Inaktivierung

eines der beiden X-Chromosomen bei der Frau, beim genomischen Imprinting und in der
Embryonalentwicklung eine bedeutende Rolle. Das genomische Imprinting ist ein Me-
chanismus, der einzelne Gene auf dem maternalen oder aber auf dem paternalen Allel
ausschaltet. Ein wichtiger Bestandteil zur Inaktivierung von Genen beim genomischen
Imprinting ist die DNA Methylierung. H19 beispielsweise ist ein RNA-Gen, das dem
genomischen Imprinting unterliegt. H19 liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 11

12



(11p15), nahe dem IGF2 -Gen (Insulin-like Growth Factor). H19 ist auf dem materna-
len Allel aktiv und auf dem paternalen Allel durch Hypermethylierung ausgeschaltet[84].
Imprintingdefekte, also eine fehlerhafte Inaktivierung von Genen auf dem paternalen
oder maternalen Allel führt zu genetischen Erkrankungen. Beim Beckwith-Wiedemann-
Syndrom liegt ursächlich eine Mutation auf dem H19 - und IGF2 -Gen zugrunde. Dies
führt zu einer fehlerhaften DNA Methylierung beim genomischen Imprinting. Phänoty-
pisch wirkt sich diese Erkrankung durch Fehlbildung in Bezug auf die Gröÿe aus. Cha-
rakteristisch sind eine prä- und postnatale Übergröÿe mit Makroglossie, Viszeromegalie
der abdominellen Organe, Hemihyperplasie, deformierten und tie�iegenden Ohren, Lip-
penkiefergaumenspalte und eine Prädisposition für embryonale Tumoren[52].
Auch bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von Malignomen ist häu�g DNA

Methylierung involviert. Genomweit ist bei Malignomen häu�g insgesamt ein Verlust
von DNA Methylierung und in Promotorregionen besonders von antiproliferativ wirken-
den Tumorsuppressorgenen eine zunehmende CpG Methylierung -mit der Folge einer
Inaktivierung dieser Tumorsuppressorgene- nachgewiesen[26]. Besonders gut erforscht
ist die Hypermethylierung des Promotors des MGMT -Gens (O6-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase) beim häu�gsten Hirntumor des Erwachsenenalters, dem Glioblas-
tomMGMT. ist ein DNA Reparaturenzym, das dem Anhängen von Alkylgruppen an
die Base Guanin mit letaler Auswirkung auf die Zelle entgegenwirkt. Die Promotorregi-
on von MGMT ist in manchen entarteten Zellen hypermethyliert und das Gen inaktiv.
Das Glioblastom wird u.a. mit Temozolomid, einem DNA-alkylierenden Chemotherapeu-
tikum, behandelt.MGMT wirkt diesem Chemotherapeutikum entgegen und schwächt so-
mit dessen Wirkung ab. Eine Promotor-Hypermethylierung und somit Inaktivierung von
MGMT führt zu einem verbesserten Ansprechen auf Temozolomid und einer verlängerten
Überlebenszeit des Patienten[103].

2.2 Epigenetik

DNA Methylierung kommt häu�g in einem komplexen Zusammenspiel mit anderen epi-
genetischen Veränderungen vor. Epigenetik/Epigenotyp wurde zu Beginn von C.H. Wad-
dington als Komplex, der zwischen Genotyp und der Ausprägung des Phänotyps liegt,
beschrieben und wird heute de�niert als �vererbliche Informationen, die nicht in der DNA-
Sequenz codiert sind�[101]. Der Begri� wird mittlerweile ausgedehnt verwendet als �die
molekulare Vermittlung epigenetischer Regulation der Genexpression�[36]. Zu den epi-
genetischen Veränderungen zählen DNA Methylierung, Histonmodi�kationen und kleine
RNAs.
Ein zentraler Mechanimus in der Epigenetik ist das sog. Chromatinremodelling. Der

strukturelle Grundbestandteil des Chromatins ist das Nukleosom, das aus 146 Basen-
paaren besteht, die um ein Oktamer von Histonproteinen gewickelt sind. Die unter-
schiedlichen Histonmodi�kationen verändern in Interaktion den Chromatinzustand zwi-
schen der eng gepackten Heterochromatin- und der lockereren Euchromatinstruktur. Der
Heterochromatinzustand erschwert die Transkription und der Euchromatinzustand er-
leichert z.B. die Bindung von Transkriptionsfaktoren. Dies nennt man die �Histoncode
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Hypothese�[49].
Histonmodi�kationen sind die posttranslationale Methylierung, Deacetylierung, Ace-

tylierung oder Phosphorylierung von spezi�schen Aminosäureresten der Histonproteine.
Gut untersucht ist die Acetylierung durch Histonacetyltransferasen (HAT s), die zu einer
Ö�nung der Chromatinstruktur und Transkription führen, und die Deacetylierung durch
Histondeacetylasen (HDAC s), die zu einer Hemmung der Transkription führen[111]. Sel-
tener sind auch kleine RNA-Moleküle an diesem Regulationsmechanismus beteiligt. Diese
werden small interfering RNAs (siRNAs) und microRNAs (miRNAs) genannt. Die In-
teraktion dieser kleinen, ca. 21-23 Nukleotide groÿen RNAs mit Genpromotoren wird
RNA-Interferance (RNAi) genannt. RNAi kann ebenfalls durch Interaktion mit DNA
Methylierung am Ausschalten des betro�enen Gens (Genesilencing) beteiligt sein[113].
Ein Beispiel des Zusammenspiels der epigentischen Mechanismen zur Regulation der

Transkription beschreiben Bird und Wol�e. Eine Verbindung zwischen Promotorhyper-
methylierung und HDAC s wird z.B. über das Protein Sin3A vermittelt. Sin3A weist
Interaktionen mit der Proteindomäne von MeCP2 und HDAC s auf, die beide zu einer
Verminderung der Transkription führen[5].
Insgesamt ist dieses komplexe Zusammenspiel aber noch nicht ganz verstanden und

bedarf weiterer Untersuchungen[75; 75].

2.3 DNA Methylierungsmuster in Entwicklung und Alterung

Das Genom von reifen Spermien und Eizellen von Säugetieren ist sehr stark methyliert.
In der frühen Keimzellentwicklung entsteht eine Demethylierung, die bei Mäusen am 13.-
14. Tag abgeschlossen ist. Wenige Tage später erfolgt eine Remethylierung. In der frühen
Embryonalentwicklung erfolgt erneut eine Demethylierung[84]. Kürzlich wurden erstmals
DNA Methylierungsmuster von humanen Embryos in der frühen Embryonalentwicklung
untersucht. Es stellte sich heraus, dass in humanen Embryos die genomweite Demethy-
lierung bereits im 2-Zell-Stadium vollständig ausgeprägt ist. In der frühen Embryonal-
entwicklung nimmt die inverse Korrelation zwischen Promotormethylierung und Genex-
pression nun stetig zu und erreicht ihren Höhepunkt direkt nach der Implantation[32].
Auch das genomische Imprinting ist bedeutsam bei der frühen Entwicklung. In der

gesunden paternalen Keimzelle ist der Promotor des H19 Gen hypermethyliert. Es wird
angenommen, dass ein besonderer Schutzmechanismus nötig ist, um eine Demethylie-
rung dieser Region im Rahmen der genomweiten Demethylierung in dieser Region zu
verhindern[84].
Maegawa et al. analysierten DNA Methylierungsmuster von 3 Monate und 35 Mo-

nate alten C57BL/6 Mäusen. Es wurden CpG Inseln von 3627 autosomalen Genen in
Dünndarmproben mit Methylated-CpG-Island-Ampli�cation-Microarrays (MCAM) un-
tersucht. Das Ergebnis lieferte 774 Gene (20%) mit zunehmender und 466 Gene (13%) mit
abnehmender Methylierung bei der Alterung. Diese unerwartet hohe Anzahl von Genen
wurden mit Pyrosequenzierung validiert und 12 genomische Regionen mit di�erentiel-
ler Methylierung mit einem gröÿer als zweifachen Methylierungsunterschied identi�ziert.
Ähnliche Methylierungsmuster wurden auch in anderen Mausgeweben gefunden. In der
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Lunge wiesen 3 von 11 der genomischen Regionen ähnlich groÿe Methylierungsänderun-
gen auf; in der Leber dagegen 7 von 11 und in der Milz 6 von 11. Somit scheint eine
Änderung der Methylierung in der Maus im Rahmen des physiologischen Alterungs-
prozesses vorzukommen. Darmgewebe wies eine besonders hohe Anzahl von DMRs im
Alterungsprozess auf[69].

2.4 DNA Methylierungsmuster im Knochen

2.4.1 Knochengewebe

Knochen ist ein sehr komplexes Bindegewebe, das durch eine kalzi�zierte extrazelluläre
Matrix charakterisiert ist. Die mineralisierte Matrix ist das ganze Leben über Umbau-
prozessen unterworfen, die eine ständige Neubildung und Resorption durch Osteoblasten
und Osteoklasten bedeuten. Dies ermöglicht eine Adaption an mechanische Belastung,
Aufrechterhaltung des Skelettsystems sowie Regulierung des Calcium-Sto�wechsels. Ein
Ungleichgewicht zwischen Knochenbildung und -abbau führt zu Veränderungen der Kno-
chendichte. Eine pathologische Verringerung der Knochendichte führt beispielsweise zu
Osteoporose. Die klinische Relevanz dieser Veränderung ist v.a. durch eine gesteigerte
Frakturgefährdung gekennzeichnet[21].

2.4.2 Knochenentwicklung und -sto�wechsel

Es gibt zwei unterschiedliche Formen der Knochenentwicklung. Bei der chondralen Ossi�-
kation entsteht primär eine Knorpelmatrix, die in Ge�echtknochen und darauf in Lamel-
lenknochen umgewandelt wird. Auf diesem Weg entstehen kurze und lange Röhrenkno-
chen. Platte Knochen wie der Schädelknochen, die Calvaria, entstehen über die desmale
Ossi�kation, bei der direkt Knochengewebe gebildet wird. Ge�echtknochen besteht aus
zufällig sowie ohne Orientierung angeordneten Kollagenfasern. Im Lamellenknochen sind
die Kollagenfasern parallel angeordnet und bilden ein komplexes System, das Havers Sys-
tem. Das Havers System besteht aus einem Zentralkanal, in dem Blutgefäÿe, Nerven und
lockeres Bindegewebe verlaufen, und umgebenden Speziallamellen aus Kollagenfasern[81].
Knochenumbauprozesse werden durch Osteoblasten, die Knochen bilden, und Osteo-

klasten, die Knochen abbauen, unterworfen. Osteoblasten sind osteogene Zellen mesen-
chymalen Ursprungs, Knochenvorläuferzellen, die im Bindegewebe im oder am Knochen
liegen. Sie produzieren Kollagen und Proteoglykane für die Knochenmatrix. Osteoklasten
sind vielkernige Riesenzellen, die von hämatopoetischen Vorläuferzellen abstammen und
wahrscheinlich durch eine Fusion von Makrophagen und Monozten entstehen und zudem
viele Lysosomen enthalten[21].
Die osteoblastische Zellinie entsteht aus mesenchymalen Stammzellen. Diese di�eren-

zieren zu Osteoblasten und entwickeln die Fähigkeit extrazelluläre Matrix zu bilden und
diese zu mineralisieren. Im folgenden sterben einige Osteoblasten durch Apoptose, andere
lagern sich als �Lining Cells� an der Ober�äche an. Die Osteoblasten, die in der Matrix
eingeschlossen werden, entwickeln sich zu Osteozyten. Im Lamellenknochen machen Os-
teozyten 90% aller Zellen im Knochen aus. Die Osteozyten liegen in Lakunen und stehen
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über viele lange Ausläufer, Dendriten genannt, miteinander in Kontakt. Die Dendriten
sind über �Gap Junctions� miteinander verbunden. Neuere Untersuchungen legen nahe,
dass Osteozyten eine fundamentale Rolle an Knochenumbauprozessen spielen[28].
Die desmale Ossi�kation zur Bildung von Plattenknochen beginnt mit einer Kon-

densation von mesenchymalen Zellen und deren Di�erenzierung zu Osteoblasten. Diese
Di�erenzierung wird hauptsächlich durch Runx2 reguliert. Runx2 reguliert z.B. TypI-
Kollagen, Osteopontin, TGF-beta und Osteocalcin. Die Osteoblasten bilden dann eine
mineralisierte Matrix innerhalb von Ossi�kationszentren. In der Calvaria vergröÿern sich
diese Zentren, fusionieren aber nicht komplett miteinander. Es bleiben Lücken zwischen
den einzelnen Knochen, die Suturen, erhalten um ein Gröÿenwachstum des Schädels zu er-
möglichen. Die Zellen, welche die Suturen umgeben sind mesenchymale Zellen, von denen
ein Anteil zu Präosteoblasten und anschlieÿend zu Osteoblasten di�erenziert. Am Ende
der Knochenbildung werden die meisten Osteoblasten apoptotisch oder entwickeln sich
zu Osteozyten. Diese Prozesse werden durch viele Regulationsmechanismen organisiert.
Besonders bedeutende Signalwege sind die WNT -, BMP -, FGF - und TGF-beta-Protein-
Signalwege[81].

2.4.3 WNT/Beta-Catenin-Signalweg

Osteozyten, Osteoblasten und Osteoklasten werden durch vielfätige intrazelluläre Pro-
zesse reguliert. Beteiligt sind mehrere Signalkaskaden. Die Osteoklasten werden stark
durch das RANK/RANKL-System reguliert. Die gröÿte Rolle bei der Knochenentwick-
lung und -formation spielt der WNT/Beta-Catenin-Signalweg[100; 67]. WNT -Proteine
sind sezernierte Glykoproteine, die über komplexe Signalwege breit gefächerte Wirkun-
gen auf Zellen haben können. In der Embryogenese sind sie besonders an der Zell-Zell-
Kommunikation beteiligt. Mutationen im �wingless�-Gen, das zusammen mit dem �Int�-
Gen namensgebend für den Signalweg war, führen bei der Tau�iege Drosophila mela-
nogaster zu Flügellosigkeit. WNT -Proteine sind beim Erwachsenen zur Erhaltung des
Gewebes notwendig. Störungen im WNT -Signalweg beim Erwachsenen führen zu Dege-
neration und Malignomentstehung. Die Kontrolle über die Di�erenzierung von Vorläufer-
zellen aus dem Knochenmark zu osteogenen Zellen beispielsweise wird wesentlich durch
den WNT -Signalweg reguliert[66; 28].
Der WNT/Beta-Catenin-Signalweg ist eine komplexer Mechanismus, dessen präzise

Regulation notwendig für eine gesunde Knochenentwicklung und Umbauprozesse im
Knochen sind. Zur Feinregulation der Intensität, der Amplitude und der Dauer des
WNT/Beta-Catenin-Signalwegs sind epigenetische Regulationsmechanismen beteiligt.
Ein Ein�uss von Histonacetylierung und miRNAs ist bekannt. Am WNT/Beta-Catenin-
Signalweg beteiligte Gene, die durch DNA Methylierung mitreguliert werden sind SOST
(Sclerostin) und SFRP1 (�Secreted frizzled-related Protein 1�)[100].
Eine Übersicht über den WNT/Beta-Catenin-Signalweg zeigt Abbildung 2.2. Die Ab-

bildung zeigt WNT, das extrazellulär durch Faktoren wie z.B. SFRP1 oder WIF1 ge-
bunden und neutralisiert werden kann. SOST und Dickkopf 1/2 sind Cofaktoren, die
ebenfalls hemmend auf den WNT/Beta-Catenin-Signalweg einwirken. WNT bindet an
den Frizzled -Rezeptor an der Zellober�äche und zerstört einen intrazellulären Komplex,
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der die Faktoren AXIN1/2, APC, CK1, GSK3-beta und WTX beinhaltet. Dies führt zu
einer Zunahme von Beta-Catenin, auch durch Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
TCF7 und LEF1[100].
Beta-Catenin stimuliert die Osteoblastendi�erenzierung. Auch Ostrogen und das Para-
thormon haben eine stimulierenden Ein�uss auf den WNT/Beta-Catenin-Signalweg[14;
100]. Ebenso wirkt mechanische Belastung und einige Zytokine[11; 100].

Abbildung 2.2:
Schematische Darstellung des WNT/Beta-Catenin-Signalwegs

In dieser Abbildung wird die Regulation über den WNT/Beta-Catenin-Signalweg als
Übersicht dargestellt[100].

2.4.4 Knochenalterung

Die Alterung ist im Knochen assoziert mit einer reduzierten Knochenbildung. Dies führt
zu altersbedingtem Knochenverlust und Osteoporose. Die molekularen Pathomechanis-
men sind bisher ungeklärt. Bekannt ist eine Zunahme des Serumspiegels von Sclerosin im
Alter. Sclerosin (SOST ) ist ein Glykoprotein, das mit der SOST -related Sclerosing Bone
Dysplasia und der Kraniodiaphysealen Dysplasia in Verbindung steht. Sclerosin ist ein
Inhibitor des WNT -Signalwegs und der Knochenbildung. Roforth et al. untersuchten die
Expression des Sclerosin Gens im Serum und Knochenbiopsaten von 20 jungen (mittleres
Alter 30,0 Jahre) und alten (mittleres Alter 72,9 Jahre) Frauen. Im Serum konnte eine si-
gni�kante Erhöhung von Sclerosin nachgewiesen werden; im Knochengewebe zeigte sich
jedoch kein Unterschied zwischen jung und alt. Bei Expressionsanalysen von weiteren
118 mit dem Knochensto�wechsel assozierten Genen wurde eine signi�kante Zunahme
der Expression von Genen des Notch-Signalwegs (HES1, HEY1 und JAG2 ) und des
WNT -Inhibitors SFRP1 in den alten Proben nachgewiesen. Ein Zusammenhang zwi-
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schen altersbedingter abnehmender Knochenbildung durch zunehmende Sclerosinspiegel
ist somit nicht wahrscheinlich, dagegen sind Gene des Notch Signalwegs oder der WNT -
Inhibitor SFRP1 neue mögliche assoziierte Gene[85].

2.4.5 DNA Methylierung im Knochen

Eine genomweite Analyse von DNA Methylierungsmustern im Knochen wurde bisher
noch nicht durchgeführt. Bei einzelnen für das Knochengewebe relevanten Genen konn-
ten jedoch Assoziationen zwischen Promotormethylierung und Expression nachgewiesen
werden. Dlx5 und Osterix werden spezi�sch im Knochen exprimiert und sind wichti-
ge Regulatoren der Di�erenzierung der Osteoblasten. Die knochenspezi�sche Expression
ist nicht vollständig geklärt. Bei einer Untersuchung der Promotormethylierung wur-
de eine Hypermethylierung des Promotors in nicht-osteogenen Zelllinien und ein nicht-
methylierter Promotor in osteogenen Zelllinien gefunden. Durch Demethylierung von
C2C12 Zellen konnte ausserdem künstlich eine Expression von Dlx5 und Osterix herbei-
geführt werden[58]. Vaes et al.[99] zeigten bei C2C12 Mauszellen ebenfalls eine Expression
von für Osteoblasten spezi�schen Genen wie ALP, Osterix und Osteocalcin nach Reduk-
tion der Methylierung durch Inhibition von DNA-Methyltransferasen und Inhibition der
DNA Methylierung mit 5-Aza-Deoxycitidin. Auch Kang et al.[99] konnten eine Kor-
relation zwischen Promotormethylierung und Expression der knochenspezi�schen Gene
Osteocalcin und RUNX2 nachweisen.

2.4.6 Demethylierung mit 5-Azacitidin

Zur Validierung von gewonnen Methylierungsdaten wird gerne eine Demethylierung von
Zellen in der Zellkultur durchgeführt[58; 99]. Hierbei wird die Expression ausgewählter
Gene vor und nach Demethylierung untersucht. 5-Azacitidin ist ein Analogon für die Base
Cytosin. Bei Aufnahme von 5-Azacitidin in die Zelle wird DNA Methylierung vermindert.
Zugrunde liegt vermutlich eine Hemmung der DNMT s, die durch Bindung mit dem
�falschen� Substrat inaktiviert werden, und zudem ist nach Einbau von 5-Azacitidin in
die DNA eine Methylierung aufgrund dessen chemischer Struktur nicht mehr möglich.
Der Wirkmechanismus ist jedoch noch nicht vollständig geklärt. Schaefer et al. stellten
eine Inhibition von DNMT2, der RNA-spezi�schen DNMT, durch 5-Azacitidin fest, die
möglicherweise auch an der Wirkung der Substanz beteiligt ist[87].

2.5 Di�erentielle Methylierung

Di�erentielle Methylierung beschreibt Methylierungsunterschiede zwischen unterschied-
lichen Geweben, unterschiedlichem Alter oder zwischen gesundem und krankem Gewebe.
Die Regionen, in denen unterschiedliche Methylierungsmuster gefunden werden, werden
allgemein �di�erentiell methylierte Regionen�(DMRs) genannt.
Maegawa et al. untersuchten di�erentielle DNA Methylierungsmuster in 3 Monate und

35 Monate alten C57BL/6-Mäusen in unterschiedlichen Geweben. Es wurden CpG Inseln
von autosomalen Genen in Dünndarmproben und weiteren Geweben untersucht und 12
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genomische Regionen mit di�erentieller Methylierung mit einem gröÿer als zweifachen
Methylierungsunterschiede in mehreren Geweben nachgewiesen. In der Lunge wiesen 3
von 11 der genomischen Regionen ähnliche Methylierungsänderungen auf, in der Leber 7
von 11 und in der Milz 6 von 11. Die untersuchten Regionen weisen alters- und gewebss-
pezi�sche Methylierungsmuster auf[69].

2.6 Analyse von DNA Methylierung

Als 1948 erstmalig die anormale Base �Epicytosin� entdeckt wurde, gab es wenige Me-
thoden diese genauer zu analysieren. Heute jedoch gibt es mehrere Möglichkeiten 5-
Methylcytosin nachzuweisen. Mit �High-performance Capillar Electrophoresis� (HPCE)
oder �High-performance Liquid Chromatography� (HPLC) kann man einfach und schnell
das gesamtgenomische Vorkommen von 5-Methylcytosin im Verhältnis zu Cytosin be-
stimmen.
Einen sehr groÿen Schritt zur Analyse von Methylcytosin stellte die Verwendung des

Natrium-Salzes Natriumhydrogensul�t, auch Natriumbisul�t genannt, dar. Natriumbisul-
�t hat die chemische Formel NaHSO3 und katalysiert die hydrolytische Desaminierung
von Cytosin zu Uracil. 5-Methylcytosin dagegen reagiert nicht mit Natriumbisul�t. Am-
pli�ziert man die durch Bisul�t veränderte DNA nun in einer Polymerasekettenreaktion
(PCR) wird das in Uracil umgewandelte Cytosin aufgrund seiner ähnlichen Struktur
von der Polymerase als Thymin angesehen und entsprechend vervielfacht. Das unver-
änderte 5-Methylcytosin dagegen wird als Cytosin vervielfacht. Sequenziert man diese
DNA-Fragmente, kann man die resultierenden Sequenzen mit den Orginalsequenzen ab-
gleichen und erhält ein C/T-Mismatch für Cytosin und ein C/C-Match Ergebnis für
5-Methylcytosin. Mit der Bisul�t-Sequenzierung kann man einzelne Methylcytosine in
ausgewählten Regionen untersuchen. Eine graphische Darstellung dieser Methode zeigt
Abbildung 2.3.
Auÿerdem kann mit Bisul�t-konvertierter DNA auch eine methylierungsspezi�sche

PCR (MS-PCR) durchgeführt werden. Für diese Methode werden Primerpaare erstellt,
die möglichst viele Cs beinhalten. Nun geht man einmal davon aus, dass das Fragment
keine Methylcytosine enthält und somit alle Cs in Ts umgewandelt werden und stellt ein
Primerpaar passend für diesen Fall her. Es wird nun zusätzlich ein weiteres Primerpaar
für den Fall, dass nur Methylcytosine vorhanden sind und somit nach Bisul�t Konversi-
on alle Cs bestehen bleiben, erstellt. Man führt nun mit beiden Primerpaaren und der
Bisul�t-konvertierten DNA eine PCR durch. Nun wird analysiert bei welcher der bei-
den Reaktionen ein Annealing der Primer möglich war und ein Produkt zustande kam.
Diese Methode ermöglicht somit auch eine Untersuchung des Methylierungsgrades der
Probe[26].
Die sog. Methylight-PCR basiert ebenfalls auf der Konversion von DNA mit Natrium-

bisul�t. Es werden Primerpaare die einen DNA-Abschnitt abdecken sowie �uoreszenz-
markierte Sonden, die an diesen Abschnitt binden, wenn er jeweils methyliert oder un-
methyliert ist, erstellt. Hier erfolgt eine Auswertung mit einer quantitativen PCR[26; 24].
Vor einigen Jahren gab es tiefgreifende Neuerungen auf dem Gebiet der Sequenzie-
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rung. Dank technischer Fortschritte wurde die Analyse sehr groÿer Mengen an DNA-
Sequenzen innerhalb kurzer Zeit möglich. Einer der ersten Schritte war die Entwicklung
von Microarrays. Microarrays zur Analyse von DNA Methylierung sind Chips, auf denen
z.B. bekannte Bisul�t-konvertierte Oligonukleotide in einem bestimmten Raster auf eine
Ober�äche aufgebracht werden. Die zu untersuchenden DNA-Fragmente, die ebenfalls
Bisul�t-konvertiert sind, werden auf den Chip aufgebracht. Erfolgt eine Hybridisierung
kann die DNA anhand des vorbekannten Rasters zugeordnet werden[89].
Ein groÿer Entwicklungssprung folgte mit dem sog. �Next Generation Sequencing�

(NGS). Mit den neuen, hochentwickelten Geräten zur parallelen Sequenzierung von Mil-
lionen von DNA Abschnitten (�High-throughput�-Sequenzierung) wurde die Sequnzierung
des gesamten Genoms von Säugetieren innerhalb von wenigen Tagen durchführbar. Dies
erö�nete ebenfalls neue Möglichkeiten zum Nachweis von DNA Methylierung. Folgende
Methoden zur Analyse von DNA Methylierung werden bereits angewendet:

� Bisul�t Sequenzierung: Bisul�te Seq
� �Reduced Representation Bisul�te Sequencing�: RRBS
� Methyl-DNA Immunoprezipitation: MeDIP Seq (MeDIP Chip)
� �Methyl-Binding Domain� Protein: MBD Seq (MBD Chip)

Die Bisul�t Sequenzierung ist heutzutage der Goldstandard der Analyse von DNA
Methylierung. Sie basiert auf einer Bisul�t-Konversion und anschlieÿender Sequenzierung
des gesamten Genoms. Das �Reduced Representation Bisul�te Sequencing� wird nach
demselben Prinzip durchgeführt; allerdings wird hierbei nur ein bestimmter, reduzierter
Prozentsatz des Gesamtgenoms analysiert. Diese Methode wurde besonders durch A.
Meissner geprägt. Sie ermöglicht eine Methylierungsanalyse der einzelnen Base und ist
genomweit einsetzbar[43; 74; 75].
Methyl-DNA-Immunopräzipitation beschreibt die Fällung von 5-Methylcytosinen mit

Antikörpern. Nach Fragmentierung der DNA, können die Antikörper-markierten Frag-
mente mittels Microarray (MeDIP Chip) oder NGS (MeDIP Seq) analysiert werden[26].
Bei der MBD-Chip- und Seq-Methode werden methylierte CpG-Dinukleotide mit MeCP2-

ähnlichen Methyl-Bindedomänen-Proteinen gebunden und ebenfalls mittels Microarray
oder NGS analysiert.
Diese Verfahren erö�nen eine Vielzahl neuer Möglichkeiten und weisen unterschiedli-

che Charakteristika auf. Der Goldstandard, die Bisul�t Sequenzierung, ist mit hohen
Kosten verbunden und liefert hierfür einen maximalen Durchsatz. Beim MeDIP-Seq
und MBD-Seq wird vergleichsweise nur ein geringerer Durchsatz analysiert, wobei bei
MeDIP-Seq spezi�scher 5-Methylcytosin und beim MBD-Seq spezi�scher methylierte
CpG-Dinukleotide untersucht werden. Die unterschiedlichen Ansätze unterscheiden sich
insgesamt in Kosten, Zeitaufwand und Durchsatz. Ausserdem bringen sie die Herausfor-
derung mit sich sehr umfangreiche Datenmengen zu �ltern und auszuwerten[61].
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2.7 �Reduced Representation Bisul�te Sequencing� mit
Msp1

2009 beschrieben Smith et al. die Methode des �Reduced Representation Bisul�te Se-
quencing� (RRBS) mit Msp1 zum Nachweis genomweiter DNA Methylierungsmuster in
CpG-reichen Sequenzen mit einem Illumina Genome Analyzer. RRBS ist eine Form der
High-throughput Bisul�t Sequenzierung, bei der nicht das Gesamtgenom, sondern nur
ausgewählte Regionen des Genoms sequenziert werden. Das Protokoll zur Sequenzierung
besteht insgesamt aus 11 Schritten. Die Analyse der Methylcytosine erfolgt nach dem
Prinzip der Bisul�t-Umwandlung bzw. der Bisul�t Sequenzierung. Eine Graphik mit ei-
ner Übersicht ist in Abbildung 2.3 zu sehen.
Beim RRBS wird nach der Präparation der Proben und Isolierung der DNA ein En-

zymverdau mitMsp1 durchgeführt.Msp1 ist ein Enzym, das die palindromische Sequenz
C'CGG schneidet. Der Enzymverdau ermöglicht die Anreicherung von CpG-reichen Frag-
menten. Theoretisch kann man bei einer Analyse der 333 104 Fragmente mit einer Länge
von 40 bis 220 Basenpaaren des Mausgenoms bei einer Leselänge von 100 Basenpaaren
insgesamt 1 506 712 CpG-Dinukleotide abdecken. Dies sind 7% aller CpGs, jedoch werden
hierbei 13 883 CpG Inseln und damit 87% aller CpG Inseln erfasst. Nach Msp1 -Verdau
wird die Anreicherung von CpG Inseln technisch durch eine Gröÿenselektion (�Size Selec-
tion�) durchgeführt. Bei der �Size Selection� führt man eine Gelelektrophorese mit einem
Agarosegel durch, auf das ein Marker und die Proben aufgetragen werden. Anschlieÿend
wird der Marker mit Hilfe von Ethidiumbromid sichtbar gemacht und parallel zu den
Banden des Markers die Fragmente der gewünschten Länge aus dem Agarosegel ausge-
schnitten und anschlieÿend aus dem Gel extrahiert und aufgereinigt. Ausserdem erfolgt
eine Reparatur der Fragmentenden und einer anschlieÿenden Ligation von Adaptern, die
für die Sequenzierung mit dem Illumina GA benötigt werden. Diese kann vor oder nach
der Gröÿenselektion im Protokoll angesiedelt werden. Nun erfolgt die Konversion der
nicht-methylierten Cytosine zu Uracil mit Natriumbisul�t. Nach der Bisul�t-Konversion
erfolgt die Amp�i�kation der Fragmente mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) mit ei-
ner Polymerase, die Uracil analog zu Thymin vervielfacht. Ein Aliquot wird nun auf ein
Agarosegel aufgetragen, mittels Elektrophorese getrennt und mit Ethidiumbromid sicht-
bar gemacht. In diesem Schritt wird die Qualität der Probe überprüft. Ist die Qualität
zufriedenstellend folgt die Sequenzierung. Die Auswertung der DNAMethylierungsmuster
erfolgt durch das Mapping, dem Zuordnen des Fragments zum korrespondierenden Ab-
schnitt des Referenzgenoms, und dem Abgleich zwischen Cytosinbasen im Referenzgenom
mit den erhaltenen methylierten oder durch Bisul�t umgewandelten nicht-methylierten
Cytosinbasen[91].
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Abbildung 2.3:
Prinzip des RRBS

Die Abbildung ist der Publikation von Smith et al. entnommen. Sie zeigt eine Übersicht
mit den Schlüsselschritten des RRBS (A), das Prinzip der Bisul�t-Sequenzierung (B)
und die Abdeckung der einzelnen Regionen, die mit der Methode RRBS mit Msp1

erzielt wird (C) [91]
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3 Zielstellung

DNA Methylierung ist eine epigenetische Veränderung, deren groÿe biologische Relevanz
vor allem durch den direkten Ein�uss auf die Genexpression bereits gut bekannt ist.
Mehrere Gewebe wurden bereits genomweit auf DNAMethylierung untersucht[110]. Beim
Knochen jedoch hat bisher nur die Analyse einzelner Promotorregionen stattgefunden.
Es wird heutzutage angenommen, dass Methylierungsmuster gewebespezi�sch sind und

eine Rolle bei der Di�erenzierung der Zellen spielen. Ebenso ist eine Veränderung der
Methylierungsmuster im Verlauf von Entwicklung und Alterung bekannt.
Das Ziel dieser Dissertation ist die Annäherung an oder die Beantwortung folgender

Fragestellungen:

� DNA Methylierung hat über die Modulation der Genexpression einen bedeutenden
Ein�uss auf Entwicklung, Alterung und Sto�wechselvorgänge. Für einige Gewebe
wurden bereits mit NGS genomweite DNA Methylierungsmuster, sogen. Methylo-
me, erstellt. Wir wollen hiermit das erste Methylom für das Gewebe Knochen der
Maus erstellen[31].

� Es gibt zwei unterschiedliche Arten von Knochengewebe, den Lamellen- und Ge-
�echtknochen. Eine Untersuchung der beiden unterschiedlichen Knochengewebe
verspricht eine bessere Einschätzung der Bedeutung von DNA Methylierungsmus-
tern in Entstehung bzw. Di�erenzierung zu diesen Knochenarten geben. Möglicher-
weise lassen sich Assoziationen zwischen bestimmten Methylierungsmustern oder
der Hypo- und Hypermethylierung einzelner Promotorregionen und jeweiliger Ge-
webeart �nden.

� Im Verlauf von Entwicklung und Alterung verändert sich das Knochengewebe.
Mit der Alterung tritt eine verminderte Knochenbildung auf. In mehreren klini-
schen Studien wurde eine Zunahme der Konzentration des zirkulierenden Proteins
Sclerostin, das mit einer Verminderung der Knochenbildung assoziiert ist, unter-
sucht. Das Osteoporosemedikament Teriparatide bewirkt eine Verminderung der
Sclerostinexpression[11]. Ebenso bestehen weitere Assoziationen zwischen der Al-
terung und Veränderung von weiteren Schlüsselsignalwegen[85]. Unser Interesse
gilt hierbei mögliche Regulationsmechanismen dieser Signalwege durch DNA Me-
thylierung in der Knochenalterung sowie auch in der Bildung der unterschiedlichen
Knochenarten zu untersuchen.

� Ein klinisch bedeutsamer Aspekt ist die Erforschung von möglichen Ansatzpunk-
ten, welche die Knochenenbildung aktivieren oder verstärken. Die medikamentöse
Verbesserung der Knochenbildung ist hochrelevant für eine Beschleunigung der Hei-
lung nach unfallchirurgischen bzw. orthopädischen Operationen, Frakurheilung und
zur Steigerung der Knochendichte bei Osteoporose.
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Die Untersuchung der DNA-Promotormethylierung soll nun erstmals genomweit erfol-
gen. In einem zeitlich klar begrenzten Rahmen ist dies ausschlieÿlich mit der Verwendung
von NGS durchführbar. Wir wollen diesen neuen, sich in groÿer Geschwindigkeit weiter-
entwickelnden Fachbereich nutzen, um di�erentielle Methylierung im Knochen innerhalb
dieses Projekts genomweit zu analysieren. Wir wählen das �Reduced Representation Bi-
sul�te Sequencing�-Protokoll mit Msp1 aus. Dieses Protokoll nutzt NGS und bietet einen
sehr hohen Durchsatz, reduziert jedoch die Menge an DNA-Fragmenten, die sequenziert
werden, und bedeutet somit bei Fokussierung auf relevante Promotorregionen eine im-
mense Einsparung von Kosten bei den 2010 noch sehr teuren NGS-Methoden. Ein Nach-
teil von RRBS ist der hohe DNA-Verlust bei der Gröÿenselektion und Aufreinigung aus
dem Agarosegel. Um das Protokoll auch für Gewebe wie Mausknochen, bei dem die
Gewinnung von groÿen Mengen an DNA erschwert ist, nutzbar zu machen, wird eine
Optimierung des Protokolls durchgeführt.
Wir untersuchen, ob die Methode RRBS zur Identi�kation di�erentieller Methylierung

für unsere und ähnliche Fragestellungen gut geeignet ist.
Nach Identi�zierung von Genregionen, die di�erentielle Methylierung aufweisen, soll

eine Validierung erfolgen. Wir planen hierfür den Einsatz von �Ultradeep Bisul�te Sequen-
cing�, einer Methode die ebenfalls zum NGS zählt und mittels spezi�schen Sequenzier-
primern die gewünschte DNA-Region tief analysiert. Da diese sehr valide Bestätigung
der identi�zierten di�erentiell methylierten Regionen (DMRs) nicht erfolgreich durch-
führbar ist, wird alternativ ein vergleichender Msp1 -Hpa2 -Verdau und eine technische
Validierung der DMRs durch Demethylierung von Osteoblasten-DNA durchgeführt. Die
Osteoblasten werden mit stufenweise zunehmenden Konzentrationen 5-Azacitidin behan-
delt und anschlieÿend die abnehmende DNA Methylierung durch einen methylierungs-
spezi�schen Enzymverdau nachgewiesen sowie die korrelierende Veränderung der Expres-
sion der Gene analysiert.
Im weiteren wird die biologische Relevanz der Methylierungsunterschiede in unter-

schiedlichem sowie zeitlich unterschiedlich entwickeltem Gewebe weiter untersucht. Bishe-
rige Publikationen, die DNA-Promotormethylierung im Knochen untersuchten, konnten
bei einigen Genen eine Auswirkung von Veränderungen der DNA Methylierung auf die
Expression zeigen, bei anderen Genen dagegen blieb die Expression unverändert[99; 58].
Aus diesem Grund wird eine Korrelation zwischen DNA Methylierung und Expression
der DMR-zugehörigen Gene mittels RT-PCR geprüft.
Der letzte Abschnitt des Projekts soll die Auswirkung der neu identi�zierten Regionen

mit di�erentieller Methylierung auf den Knochensto�wechsel und die Knochenminerali-
sierung besser beleuchten. Wir führen eine Behandlung osteogener Zellinien sowie pCOBs
mit dem demethylierenden Agens 5-Azacitidin im Zellkulturlabor durch. Wir untersuchen
abschlieÿend die Auswirkung der Demethylierung der Osteoblasten nach unterschiedli-
cher Ausdi�erenzierung auf die Expression (mittels RT-PCR) und das Mineralisierungs-
verhalten der Zellen (mittels Alizarin Rot-Färbung).
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4 Material und Methoden

4.1 Material

Alle verwendeten Chemikalien besaÿen den Reinheitsgrad pro analysi.

4.1.1 Proben/ Gewebe

� primäre Osteoblastenzellen (pCOBs) aus C57BL/6-Mäusen
� Calvariae von C57BL/6-Mäusen im Alter von 1-4 Tagen
� Femora von C57BL/6-Mäusen im Alter von 10 Tagen
� Calvariae von C57BL/6-Mäusen im Alter von 10 Tagen
� Femora von C57BL/6-Mäusen im Alter von 13 Wochen
� Calvariae von C57BL/6-Mäusen im Alter von 13 Wochen
� MC3T3-E1 subclone4 Zellen
� HEK Zellen

Die Tötung der C57BL/6-Mäuse erfolgte nach dem Beschluss T 0438/08 des Landes-
amtes für Gesundheit und Soziales Berlin vom 08.01.2009.

4.1.2 Chemikalien, Pu�er und andere Reagenzien

Chemikalien

� Agarose SERVA for DNA electrophoresis -SERVA Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg

� Ethanol
� Isopropanol
� Wasser �Baker HPLC analyzed� -J.T.Baker Chemical Company, Phillipsburg, New
Jersey

Pu�er

� Ladepu�er für Agarosegel (blau/orange; 6x) -Promega, Madison, Wisconsin
� Fast Digest-Enzympu�er -Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
� NEBNext End Repair Reaction Bu�er -New England BioLabs GmbH, Frankfurt
am Main

� NEBNext dA-Tailing Reaction Bu�er -New England BioLabs GmbH, Frankfurt am
Main

� Ligation Bu�er -New England BioLabs GmbH, Frankfurt am Main
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� ZymoTaq-Polymerase Reaction Bu�er -Zymo Research Europe GmbH, Freiburg im
Breisgau

� Elution Bu�er -Qiagen, Hilden und Stratec Molecular GmbH, Berlin (vormals In-
vitek)

� TAE Pu�er

Andere Reagenzien

� Ethidiumbromid
� Magnesiumchlorid
� HCl

4.1.3 Enzyme

� textitMsp1 Fast Digest -Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
� NEBNext End Repair Enzyme Mix -New England BioLabs GmbH, Frankfurt am
Main

� Klenow Fragment (3'−→5'exo-) -New England BioLabs GmbH, Frankfurt am Main
� T4-DNA-Ligase -New England BioLabs GmbH, Frankfurt am Main
� ZymoTaq-Polymerase -Zymo Research Europe GmbH, Freiburg im Breisgau

4.1.4 Oligonukleotide

Primer

� PE(paired end)-Primer forward -Euro�ns MWG Synthesis GmbH, Ebersberg
� PE(paired end)-Primer reverse -Euro�ns MWG Synthesis GmbH, Ebersberg
� mit Primer3 hergestellte Primer -Euro�ns MWG Synthesis GmbH, Ebersberg
� Primer für die RT-PCR -Euro�ns MWG Synthesis GmbH, Ebersberg

Adapter

� Early Access Methylation Adapter Oligo -Illumina, San Diego, Kalifornien
� DNA Marker
� 50 bp DNA Ladder -Jena Bioscience, Jena

Mononukleotide

� dNTP-Mix
� 5-Azacitidin

4.1.5 Kits

� GeneMATRIX Universal DNA/RNA/Protein puri�cation Kit -Roboklon GmbH,
Berlin

� MSBVario Cleanup Kit -Stratec Molecular GmbH, Berlin (vormals Invitek)
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� NEBNext DNA Sample Prep Master Mix Set 1 -New England BioLabs GmbH,
Frankfurt am Main

� Invisorb Spin DNA Extraction Kit -Stratec Molecular GmbH, Berlin (vormals In-
vitek)

� EpiTect Bisul�te Kit -Qiagen, Hilden
� Universal Methylated Mouse DNA Standard & Control Primers -Zymo Research
Europe GmbH, Freiburg im Breisgau

� DNA Methylation Gold Kit -Zymo Research Europe GmbH, Freiburg im Breisgau

4.1.6 Verbrauchsmaterialien

� 50 µl- und 1,5 ml-Plastikgefäÿe von Eppendorf AG, Hamburg
� 10 ml- und 50 ml-Plastikröhrchen
� Eis
� Trockeneis
� Kultur�aschen
� Röhrchen
� Gefäÿe
� Pipettenspitzen

4.1.7 Geräte

� PCR-Geräte (Thermocycler)
� Wasserbad in Kühlraum
� Applied Biosystems (ABI) Sequenzierer
� Illumina GAIIx
� RT-PCR-Gerät ABI 7900
� Gelkammer für Agarosegele
� Vakuumtrockner
� Zentrifugen
� Heizblock
� Pipetten
� Schüttler
� UV�Transluminator
� Vortex�Gerät
� Stromversorgungsgeräte

4.1.8 Datenbanken und Software

� Primer 3
� Methprimer
� Novoalign
� Ensembl Genome Browser
� National Center for Biotechnology Information (NCBI)
� UCSC Genome Browser
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4.1.9 Zellkultur

Allgemein

� 6-, 12-, 24- und 96-Loch-Mikrotiterplatten
� Trizol
� Trypsin
� PBS
� P/S: Penicillin und Streptomycin
� Sodiumpyruvat 100 mM -Biochrom GmbH, Berlin
� Ultraglutamine 1 200 mM in 0,85 % NaCl -Lonza Group, Basel
� FBS -Gibco, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien
� Vollmedium Osteoblasten: alpha-MEM mit 10% FBS, 1% P/S, 1% Ultraglutamine
1, 1% Pyruvat)

� Stimulationsmedium für Osteoblasten: Vollmedium Osteoblasten plus Vitamin C
und β-Glycerolphosphat[30]

Essays

� 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
� HCl
� Alizarin Rot
� ALP1-Pu�er

Verbrauchsmaterialien

� 50 µl- und 1,5 ml-Plastikgefäÿe von Eppendorf AG, Hamburg
� 10 ml- und 50 ml-Plastikröhrchen
� Pipetten
� Eis
� Trockeneis
� Schüttler

Geräte

� Plattenlesegerät (Mithras LB 940 Multimode Reader) - Berthold Technologies, Bad
Wildbad

� Brutschrank bei 37 �
� Schüttler

4.2 Methoden

4.2.1 Präparation genomischer DNA aus C57BL/6-Mäusen

Aus fünf 10 Tage und fünf 13 Wochen alten C57BL/6-Mäusen werden Calvariae und
Femora präpariert und in 5 ml PBS Dulbeco aufgenommen. Zur vollständigen Ent-
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fernung von anhaftenden Bindegewebsresten wie Muskelgewebe wird anschlieÿend ein
Collagenase-Verdau (5U/ml) über 30 Minuten bei 37 � im Schüttler durchgeführt. Da-
nach werden die Proben in Flüssigsticksto� schockgefroren und mittels Stösel pulveri-
siert. Genomische DNA wird über Säulenreinigung mithilfe des EURx-Kit (Roboklon)
gewonnen.
Die DNA Konzentration wird mit dem Photometer gemessen und anhand der Ergeb-

nisse ein Pool mit 4 µg DNA mit gleichen Anteilen jeder Probe gebildet. Man erhält
somit zwei Pools aus DNA von fünf neonatalen und fünf adulten Calvariae sowie zwei
weitere von fünf neonatalen und fünf adulten Femora.

4.2.2 �Reduced Representation Bisul�te Sequencing�

Bei der RRBS mit Msp1 wird genomische DNA enzymatisch verdaut und durch Gröÿen-
selektion eine Anreicherung von Promotorregionen erzielt. Die einzelnen Schritte werden
im folgenden ausführlicher beschrieben.

Enzymverdau mit Msp1

In einem ersten Schritt werden die Proben mit der Endonuklease Msp1 bei 37 � über 4
Stunden verdaut.

Reaktionsansatz:
� 4 µg DNA ( = x µl DNA)
� 6 µl Msp1 Fast Digest (von fermentas)
� 8 µl durchsichtigen Fast Digest-Pu�er
� 66 -x µl HPLC-H2O

Reparatur der Enden

Daraufhin folgt ein �End repair�-Schritt, durch den die Enden der doppelstränigen DNA-
Fragmente aufgefüllt und phosphoryliert werden. Anschlieÿend werden Adenosin-Nukleotide
(polyA) angehängt, um die Ligation mit den Adaptern, die mit Thymin enden, zu er-
möglichen.
Wir verwenden hierzu das EndRepair EnzymMix mit Pu�er, eine Klenow-Polymerase(3'−→ 5' exo)

und dATailing-Pu�er von NEB und verfahren nach dem Protokoll des Herstellers.

Adapter Ligation

Wir verwenden die Early Access Methylation Adapter Oligos (Illumina), die gut für Me-
thylierungsanalysen mit Bisul�d geeignet sind, da die Cytosine der Adaptoren methyliert
sind und somit nicht desaminiert werden können. Ligiert wird mit dem Enzym T4 DNA
Ligase über Nacht bei 16 � im Wasserbad.
Reaktionsansatz:
� 20 µl DNA
� 3 µl T4 DNA Ligase (NEB)
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� 6 µl Ligation Bu�er (5x)
� 2 µl Early Access Methylation Adapter Oligos (1:1-Verdünnung)

Selektion der DNA Fragmente nach Länge

Zur Selektion der gewünschten DNA-Fragmente werden die Proben auf ein 2,5%iges
TAE-Gel aufgetragen und über 50 Minuten eine Spannung von 100 Volt angelegt. Die
erste Spur, auf welche der 50bp-Marker aufgetragen wird, wird mit Ethidiumbromid
gefärbt. Die Proben werden nicht angefärbt, um eine Verunreinigung durch Farbsto�e
und Veränderung durch Bestrahlung mit UV-Licht zu vermeiden. Anschlieÿend wird die
erste Spur mit einem Skalpel abgetrennt und unter UV-Licht die Banden für 150, 250
und 350 Basenpaare mit einer Pipettenspitze markiert. Die Spur wird darauf wieder an
das Gel gelegt und parallel zu den Markierungen 150 bis 250 und 250 bis 350 Basenpaare
ausgeschnitten. Die Proben werden mithilfe des DNA Extraction Kits (Invitek) über ein
Säulensystem gereingt und mit 22 µl Elution Bu�er eluiert.

Analytische Polymerase Ketten Reaktion

Um zu überprüfen, ob der Msp1 -Verdau und die Selektion der Fragmentlängen erfolg-
reich war und die Qualität der DNA gut genug für die weiteren Analysen ist, wird eine
Polymerase Ketten Reaktion mit dem nachfolgenden Reaktionsansatz durchgeführt. Ver-
wendet werden paired end (PE)-Primer mit Sequenzen analog der Adaptersequenzen und
die ZymoTaq-Polymerase.

Reaktionsansatz:
� 2 µl Aliquot der jeweiligen Probe
� 0,4 µl ZymoTaq-Polymerase
� 10 µl Pu�er (2x)
� 2 µl PE-Primer-Mix (MWG)
� 0,5 µl dNTP-Mix
� 5,1 µl HPLC-Wasser
Das Thermocycler Programm besteht aus 6 Schritten:

1. 95 �: 10 Min.
2. 95 �: 30 Sek.
3. 68 �: 40 Sek.
4. 72 �: 60 Sek.
5. Schritte 2.-4. 34mal wiederholen
6. 72 �: 7 Min.

Die Produkte werden auf ein 2,5%iges TAE-Gel, das mit Ethidiumbromid gefärbt ist,
aufgetragen und mit einem Transluminator (mit UV-Licht) sichtbar gemacht.
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Bisul�t Konversion

Eine Möglichkeit 5-Methylcytosin nachzuweisen ist eine Behandlung der DNA mit Na-
triumbisul�d. Natriumbisul�d desaminiert Cytosin zu Uracil und hat keine verändernde
Wirkung auf Methylcytosin. Die Bisul�t Konversion wird mit dem EpiTect-Kit von Qia-
gen durchgeführt, das eine Umwandlungssicherheit von ca. 99% aufweist. Die Proben
werden mit einem Bisul�t Mix (Quiagen) gemischt und anschlieÿend beim Durchlaufen
vom folgendem Thermocyclerprogramm umgewandelt. Dieses Thermocyclerprogramm
ist eine von Smith et al.[91] beschriebene Optimierung des vom Hersteller vorgegebenen
Protokolls, das eine ca. 99,8%ige Umwandlungssicherheit aufweist:

1. 99 �: 5 Min.
2. 60 �: 25 Min.
3. 99 �: 5 Min.
4. 60 �: 85 Min.
5. 99 �: 5 Min.
6. 60 �: 175 Min.
7. 95 �: 5 Min.
8. 60 �: 90 Min.
9. Schritt 7.-8. 6mal wiederholen
10. 20 �: unendlich

Hierbei wird die Probe denaturiert und liegt nun als Einzelstrang-DNA vor. Die Proben
werden anschlieÿend mit 2x 20µl eluiert.

Ampli�kation

Im folgenden Schritt werden die Proben mittels PCR ampli�ziert. Wir verwenden hierbei
die ZymoTaq-Polymerase, die Uracil-insensitiv ist und Uracil aufgrund der ähnlichen
Struktur wie Thymin behandelt. Reaktionsansatz:

� 2 µl Aliquot der jeweiligen Probe
� 0,4 µl ZymoTaq-Polymerase
� 10 µl Pu�er (2x)
� 2 µl PE-Primer-Mix
� 0,5 µl dNTP-Mix
� 5,1 µl HPLC-Wasser
Das Thermocycler Programm besteht aus 6 Schritten:

1. 95 Grad C: 10 Min.
2. 95 Grad C: 30 Sek.
3. 68 Grad C: 40 Sek.
4. 72 Grad C: 60 Sek.
5. Schritte 2.-4. 34mal wiederholen
6. 72 Grad C: 7 Min.
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Sequenzierung der Bisul�t-Proben

Die neonatalen Calvariae Proben mit Fragmenten der Länge 150 -250 und 250 -350 Basen-
paaren sowie die Proben der adulten Calvariae mit den entsprechenden Fragmentlängen
werden gepoolt. Darauf erfolgt eine Verdünnung und anschlieÿend wird die Sequenzie-
rung mit Illumina GAIIx durchgeführt. Diese Methode basiert auf einer Vervielfältigung
der DNA durch �Bridgeampli�cation�.

4.2.3 Validierung der Umwandlungssicherheit mit Bisul�t

Die Umwandlungssicherheit des von uns verwendeten Bisul�t Kits sowie dem angewand-
ten elongierten Protokoll im Thermocycler wurde mit dem �Universal Methylated Mouse
DNA Standard & Control Primers� Kit von Zymoreasearch überprüft. Das Prinzip des
Kits ist die Bisul�t Behandlung der Maus Standard DNA, bei der alle CpGs methyliert
sind. Nach der Behandlung mit Bisul�t wird eine PCR mit den ebenfalls im Kit enthalte-
nen Primern (mMLH1 Primer) durchgeführt und anschlieÿend das Produkt sequenziert.
Das Amplikon ist 304 Basenpaare lang. Die Umwandlungssicherheit der einzelnen Cy-
tosine kann nun durch den Vergleich mit dem schon vorbekannten Methylierungsgrad
vorgenommen werden. Wir verfahren bei Anwendung des Kits nach dem vorgegebenen
Protokoll des Herstellers.

4.2.4 Optimierung des Enzymverdaus mit Msp1

Der Enzymverdau mit Msp1 unter den Vorgaben des Herstellers war nur unvollstän-
dig möglich. Ein vollständiger Enzymverdau ist wesentlich für die Qualität der RRBS-
Methode. Aus diesem Grund wurde das Protokoll hierfür optimiert. Die DNA-Proben
wurden mit unterschiedlicher Menge an Enzym (1µl, 2µl, 4µl) und über unterschiedlich
lange Zeit (1h, 2h, 4h, 5h, 6h) im Heizblock bei 37 � inkubiert. Die Vollständigkeit
des Verdaus wird visuell über das Auftragen auf ein Agarosegel mit Ethidiumbromid,
die Auftrennung mittels Elektrophorese und Darstellung im Transluminator beurteilt.
Die DNA-Proben konnten mit einer Erhöhung der Enzymmenge auf 2 µl/ 1 µg DNA
und einer Verlängerung der Inkubationszeit des Enzymverdaus auf 4 Stunden bei 37 �
optimiert werden.

4.2.5 Auswertung der RRBS-Datensätze

Die bioinformatische Auswertung wurde mit der Software Novoalign und einem Script
der AG Robinson, Medizinische Genetik Charité Berlin durchgeführt.

4.3 Validierung der TDMs

4.3.1 Validierung der TDMs mit �Ultradeep Bisul�te� Sequenzierung

Eine Validierung der erhobenen Methylierungsdaten möchten wir mit Ultradeep Bisul�t
Sequenzierung einzelner ausgewählter Regionen durchführen. Hierzu werden Primer mit
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der online verfügbaren Software von MethPrimer [60] für ausgewählte Regionen herge-
stellt. Es wurde erneut DNA mit Bisultit umgewandelt und über Gradientenbestimmung
(PCR-Reaktionsansätze mit unterschiedlicher Annealingtemperaturen) versucht, die op-
timalen Bedingungen für die Sequenzierungsreaktion zu untersuchen. Im weiteren wur-
den verschiedene Polymerasen für diese Versuche verwendet sowie die Konzentration an
dNTPs und Pu�erzusammenstzung variiert.

Bisul�t-PCR

Zur geplanten Validierung der Ergebnisse mit Ultradeep Bisul�t Sequenzierung werden
die Primer im Thermocycler inkubiert.
Es wurden folgende Primerpaare verwendet:

� RUNX2 F: ATTATTGGGAATTGATAGGATGTTG
� RUNX2 R: AAACATTTCATCCCTCACTAAAAAC

� Col9a3 F: GTTTTAGTTTTGTTGTTGTTGGG
� Col9a3 R: TAAAAAAACTACCACAAATATCCTC

� Lmx1b F: GAAGAGTATAGTTAATAATGGGAGTT
� Lmx1b R: CTTAACAATTTTTAATCATTTTATCTCTAT

� Nr2f2 F: ATATGGAGGGGTATGGAGTATTG
� Nr2f2 R: AAAACCCCCTCAACTACCACT

� Nr4a2 F: GTTTGGTTAATTGAATATTTTTTTT
� Nr4a2 R: TCAACAACTTTCCAACTCTAAATC

� Sept9 F: TTAAAAGGGAATAGTTAGATTTTAG
� Sept9 R1: CATTATCTCTACCACACAAAAAAAA
� Sept9 R2: AACTACCTACTTAACCCACAATACC

� Speg F: GTTAATTAGGAGTAGAGTTATTTAGGAGTG
� Speg R: CCAAAATTTAAAACAAAACAAAATC

� Tsc22d3 F: ATTTAGTTTGGTTGTTTTTTTTATG
� Tsc22d3 R: CAAACTAACCCCTATATATACCCTTTC

� Ube2e1 F: TTTTTATTTTTGTTAGATTAGGGAT
� Ube2e1 R: CCAACACTTCCAAAACTACTC

� Zfp316 F: TTTTTATTTTTGTTAGATTAGGGAT
� Zfp316 R: CCAACACTTCCAAAACTACTC

� Ankrd6 F: GTGAGGTTATGAAGGGAATTGT
� Ankrd6 R: ATAAACACTAAATACTAAACACCCC
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� Pde9a F: GAGGTTTGAGGTTTGTATTTTTTTG
� Pde9a R: ACTAACCCTACCTTAACCAACCACT

� Evi5 F: AATTTTATTATTTTTGATTAATTGTTATTT
� Evi5 R: TCTTCTTCTAAAACCTTAACCTCTAC

� Scml4 F: TTAAAAGTTTTTTGTGGGTTGTAGT
� Scml4 R: AAAACCCCACCAACCTAACATA

� Col7a1 F: TTAGGGGGAGATAGGGAAGTTAG
� Col7a1 R: CTAAACACAAAACTCCATCACAAAC

Es werden DNA Proben aus HEK-Zellen gewonnen und anschlieÿend mit Bisul�t kon-
vertiert.
Es werden Master Mixe hergestellt und mit variierenden Parametern analog zum Pro-

tokoll, das in Kapitel 4.2.2 beschrieben wird, im Thermocycler inkubiert.
Um die Annealingtemperatur mit einer möglichst guten Reaktion zu untersuchen, wur-

den die Protokolle als Gradient durchgeführt d.h. mit mehreren identischen Probenan-
sätzen und unterschiedlichen Annealingtemperaturen wie beispielsweise 58,7 �, 59,6 �,
60,5 �, 61,4 �, 62,3 � und �63,3 bei den DAPK1 -Primerpaar, deren chemisch be-
dingte Annealingtemperatur bei 59 � liegt. Auch wurden Versuche mit einem sogen.
�touch down� durchgeführt, bei dem beispielsweise 8 Zyklen dem Protokoll vorgeschaltet
werden, bei denen die Annealingtemperatur des ersten Zyklus höher als der theoretisch
erwartete Wert eingestellt wird und mit jedem Zyklus z.B. um 0,5 � reduziert wird.
Diese Variation soll die Bildung eines ersten Produktes verstärkt anregen.
Ebenso wird die Zusammensetzung des Mastermix variiert und Versuche mit bereits

vorgefertigtem sowie mit selbst zusammengestelltem Pu�er für ein Mastermix mit 2mM
und 4mM MgCl2 Konzentration durchgeführt.
Auÿerdem werden zusätzlich unterschiedliche Polymerasen verwendet, ebenfalls mit

dem Ziel eine gute Polymerasekettenreaktion zu erzielen. Wir führen Versuche mit der
PfuTurbo C Hotstart Polymerase, Fusion Hotstart Polymerase, Ampli Taq Polymerase
und Ampli Taq Gold Polymerase durch.
Eine Verlängerung der Elongationszeit, die theoretisch für besonders lange Fragmente

notwendig wäre, auf bis zu 90 Sekunden, wurde ebenfalls zu einer möglichen Optimierung
getestet.
Da eine Vervielfachung der mit Bisul�t behandelten DNA und den mit MethPrimer

hergestellten Primern nicht erreicht werden konnte, entfallen die weiteren Schritte zum
�Ultradeep Bisul�te Sequencing�.

4.3.2 Alternative Validierung der TDMs mit Msp1 -Hpa2 -Verdau

Erneut werden Calvariae von jeweils 3 weiblichen C57/BL6-Mäuse im Alter von P0, P10
und P10Wochen analog zu den Vorversuchen präpariert. Die jeweils 3 Calvariae werden
mit Flüssigsticksto� schockgefroren, gepoolt, gepottert und anschlieÿend in 2 Eppendorf
Reaktionsgefäÿe aufgeteilt, um DNA und RNA analysieren zu können.
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Die DNA der Proben wurde extrahiert und anschlieÿend jeweils 2 Aliquots mit jeweils
300 ng DNA der unterschiedlich reifen Proben mit Msp1 und Hpa2 verdaut.
Beispielhaft für Probe P0:
30 µl-Reaktionsansatz für Msp1 :

� x Aliquot 1 der Probe P0 (entsprechend 300 ng DNA)
� 25-x µl H2O
� 2 µl Msp1 Fast Digest
� 3 µl 10x Fast Digest Bu�er

Es folgt die Inkubation über 2 h bei 37 Grad C im Heizblock.
30 µl-Reaktionsansatz für Hpa2 :

� x Aliquot 2 der Probe P0 (entsprechend 300 ng DNA)
� 25,5-x µl H2O
� 1,5 µl Hpa2 Fast Digest
� 3 µl 10x Fast Digest Bu�er

Es folgt die Inkubation über 1h bei 37 � im Heizblock.
Nach Inkubation werden 10 µl der Proben auf ein 0,8%iges Agarosegel mit Ethidium-

bromid aufgetragen, bei 120 Volt für 30 Minuten und im Transluminator die Banden-
muster dargestellt.

Optimierung des Msp1-Hpa2-Enzymverdaus

Zur Optimierung des Enzymverdaus wurden unterschiedliche DNA-Mengen analog in 30
µl Reaktionsansätzen verdaut und ein Vergleich der Banden unter denselben Bedingungen
mittels Gelelektrophorese vorgenommen. Der Verdau wurde mit je 200 ng, 500 ng und 1
µg DNA durchgeführt. Eine optimale Vergleichbarkeit wurde bei ca. 300 ng erreicht.

4.3.3 Expression der TDM zugehörigen Gene

Die RNA, der jeweils 3 weiblichen C57/BL6-Mäuse im Alter von P0, P10 und P10Wochen
wird mit Trizol nach dem Protokoll des Herstellers extrahiert, in cDNA umgeschrie-
ben und mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Folgende Primer werden hierfür mit
Primer3[98; 53] hergestellt:

� Arrb2 : LEFT PRIMER: AGACACCAACCTGGCTTCC, RIGHT PRIMER: AC-
CACCAGCTTCACCTTGAC (Produktgröÿe: 99)

� Axud1 : LEFT PRIMER: AGAAGCTGGAGATGCTGAGG, RIGHT PRIMER:
CCTCCTCTACAGAGGCGTCA (Produktgröÿe: 108)

� Ccnd2 : LEFT PRIMER: GGAGAAGCTGTCCCTGATCC, RIGHT PRIMER: TT-
CCAGTTGCAATCATCGAC (Produktgröÿe: 104)

� Efnb1 : LEFT PRIMER: AAATCCGCTTCACCATCAAG, RIGHT PRIMER: CT-
CCAGTCCCTCCAAGCTC (Produktgröÿe: 119)

� Fgfr2 : LEFT PRIMER: TCCGAGTATGAGTTGCCAGA, RIGHT PRIMER: GAC-
TACTTGCCCGAAGCAAC (Produktgröÿe: 99)
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� Ghrhr : LEFT PRIMER: CCTACACACACGGGCTCAGT, RIGHT PRIMER: GCACTGT-
CAGGCAGGAAGTT (Produktgröÿe: 105)

� Nov : LEFT PRIMER: CCAACAACCAGACTGGCATT, RIGHT PRIMER: TT-
CGGCTCAAACTTCTCTCC (Produktgröÿe: 94)

� Phex : LEFT PRIMER: TGCACTCCCATATGTTGTGG, RIGHT PRIMER: CT-
CCAGCATGTCAATGAAGG (Produktgröÿe: 118)

� Pitx2 : LEFT PRIMER: CGTGTGGACCAACCTTACG, RIGHT PRIMER: AAG-
CCATTCTTGCACAGCTC (Produktgröÿe: 111)

4.4 Zellkulturversuche

4.4.1 Behandlung mit 5-Azacitidin

Zur Untersuchung der Bedeutung von DNA Methylierung für Osteoblasten sowie einer
technischen Validierung einer Auswirkung von Veränderungen des DNA Methylierungs-
musters auf den Osteoblastensto�wechsel werden MC3T3-E1 subclone4(MC4)-Zellen, ei-
ner mineralisierenden Osteoblasten Zelllinie, und native Osteoblasten aus neonatalen
Calvariae von C57/BL6-Mäusen mit 5-Azacytidin, einem demethylierenden Agens, be-
handelt.

Behandlung von MC3T3-E1 subclone4 Zellen mit 5-Azacitidin

Ein Stock mit MC3T3-E1 subclone4 Zellen wurde in Osteoblasten-Vollmedium aufge-
nommen, über mehrere Passagen vermehrt und anschlieÿend in 24-Loch-Platten ausge-
sät. Die Platten werden bis zu einer Kon�uenz von 50% im Brutschrank inkubiert und
anschlieÿend mit unterschiedlichen Konzentrationen 5-Azacytidin über 24 h im Brut-
schrank behandelt. Danach werden die Zellen 2 mal mit PBS gespült, mit frischem Me-
dium benetzt und über 3 Tage weiter inkubiert. Um die Toxizität von 5-Azacitidin zu
untersuchen, wird die Vitalität und die noch vorhandene DNA-Menge der Zellen nach
Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen 5-Azacitidin gemessen. Der pH-Wert
des Mediums wurde durch die Zugabe von 5-Azacitidin nicht verändert. Dies wurde mit
pH-Wert-Teststreifen belegt.

Vitalität nach 5-Azacitidin Behandlung

Mit einemMTT-Essay wird die Vitalität der Zellen untersucht. MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid) wird von mitochondrialen Dehydrogenasen, die
Rückschlüsse auf die Vitalität und Zellzahl zulassen, zu Formazan umgesetzt. Forma-
zan kann mit Isopropanol mit 0,04 N HCl gelöst werden und im Plattenlesegerät bei
einer Lochenlänge von =570nm gemessen werden.
Wir verfahren nach folgendem Protokoll:

� Abziehen des Mediums
� Zugabe von 200 µl Lösung aus frischem Medium und MTT-Lösung (5mg/ml) im
Verhältnis 1:9
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� Inkubation bei 37 � für ca. 2 Stunden
� Abziehen des Mediums
� Zugabe von 100 µl Isopropanol mit 0,04 N HCl
� Lösung der Kristalle durch mehrmaliges Auf- und Abziehen mit einer Pipette
� Messung im Plattenlesegerät bei einer Wellenlänge von λ =570 nm gegen eine
Referenzwellenlänge von λ = 690 nm

Es werden die Auswirkungen der Konzentrationen von 0, 5, 10, 15, 20 und 40 µM
5-Azacitidin nach 4, 5, 7 und 8 Tagen auf die Vitalität der Zellen untersucht. Zusätzlich
werden MTT-Essays von Zellen, die mit 0, 1, 2, 3, 4 und 5 µM 5-Azacitidin inkubiert
wurden, nach 7 Tagen angefertigt.

DNA-Menge nach 5-Azacitidin Behandlung

Zur weiteren Untersuchung der Auswirkung von 5-Azacitidin auf die Zellzahl wird die
vorhande DNA-Menge von identischen 24-Loch-Platten mit MC4-Zellen mit einem �Pico
Green�-Essay bestimmt. Die Zielsetzung ist eine bessere Interpretation der MTT-Essays
zu ermöglichen, die nicht nur von der Vitalität sondern auch von der Zellzahl abhängig
ist.

� Abziehen des Mediums
� Zugabe von 35 µl ALP1 -Pu�er/Well
� Messung im Plattenlesegerät

4.4.2 Validierung mit 5-Azacitidin

Es werden weitere 12-Loch-Platten mit MC3T3-E1 subclone4 Zellen ausgesät und analog
inkubiert und mit unterschiedlichen Konzentrationen 5-Azacitidin behandelt. Es werden
jeweils 3 identische solcher Platten ausgesät, um die DNA Methylierung, Expression
und Mineralisierung der Zellen zu analysieren. Dieser Versuchsaufbau wird in Tripletts
angesetzt.

DNA Methylierung

Um die Veränderung der DNA Methylierung darzustellen wird die DNA der behandelten
Zellen extrahiert und anschlieÿend ein Hpa2 -Msp1 -Verdau durchgeführt.

Expression

Aus den Proben wird nun die RNA extrahiert. Die Untersuchung der Expression einzelner
Gene wird mittels qPCR durchgeführt.

4.4.3 Behandlung von nativen Osteoblastenzellen mit 5-Azacitidin

Es werden nun native Osteoblastenzellen aus neonatalen C57/BL6-Mauscalvariae (pCOBs)
gewonnen und direkt in 12-Well-Platten ausgesät. Die Platten werden ebenfalls bis zur
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einer 50%igen Kon�uenz im Brutschrank bei 37 � in Stimulationsmedium für Osteo-
blasten inkubiert und anschlieÿend mit 0,2, mit 0,4 und mit 0,8 µM 5-Azacytidin über
24 Stunden behandelt, das Medium gewechselt und über 3 Tage weiter inkubiert.
Der Versuchsaufbau zur Untersuchung der Auswirkung der Demethylierung durch 5-

Azacitidin auf die nativen Osteoblastenzellen erfolgt analog zum Versuchsaufbau zur
technischen Validierung mit 5-Azacitidin. Es werden Konzentrationen von 0, 0,2, 0,4 und
0,8 µM 5-Azacytidin verwendet und nach 7 Tagen analysiert. Ausserdem wurde ein Well
am Tag 0 untersucht.

4.4.4 Di�erenzierung von pCOBs

Die Di�erenzierung der pCOBs wird nach der Publikation von Grünhagen et al.[30] durch-
geführt. pCOBs werden auf 12-Wellplatten ausgesät und über 12 Tage in Alpha-Mem,
10% fetalem Kalbsserum, Penicillin/Streptomycin und Osteoblastenstimulationsmedium
bei 37� im Brutschrank inkubiert. Zur Durchführung von Expressionsanalysen folgt die
Isolierung der RNA.

4.4.5 Mineralisierung

Das Mineralisierungsverhalten der pCOBs wird mit einer Alizarin Rot Färbung unter-
sucht. Alizarin Rot ist ein Farbsto�, der Calcium rot färbt und als früher Marker der
Mineralisierung bekannt ist. Die Alizarin Rot Färbung kann visuell beurteilt und quan-
titativ mit einem Photometer gemessen werden. Die Zellen werden in den Wells der
Lochplatte belassen und nach folgendem Protokoll gefärbt:

� 2 mal spülen mit PBS
� für 15 Minuten �xieren mit 4% Paraformaldehyd bei Raumtemperatur
� 2 mal mit PBS gespült
� für 20 Minuten mit 2%iger Alizarin Rot Lösung bei Raumtemeratur auf einem
Schüttler inkubiert

� 2 mal mit PBS gespült

Das Ergebnis wird visuell und mit dem Plattenlesegerät quantitativ ausgewertet.
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5 Ergebnisse

5.1 Etablierung und Optimierung des RRBS-Protokolls mit
Msp1 nach Smith

Das RRBS Protokoll wurde anhand der Vorlagen von Smith et al. etabliert[91].
Eine Übersicht über die einzelnen Schritte unseres Protokolls im Detail ist in Abbildung

5.1 zu sehen.
Das Protokoll erfordert einen zeitlichen Arbeitsaufwand von 3 Tagen. Für die erfolg-

reiche Durchführung des Protokolls ist eine Ausgangsmenge von mindestens 5 µg DNA
notwendig.

Folgende Schritte des Protokolls enthalten Optimierungen oder dienen der Qualitäts-
sicherung der Methode:

5.1.1 Enzymverdau mit Msp1

Zur Reduktion der zu sequenzierenden DNA wird ein Enzymverdau mit Msp1 durch-
geführt. Die DNA Stränge werden in unterschiedlich lange Fragmente geschnitten und
über eine Auftrennung dieser Fragmente mittels Gelelektrophorese nach Länge können
ausgewählte Fragmentlängen aus dem Agarosegel �ausgeschnitten� werden. Um dies zu
erreichen, ist ein erfolgreicher, vollständiger Enzymverdau erforderlich. Der Enzymver-
dau des 5µg DNA-Pools mit Msp1 wurde auf 4 Stunden verlängert und -zur Vermeidung
der geringen Temperaturschwankungen im Heizblock- im Thermocycler durchgeführt.
Die Untersuchung zur Erfassung der optimalen Bedingungen für den Enzymverdau zeigt
Abbildung 5.2 und 5.3.

5.1.2 Analytische Polymerasekettenreaktion

Nachdem der Enzymverdau und die Gröÿenselektion mittels Gelelektrophorese erfolgt
ist, wird ein Schritt zur Kontrolle der bisher durchlaufenen Schritte durchgeführt. Dieser
Schritt ist die �Analytische PCR�. Ziel ist eine Prüfung der Qualität der erhaltenen
Probe, um eine Sequenzierung mit fehlerhaften oder sogar fehlenden DNA-Fragmenten
zu vermeiden.
Auf Abbildung 5.4 ist das Ergebnis der �Analytischen PCR� der neonatalen Proben

zu sehen. Die Taschen des 2,5%igen TAE-Gels wurden von links nach rechts mit einem
50 bp-Marker, Calvaria neonatal 150 -250 bp, Calvaria neonatal 250 -350 bp, Femur
neonatal 150 -250 bp, Femur neonatal 250 -350 bp beladen. Anschlieÿend wird eine
elektrophoretische Auftrennung mit 100 Volt über ca. 30 Minuten durchgeführt.
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Abbildung 5.5 zeigt das Ergebnis der �Analytischen PCR� der adulten Proben. Die
Taschen des 2,5%igen TAE-Gels wurden von links nach rechts mit einem 50 bp-Marker,
Calvaria adult 150 -250 bp, Calvaria adult 250 -350 bp, Femur adult 150 -250 bp, Femur
adult 250 -350 bp beladen. Anschlieÿend wird eine elektrophoretische Auftrennung mit
100 Volt über ca. 30 Minuten durchgeführt.
Bei den neonatalen sowie adulten Proben erzielen wir die erwünschten Resultate. Im

Detail ermöglicht dieser Schritt die Beurteilung von E�ektivität und Qualität der Ad-
apterligation. Das Vorhandensein von PCR-Produkten und die Länge dieser Produkte
lassen auf eine erfolgreiche Adapterligation schlieÿen. Ebenso lässt sich der Erfolg des
enzymatischen Verdaus mit Msp1 beurteilen. Ein Qualitätsmerkmal hierfür stellen Mi-
krosatellitenbanden innerhalb der Banden dar, die bei den Fragmentlängen liegen, die
durch den Msp1 -Verdau besonders stark angereichert werden. Diese Mikrosatellitenban-
den sind bei uns nicht zu erkennen. Desweiteren lässt sich ablesen, ob die �Size Selection�
präzise durchgeführt wurde. Ein Hinweis auf ein unpräzises Ausschneiden der gewünsch-
ten Fragmentlängen wären Banden, die auÿerhalb dieses Bereichs liegen. Solche Banden
sind bei uns nicht zu sehen. Es wurde eine ausreichende Qualität erreicht, um die Proben
mit NGS zu sequenzieren.

5.1.3 Validierung der Umwandlungssicherheit mit Bisul�t

Die Bisul�t Konversion erfolgte mit dem Qiagen-Kit. Der Hersteller gibt eine ca. 99,8%ige
Umwandlungssicherheit von nicht-methyliertem Cytosin zu Uracil an.
Die aus der Bisul�t-PCR mit der �Universal Methylated Mouse DNA Standard und

Control Primers� von Zymoresearch gewonnenen Produkte werden mit einem ABI-Sequenzierer
analysiert und anschlieÿend mit der bei einer 100%igen Umwandlung zu erwartenden Se-
quenz verglichen.
Die Ausgangs-DNA ist in allen CpGs methyliert und an allen einzelnen Cytosinen nicht

methyliert. Die zu erwartende Sequenz nach 100% erfolgreicher Bisul�t Umwandlung ist:

� ATTGGGAAGG TTAAGGCGGA GGGAAATTTG GTTTCGGGGA
GAAGTGCGAT CGTAGTCGGG AGGTTTTTTT AGTTTCGCGG
GTCGGGTGAG AATAGGTGGC GTCGGTTCGA TTAGGCGTTT
TGTGTCGGGG CGCGAGGATT TGGAGCGAAT TGTTGCGTTT
CGGTGGGTCG TTTTTTTTTT TTTTTTGTTT TTTCGGGCGG
TCGTACGTCG GGTCGGTCGG GTAACGGAGA GGGAGTCGTT
AGGAATGTGG TTTTGGGGAT TGTTTCGTTC GGGG

Die Sequenzierung mehrerer mit dem Qiagen Epitect Bisul�t Kit vorbehandelter Produk-
te ergab folgende Ergebnisse. �N� ist eine Base, die nicht zugeordnet werden kann und
ein kleingeschriebener Buchstabe (also a, c, t, g) sind Basen, die nicht ganz sicher zuge-
ordnet werden können. Im Folgenden sind beispielhaft die Sequenzen von drei Produkten
aufgelistet:

� NNNNNNNGcG AtCGTANTCG GGAGGtTTTT TTAGTTTCGC
GGGTCGGGTG ANAATAGGTG GCGTCGGTTC GATTAGGCGT
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TTTGTGTCGG GGCGCGAGGA TTTGGAGCGN ATTGTTGCGT
TTCGGTGGGT CGTTTTTTTT TTTTTTNNNN NTNNNNNGNG

� NNNNNNNNGN NCGTANTCGG GAGGNTTTTT TAGTTTCGCG
GGTCGGGTGA GAATAGGTGG CGTCGGTTCG ATTAGGCGTT
TTGTGTCGGG GCGCGAGGAT TTGGAGCGNA TTGTTGCGTT
TCGGTGGGTC GTTTTTTTTT TTTTTTNTTT TTNNNNGNNN
NNNNNNNNNN NNNNNNNNGN NNANNNNNNN NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN NTNNNNNNNN NNNNNNTTTN GGGG

� GNNNNNNNNN NGANCGTANT CGGGAGGNTT TTTTAGTTTC
GCGGGTCGGG TGAGAATAGG TGGCGTCGGT TCGATTAGGC
GTTTTGTGTC GGGGCGCGAG GATTTGGAGC GNATTGTTGC
GTTTCGGTGG GTCGTTTTTT TTTTTTTTTN TTTTTNNNNG
NNNNNNNNNN NNNGNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN NNNNTNNNNN NNNNNNNNNN TTNGGGN

Es zeigt sich eine 100%ige Umwandlung aller nicht methylierten Cytosine. Die Methyl-
cytosine bleiben alle unverändert.

5.1.4 Sequenzierung mit Illumina GAIIx

Es wurde jeweils ein Aliquot der vier präparierten Proben sequenziert. Ein Aliquot wurde
jeweils in einer sog. �lane� analysiert. Es wurde eine Leselänge von 100 bp gewählt. Die
Calvariae ergaben -wie gewünscht- eine Vielzahl von Fragmenten, die stets mit der Basen-
sequnz �CGG� beginnen. Die Sequenzierung der Femur-Proben ergab keine verwertbaren
Ergebnisse.

5.2 Auswertung der RRBS-Datensätze

Die Auswertung wurde durch die AG Robinson, Medizinische Genetik, Universitätsme-
dizin Charité durchgeführt.
Das Mapping, die Zuordnung der erfolgreich sequenzierten Fragmente der Calvariae zu

bekannten Genomabschnitten, wurde mit der Software Novoalign von Novocraft durch-
geführt. Novoalign ist besonders für bisul�t-behandelte Proben geeignet, da es in der
Lage ist die Base Cytosin beim Mapping entweder als Cytosin oder Thymin anzusehen.
Wir verwenden hierzu die Mausgenom-Datenbank NCBI37/mm9 vom Juli 2007.

5.3 De�nition von di�erentiell methylierten Regionen
(DMRs)

Di�erentielle Methylierung beschreibt den unterschiedlichen Methylierungsgrad zweier
Fragmente.
Wir wählen als untere Grenze für das Vorliegen von di�erentieller Methylierung ei-

ne Di�erenz zwischen beiden Fragmenten von mindestens 0,3. Ausserdem erscheint eine
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weitere Einteilung in �leichte� und �starke� di�erentielle Methylierung sinnvoll, um ei-
ne Korrelation des Grades der Methylierung und der biologischen Auswirkungen besser
einordnen zu können. Die Einteilung des Methylierungsgrades erfolgt anhand den in der
folgenden Tabelle aufgeführten Kriterien.
Einteilung DMRs

Einteilung Grad Di�erenz

keine 0 <0,3
leicht I 0,3-0,5
stark II >0,5

5.4 Lokalisation der Fragmente

Desweiteren erfolgt eine Einteilung der gemappten Fragmente nach Lokalisation. Wir
unterscheiden:

� Intergenic
� Intronic
� CDS
� Exonic
� Upstream
� Downstream
� 3-UTR
� 5-UTR

Intergenic beschreibt die Lage des Fragments zwischen Genen und können folglich kei-
nem Gen zugeordnet werden. �Intronic� bedeutet eine Lage innerhalb eines Introns eines
Gens; ��Exonic�, �CDS�, �3'-UTR� und �5'-UTR� liegen im Exon. Die CDS (�Coding DNA
Sequence�) beschreibt Protein-kodierende Bereiche innerhalb des Exons, 5'-UTR die nicht
translatierte Region im 5'-Ende des Exons und die 3'-UTR die nicht translatierte Region
im 3'-Ende des Exons. Die Fragmente, die unter EXONIC eingeordnet werden, weisen
eine überlappende Lage über die CDS, 3'- und 5'-UTR auf. UPSTREAM bedeutet vor
Beginn des Gens, vor der TSS und beinhaltet die Promotorregionen. Dieser Bereich ist
für unsere Untersuchungen besonders bedeutend, da CpG Inseln gehäuft in Promotor-
regionen vorkommen und über die Promotorhypermethylierung eine Inaktivierung des
nachfolgenden Gens verursacht werden kann. �Downstream� ist die Lage in Leserichtung
nach dem Gen.

5.5 Auswahlkriterien

Um eine ausreichende Aussagekraft und Qualität zu erreichen, werden zusätzlich folgende
Bedingungen an eine DMR gestellt:
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� es müssen mindestens jeweils 5 reads pro Fragment für neonatal und für adult
vorliegen

� oder insgesamt mindestens jeweils 10 CpGs pro Fragment für neonatal und für
adult repräsentiert sein

Die Fragmente, die �Intergenic� liegen, werden nicht näher untersucht und darum im
Weiteren nicht aufgeführt.

5.6 Di�erentiell methylierte Fragmente

Di�erentiell methylierte Fragmente (TDMs) sind DNA-Abschnitte an gleicher Lokalisa-
tion, die bei zwei unterschiedlichen Proben wie Femur und Calvaria oder alt und jung
eine unterschiedliche mittlere Methylierung aufweisen. Es �nden sich 166 TDMs, welche
die in der vorhergehenden Unterkapiteln genannten Kriterien erfüllen. Diese sind in Ta-
belle 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, 5.5 und 5.6 aufgeführt. In den Tabellen wird die Genregion, in
der das Fragment liegt (Type), die Lokalisation des Fragments (Fragment), die Quotien-
ten aus methylierten CpGs durch Gesamt-CpGs des jeweiligen Fragments von Probe A
und Probe B (mean-methy-A und mean-methy-B), die Di�erenz aus mean-methy-A und
mean-methy-B (Di�erenz A-B) und dem Gensymbol in UCSC-Nomenklatur des zuge-
hörigen Gens (Genesymbol) dargestellt. 28 Fragmente fallen in den Bereich der Coding
DNA Sequence (CDS), 1 Fragment liegt Downstream (DOWNSTREAM), 36 der Frag-
mente liegen �EXONIC�(nach De�nition), 86 innerhalb von Intronen (INTRONIC), 9
der Fragmente liegen Upstream (UPSTREAM), 2 in 3'-UTR(3UTR)- und 4 in 5'-UTR
(5-UTR)-Regionen. Insgesamt liegen 70 DMRs (EXONIC+CDS+5'-UTR+3'-UTR) im
Exon. Der Groÿteil der in der Gesamtauswertung aufgeführten Fragmente liegt auÿerhalb
der Region eines Gens (INTERGENIC) und wird nicht mit aufgeführt.
128 (77,1%) der Fragmente weisen mit einer Di�erenz von 0,3 bis 0,5 leicht unterschied-

liche Methylierungsgrade auf, 38 (22,9%) mit einer Di�erenz von >0,5 starke Unterschiede
zwischen neonatalen und adulten Proben. Nur neun Fragmente liegen in der Promotorre-
gion eines Gens und repräsentieren somit den besonders interessierenden Genabschnitt.
Diese sind im folgenden in Tabelle 5.7 mit Bezeichnung des zugehörigen Methylierungs-
grades aufgelistet.
20 Fragmente und damit 12 % der 166 di�erentiell methylierten Fragmente sind bisher

schon im Zusammenhang mit dem Knochensto�wechsel bekannt. Jedoch �ndet sich nur
bei 4 dieser Gene die DMR in der Promotorregion -nämlich bei Cdh1, Fgfrl1, Il11 und
Zfhx3. Die Gene sind im Folgenden gelistet:

� Progressive Ankylosis -Ank
� Arrestin, Beta 2 -Arrb2
� Cysteine-serine-rich Nuclear Protein 1 -Axud1/ Csrnp1
� Bone Morphogenetic Protein 8a -Bmp8a
� Cyclin D2 -Ccnd2
� E-Cadherin -Cdh1
� Ephrin B1 -Efnb1
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Gensymbol Beschreibung PM PM
neonatal adult

Cdh1 E-Cadherin ↑
Zfhx3 Zink�nger Homebox 3 ↑
Cct8l1 Chaperonin Containing TCP1, Subunit 8 ↑
Il11 Interleukin 11 ↑
Fgfrl1 Fibroblast Growth Factor Receptor-Like 1 ↑
Shroom4 Shroom Familienmitglied 4 ↑
Shc2 Src Homology 2 Domain-Containing-Transforming Protein C2 ↑
Pstpip1 Proline-Serine-Threonine Phosphatase Interacting Protein 1 ↑
Acn9 Succinate Dehydrogenase Complex Assembly Factor 3 ↑

Tabelle 5.7: Di�erentiell methylierte Promotorregionen

� Fibroblast Growth Factor Receptor 2 -Fgfr2
� Fibroblast Growth Factor Receptor-Like 1 -Fgfrl1
� Growth Hormone Releasing Hormone Receptor -Ghrhr
� Interleukin 11 -Il11
� Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1 -Lrp1
� Latent Transforming Growth Factor Beta Binding Protein 4 -Ltbp4
� Nephroblastoma Overexpressed Gene -Nov
� Phosphate Regulating Gene with Homologies to Endopeptidases on the X-Chromosome
-Phex

� Paired-like Homeodomain Transcription Factor 2 -Pitx2
� Receptor Tyrosine Kinase-like Orphan Receptor 2 -Ror2
� TSC22 Domain family, Member 3 -Tsc22d3
� Vitamin D Receptor -Vdr
� Zink�nger Homebox 3 -Zfhx3

14 Fragmente werden zur Validierung der RRBS-Methode und weiteren Untersuchun-
gen im Zellkulturlabor herangezogen und sind in der folgenden Tabelle ?? aufgelistet:
Zur Validierung ausgewählte DMRs
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Gen Lokalisation DMR Hypermethylierung

Nr2f2 CDS/Exon adult
Scml4 Intron neonatal
Tsc22d3 5'UTR/Exon adult
Arrb2 Exonic/Exon adult
Axud1/Csrnp1 CDS/Exon neonatal
Bmp8a CDS/Exon neonatal
Ccnd2 Exonic/Exon neonatal
Efnb1 5'UTR/Exon adult
Fgfr2 Exonic/Exon neonatal
Ghrhr Intron neonatal
Nov CDS/Exon adult
Phex Intron adult
Pitx2 CDS/Exon adult
Runx2 Kontrolle

Die ersten 3 Gene wurden wegen ihrer sehr starken Methylierungsunterschiede, die folgen-
den mit Betonung auf ihre Rolle im Knochensto�wechsel ausgewählt. Die diesen Genen
zugehörigen DMRs liegen jedoch alle nicht innerhalb von Promotorregionen. Die DMRs
in den Promotorregionen konnten aufgrund der zeitlich verschobenen Auswertung die-
ser Regionen nicht mehr in die Validierung und weitere Untersuchung mit einbezogen
werden.

5.7 Validierung der di�erentiell methylierten Regionen

5.7.1 Bisul�t-PCR

Der erste Schritt zur Validierung der DMRs mit Ultradeep Bisul�t Sequenzierung ist
die Vervielfältigung einzelner DNA-Abschnitte mittels Bisul�t-PCR. Um optimale Be-
dingungen für diese Reaktion herzustellen wurden folgende Parameter variiert und die
jeweiligen Reaktionen miteinander verglichen:

� Zusammensetzung des Pu�ers
� Veränderung der Zusammensetzung des Mastermixes
� Veränderung der Zyklusanzahl der PCR
� Veränderung der Temperaturen bei der PCR
� Verwendung unterschiedlicher Polymerasen
� Design von mehreren unterschiedlichen Primerpaaren mit Methprimer
� Verwendung unterschiedlicher Thermocycler in unterschiedlichen Räumlichkeiten
� Testversuch mit Primerpaaren aus der Publikation von Xiao-Lei et al.[33]
� Verwendung von DNA, die auf unterschiedliche Weise extrahiert wurde (DNA Ro-
boter, DNA Extraktionskit von Qiagen)

� Durchführung der Bisul�t PCR mit den Primern des �Universal Methylated Mouse
DNA Standard & Control Primers� von Zymo Research, selbst erstellten Primern
für die Promotorregion von Runx2 und der Verwendung des Methylation Gold-Kits
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von Zymo Research
Trotz Veränderung sämtlicher o.g. Ein�ussfaktoren auf die PCR konnte keine Ver-

vielfältigung der mit Bisul�t-umgewandelten DNA erzielt werden. Der einzige erfolgrei-
che Durchgang erfolgte beim im letzten Punkt beschriebenen Versuch mit den Primern
des �Universal Methylated Mouse DNA Standard & Control Primers�-Kit. Die Primer
sind passend zur Bisul�t-umgewandelte DNA der Promotorregion des Gens Dlx5 herge-
stellt. Desweiteren wurde parallel ein Reaktionsansatz mit Runx2 hergestellt. Die PCR-
Produkte wurden auf ein Agarosegel mit Ethidiumbromid aufgetragen und eine Elek-
trophorese durchgeführt. Das Ergebnis zeigt Abbildung 5.6. In der ersten Tasche wurde
ein Marker Mix, in der zweiten das PCR-Produkt der Runx2 -Reaktion mit einer Länge
von 246 bp und in der dritten das PCR-Produkt der Dlx5 -Reaktion mit einer erwar-
teten Länge von 176 bp aufgetragen. Diese Reaktion war einmalig erfolgreich, bereits
eine Wiederholung mit unveränderten Reaktionsbedingungen ergab kein Produkt. Die
einzigen nicht variierten Ein�ussfaktoren sind die Methprimer-Software, mit der die Pri-
mer hergestellt wurden, sowie das verwendete Mausreferenzgenom. Insgesamt war bei
uns der erste Schritt der PCR, nämlich das Erreichen einer erfolgreichen Anlagerung der
Primer an die Bisul�t-konvertierte DNA und die Generierung eines ersten Produktes,
nicht erfolgreich durchführbar.

5.7.2 Msp1 -Hpa2 -Verdau

Mit dem vergleichenden Enzymverdau mit Hpa2 und Msp1 können Veränderungen von
DNA Methylierungsmustern des Gesamtgenoms dargestellt werden. Der Enzymverdau
mit Hpa2 und Msp1 wird mit den Proben P0, P10 und P10Wochen durchgeführt. Es
werden jeweils zwei Aliquots einmal mit Msp1 und Hpa2 enzymatisch verdaut. Um einen
vollständigen Verdau zu erzielen, muss das Aliquot, das mit Msp1 verdaut wird län-
ger inkubiert werden. Hpa2 kann nur nicht-CpG-methylierte Basenfolgen 5'...C'CGG...3'
schneiden. Dagegen istMsp1 in der Lage 5'...C'CGG...3' und 5'...C'CmGG...3' zu schnei-
den.
Ein vergleichender Enzymverdau wurde zur Optimierung in einem Vorversuch mit un-
terschiedlichen DNA-Mengen mit 200 ng, 500 ng und 1 µg durchgeführt. Ein optimaler
Verdau und eine optimale Visualisierung konnte mit dem Verdau von 200 ng DNA in
einem 30 µl-Ansatz und dem anschlieÿenden Auftragen von einem 10 µl Aliquot plus
Ladepu�er in eine Geltasche erzielt werden. Es wurde ein 0,8 %iges TAE-Agarosegel
mit Ethidiumbromid verwendet und eine Gelelektrophorese mit 120 V über 30 Minuten
durchgeführt.
Das Bild der Gelelektrophorese des vergleichenden Enzymverdaus mit P0-, P10- und
P10Wochen-Proben ist in Abbildung 5.7 dargestellt. Es ergibt ein unverändertes Ban-
denmuster zwischen der P0-, P10- und P10Wochen-Probe mit Fragmenten von ca. 100
bp-Länge bis 10 kbp-Länge. Dagegen sind beim Hpa2 -Verdau die kleinsten dargestellten
Fragmente ca. 250 bp lang. Bei der P10-Probe sind etwas mehr unterschiedliche Frag-
mentlängen mit auch etwas kürzeren Fragmenten als bei der P0-Probe erkennbar. Bei
der P10Wochen-Probe sind im Vergleich zur P10-Probe noch zusätzlich gering kürzere
Fragmentlängen erkennbar.
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Dies spricht für eine Zunahme der Schnittstellen beim Enzymverdau mit Hpa2 bei den
10 Tage alten calvarialen Osteozyten im Vergleich zu den neonatalen Calvariae und eine
weitere diskrete Zunahme bei weiterer Alterung bis zu 10 Wochen. Die Zunahme der
Schnittstellen lässt auf eine leichte gesamtgenomische Abnahme der CpG-Methylierung
im Verlauf der Entwicklung zwischen dem 1. und dem 10. Lebenstag und einer weiteren
leichten Abnahme bis zu 10 Wochen schlieÿen. Der im Verlauf unveränderte Verdau mit
Msp1 dient als Kontrolle.

5.7.3 Expression der ausgewählten Gene mit DMRs in Calvaria-Proben

Die Ergebnisse der mit qPCR gewonnen Expressionsdaten der Calvaria-Proben von P0,
P10 und P10Wochen alten Mäusen sind in Abbildung 5.8 dargestellt. Es zeigt sich eine ca.
4-fache Zunahme der Expression von rPhex von P0 zu P10 und ein Abfall der Expression
von P10 auf P10Wochen. Auÿerdem eine ist eine ca. 2-fache Erhöhung der Expression
von Arrb2 von P10 auf P10Wochen nachweisbar. Nov und Pitx2 zeigen eine deutliche
Verminderung der Expression nach 10 Tagen und 10 Wochen. Ghrhr ist in 10 Tage alten
murinen Calvaria Proben vermindert im Vergleich mit Tag 0 und ist in 10 Wochen alten
Proben wieder leicht angestiegen. Axud, Bmp8, Ccnd2, Efnb1, Fgfr2 und Runx2 zeigen
kaum Veränderungen.

5.8 Behandlung von MC3T3-E1 subclone4-Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen von 5-Azacitidin

Zur Untersuchung der Auswirkung von einer Veränderung der Methylierung auf die Ex-
pression wählen wir die Zelllinie �MC3T3-E1 subclone4�. Es werden Zellkulturversuche
durchgeführt, bei denen eine künstliche Demethylierung mit 5-Azacitidin durchgeführt
wird, und anschlieÿend eine Analyse der Expression und dem Mineralisierungsverhalten
der Zellen erfolgt. Diese Untersuchungen werden stets als Triplikate mit jeweils vier Wells,
die mit derselben Konzentration behandelt werden, durchgeführt.

5.8.1 Vitalität von MC3T3-E1 subclone4-Zellen nach Behandlung mit
unterschiedlichen Konzentrationen 5-Azacitidin

Die Vitalität der MC3T3-E1 subclone4-Zellen wird mit einem MTT-Essay untersucht.
MC3T3-E1 subclone4-Zellen sind eine osteoblastische Zelllinie, die in der Lage ist zu mi-
neralisieren. Die Zellen werden mit Konzentrationen von 0 µM, 5 µM, 10 µM, 5 µM, 20
µM und 40 µM 5-Azacitidin behandelt. Es werden drei 24-Well-Platten bep�anzt. Die
erste wird am Tag 4, die zweite am Tag 7 und die dritte am Tag 8 nach Behandlung un-
tersucht. Die Auswertung der MTT-Essays erfolgt photometrisch mit einer Wellenlänge
λ von 570 nm. Testweise erfolgte auch eine Messung mit einer Wellenlänge λ von 490
nm, die exakt dieselben Ergebnisse wie bei der Messung mit λ = 570 nm ergab.
Bei den MC3T3-E1 subclone4-Zellen zeigen sich unter den sechs unterschiedlichen Kon-
zentrationen am Tag 4, 7 und 8 keine Vitalitätsunterschiede. Es lässt sich lediglich eine
Zunahme der Vitalität zwischen den untersuchten Lochplatten zwischen Tag 4 und 7 bzw.

53



8 erkennen. Die Vitalitätsuntersuchung wurde auch mit pCOBs nach Behandlung mit un-
terschiedlichen Konzentrationen 5-Azacitidin durchgeführt. Die Ergebnisse �nden sich im
folgenden Kapitel. Hier konnten wir eine kontinuierliche Abnahme der Vitalität mit stei-
gender Konzentration an 5-Azacitidin nachweisen. Die Beständigkeit der Vitalität trotz
Demethylierung mit 5-Azacitidin lässt einen Schutz der MC3T3-E1 subclone4-Zellen -am
ehesten durch die Veränderungen bei der Umwandlung zur Zelllinie- vermuten.

5.8.2 DNA Methylierung von MC3T3-E1 subclone4-Zellen nach
Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen 5-Azacitidin

Um die Veränderung der DNA Methylierung darzustellen wird die DNA der behandelten
Zellen extrahiert und anschlieÿend -wie in Kapitel 5.7.2 beschrieben- ein Hpa2 -Msp1 -
Verdau durchgeführt.
Die MC3T3-E1 subclone4-Zellen wurden mit Konzentrationen von 0 µM, 5 µM, 10 µM,

15 µM, 20 µM und 40 µM 5-Azacitidin behandelt. Der Verdau des Aliquots mit Msp1
ergab bei allen Proben einen vollständigen Verdau mit Fragmentlängen von ca. 100 bp bis
10 kbp. Beim Hpa2 -Verdau ergab sich eine Zunahme der Verteilung über unterschiedliche
Fragmentlängen mit zunehmendem Vorhandensein von auch kürzeren Fragmenten. Dies
spricht für eine Zunahme der Schnittstellen von Hpa2 und somit -trotz unveränderter
Vitalität- einer zunehmenden CpG-Demethylierung mit zunehmender Konzentration 5-
Azacitidin.

5.8.3 Expression nach Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen
5-Azacitidin

In Abbildung 5.9 sind die Ergebnisse der quantitativen PCR dargestellt. Es stellt sich
in keinem Gen eine signi�kante Veränderung der Expression nach Behandlung mit den
Konzentrationen von 0 bis zu 40 µM 5-Azacytidine dar.

5.9 Untersuchung von primären calvarialen
Osteoblastenzellen

5.9.1 Vitalität von pCOBs nach Behandlung mit unterschiedlichen
Konzentrationen 5-Azacitidin

Die Vitalität der pCOBs wird mit einem MTT-Essay untersucht. Die Zellen werden
mit Konzentrationen von 0 bis 160 µM 5-Azacitidin behandelt und nach fünf Tagen
untersucht. Die Vitalität der Zellen nimmt mit steigender Konzentration 5-Azacitidin
kontinuierlich ab. Bei einer Konzentration von 5 µM stellt sich eine Reduktion auf 80%
dar. Im Bereich zwischen 10 bis 40 µM �ndet eine Reduktion auf Werte zwischen 40
und 60% statt. Bei Konzentrationen von 80 und 160 µM ist die Vitalität auf ca. 30%
und niedriger vermindert. In Abbildung 5.10 wird die Vitalitätsveränderung durch die
Behandlung mit 5-Azacitidin veranschaulicht.
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Expression während der Di�erenzierung von pCOBs

Abbildung 5.11 zeigt die Expression von Arrb2, Axud1, Bmp8, Ccnd2, Efnb1, Fgfr2,
Ghrhr, Nov, Pitx2, rPhex und Runx2 in pCOBs während der Di�erentierung. Es wurde
eine qPCR mit Proben von Tag 0, 3, 6, 9 und 12 durchgeführt. Signi�kante Zunahmen
(>100-fach) in der Expression von Tag 0 bis zum 12. Tag zeigen Bmp8 und rPhex. Weitere
Gene, deren Expression während der Osteoblasten Di�erentierung zunimmt sind Arrb2
und Ghrhr. Diese weisen eine ca. 10-fache, weniger signi�kante Erhöhung auf.

Mineralisierung von pCOBs nach Behandlung mit 5-Azacitidin

In Abbildung 5.12 ist die Untersuchung des Mineralisierungsverhaltens mit Alizarin Rot
Färbung von pCOBs am Tag 9 dargestellt. Es wurde je ein Well mit Konzentrationen
von 0 nM, 200 nM, 400 nM und 800 nM 5-Azacitidin behandelt. Ein Well wird als
Negativkontrolle am Tag 0 mit Alizarin Rot inkubiert. Es stellt sich eine kontinuierliche
Abnahme der Mineralisierung der pCOBs nach 9 Tagen mit zunehmender 5-Azacitidin
Konzentraion dar.

Expression von pCOBs nach Behandlung mit 5-Azacitidin

Die Untersuchung der Expression bei pCOBs nach 0 und 7 Tagen unter Behandlung mit
0nM, 200nM, 400nM und 800nM 5-Azacitidin zeigt sich keine signi�kanten Zu- oder Ab-
nahmen der Expression der Gene Arrb2, Axud1, Bmp8, Ccdn2, Efnb1, Fgfr2, Nov, rPhex,
Pitx2, Runx2, Nr2f2, Scml4 und Tsc22d3. Die Ergebnisse der qPCR sind in Abbildung
5.13 dargestellt.

5.10 Zusammenschau der einzelner Ergebnisse

In Tabelle 5.8 wird eine Übersicht über die Ergebnisse mit Betonung des Zusammenhangs
der Untersuchung von DNA Methylierung, Lokalisation und Expression der untersuchten
Gene dargestellt.
Die Gene Efnb1, Nov und Pitx2 zeigen mit zunehmendem Alter eine Zunahme der

Methylierung und eine Abnahme der Genexpression. Efnb1 liegt in der 5'UTR, Nov und
Pitx2 im kodierenden Bereich des Exons. Dagegen ist bei den Genen Arrb2, Axud1,
Bmp8, Ccnd2, Fgfr2, Ghrhr, Nr2f2, rPhex, Scml4 und Tsc22d3 keine inverse Korrelation
zwischen DNA Methylierung und Expression erkennbar. Arrb2 und Phex weisen eine Zu-
nahme der Methylierung und eine Zunahme der Expression mit der Alterung auf, wobei
Arrb2 im Exon und Phex im Intron liegt. Dagegen weisen Nr2f2 und Tsc22d3, die in
der codierenden Sequenz und in der 5' UTR des Exons liegen, eine Zunahme der Me-
thylierung und keine Veränderung der Expression auf. Bmp8, Ccnd2, Fgfr2 und Ghrhr
zeigen eine Abnahme der DNA Methylierung in den adulten Proben, die von einer Ab-
nahme der Genexpression begleitet sind. Bei Axud1 und Scml4 tri�t man ebenfalls eine
Verminderung der Methylierung mit zunehmendem Alter an, jedoch keine Veränderung
der Genexpression.
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Es ist somit keine Korrelation zwischen DNA Methylierung und Genexpression erkenn-
bar. Es wurden DMRs untersucht, die in unterschiedlichen Regionen des Exons und im
Intron liegen. Die Expressionsveränderungen in Zusammenhang mit der Veränderung der
DNA Methylierung in diesen Lokalisationen zeigen keine Korrelationen zueinander auf.
Die Theorie des Gensilencing scheint nicht für DMRs in diesen Lokalisationen zu gelten.
Die Identi�zierung weiterer DMRs in Promotorregionen und die Untersuchung von einer
Korrelation zwischen DNA Methylierung und Genexpression in diesen Regionen ist nötig,
um den Ein�uss von DNA Methylierung auf den Knochen besser zu verstehen.
Die auf einem X-Chromosom gelegenen DMRs Efnb1, Phex und Tsc22d3 sind ausser-
dem möglicherweise eingeschränkt beurteilbar, da bei unseren weiblichen Mäusen eines
der beiden X-Chromosomen im Rahmen der X-Inaktivierung hypermethyliert ist.
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Abbildung 5.1:
Die Abbildung zeigt die einzelnen Schritte unseres RRBS-Protokolls
Beginnend mit dem ersten Schritt des Msp1 -Verdaus bis zur Sequenzierung
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Abbildung 5.2: Optimierung des Msp1 -Verdaus

Optimierung des Msp1 -Verdaus nach unterschiedlicher Aufreinigung und
unterschiedlich langen Inkubationszeiten. 2,5% TAE-Gel mit Ethidium-
bromid; Lane1: 50 bp-Marker, Lane2: 1µg DNA nach 4h Verdau, Lane3
und 4: 3µg DNA nach 4h Verdau und anschlieÿender Phenol-Chloroform-
Reinigung

Abbildung 5.3: Optimierung des Msp1 -Verdaus

Optimierung des Msp1 -Verdaus nach Aufreinigung mit dem EURx-Kit
von Roboklon. 2,5%-TAE-Gel mit Ethidiumbromid; Lane1: 1kb-Marker,
Lane2: 500ng unverdaute DNA, Lane 3: 1µg DNA mit dem EURx-Kit
aufgereinigte und Msp1 verdaute DNA
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Abbildung 5.4: Analytische PCR der neonatalen Proben

Analytische PCR der neonatalen Proben aufgetragen auf ein 2,5%-
Agarosegel mit Ethidiumbromid; Lane1: 50 bp-Marker, Lane2: Calvaria
150-250 bp, Lane3: Calvaria 250-350 bp, Lane4: Femur 150-250 bp, Lane5:
Femur 250-350 bp

Abbildung 5.5: Analytische PCR der adulten Proben

Analytische PCR der neonatalen Proben aufgetragen auf ein 2,5%-
Agarosegel mit Ethidiumbromid; Lane1: 50 bp-Marker, Lane2: Calvaria
150-250 bp, Lane3: Calvaria 250-350 bp, Lane4: Femur 150-250 bp, Lane5:
Femur 250-350 bp
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Abbildung 5.6: Bisul�t-PCR
Die Abbildung zeigt die Darstellung der einzigen erfolgreich durchgeführ-
ten Bisul�t-PCR. 2,5%-Agarosegel mit Ethidiumbromid; Lane1: Marker
Mix, Lane2: PCR Produkt Runx2, Lane3: PCR Produkt Dlx5

Abbildung 5.7: Msp1 -Hpa2 -Verdau von P0, P10 und P10 Wochen alten Calva-

ria Proben

Vergleichender methylierungsspezi�scher Enzymverdau mit Osteoblasten
aus Calvariae von 0 Tage alten, 10 Tage alten und 10 Wochen alten
C57BL/6-Mäusen
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Abbildung 5.8:
Expression ausgewählter Gene der Calvaria Proben

In dieser Abbildung wird die Expression der gewählten Gene der Calvaria Proben von
P0, P10 und P10Wochen alten C57BL/6-Mäusen dargestellt.
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Abbildung 5.9:
Expression von MC3T3-E1 subclone4-Zellen nach Behandlung mit unterschiedlichen

Konzentrationen 5-Azacitidin
In dieser Abbildung wird die Expression der gewählten Gene nach Behandlung mit den
Konzentrationen 0 µM, 5 µM, 10 µM, 15 µM, 20 µM und 40 µM 5-Azacitidin dargestellt.
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Abbildung 5.10:
Vitalität der pCOBs nach Behandlung mit 5-Azacitidin

In dieser Abbildung wird die Vitalität von pCOBs nach Behandlung mit
unterschiedlichen Konzentrationen 5-Azacitidin gezeigt. Die Vitälität wurde mit einem

MTT-Essay untersucht.
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Abbildung 5.11:
Expression der ausgewählten Gene während der Di�erenzierung von pCOBs

In dieser Abbildung wird die Expression der ausgewählten Gene in pCOBs am Tag 0, 3,
6 , 9 und 12 dargestellt.
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Abbildung 5.12:
Mineralisierung von PCOBs nach Behandlung mit 5-Azacitidn

Alizarin Rot Färbung zur Untersuchung des Mineralisierungsverhalten von pCOBs nach
Behandlung mit 5-Azacitidin.
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Abbildung 5.13:
Expression von pCOBs nach Behandlung mit 5-Azacitidn

Die Abbildung zeigt die Expression von pCOBs am Tag 0 (D0) und am Tag 7 (D7)
nach Behandlung mit 0, 200nM, 400nM und 800nM 5-Azacitidin. Die Daten wurden

mit qPCR gewonnen.
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6 Disskusion

6.1 DNA Methylierung

Erstellung von Methylomen und Transkriptomen

DNA Methylierung in Promotorregionen ist ein hochrelevanter, stets modi�zierbarer Me-
chanismus zur Regulation der Genexpression. Es gibt mittlerweile Methylom-Datenbanken,
in denen analysierte Methylierungsmuster gespeichert sind[4; 31; 83]. Diese können ab-
gerufen und mit Veränderungen in der Genexpression korreliert werden. Erschwert ist
die Erstellung von Methylom-Datenbanken durch die stetige Veränderung von Methy-
lierungsmustern während der Entwicklung, Alterung oder Karzinogenese. Im Vergleich
zu Datenbanken für DNA Sequenzen ist hier weitaus wichtiger Methylierungsmuster an
unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten zu untersuchen, um die bestimmten Methy-
lierungsmuster während einer Entwicklungsperiode und gewebsspezi�sch unterscheiden
zu können. Chatterjee et al.[16] haben beispielsweise 2014 erstmals eine Analyse von
DNA Methylierungsmustern mit RRBS für Hirn und Leber des Zebra�sches durchge-
führt. Es wurden dabei getrennte Methylome für weibliche und männliche Zebra�sche
erstellt. Ziel der Autoren ist ein besseres Verständnis und eine Vergleichbarkeit mit den
bisher gewonnenen Daten von Leber und Hirn bei Säugetieren. Wichtig erschien auch die
Erstellung eines ersten Datensatzes, um einen Vergleich der Methylierungsmuster nach
experimentellen Versuchen zu ermöglichen[16].
Huse et al.[41] haben die humane Leber untersucht. Aufgrund der noch wenig vorhande-
nen Daten zur Beziehung zwischen DNAMethylierungsmustern und Genexpression in der
menschlichen Entwicklung, wurde humanes fetales und adultes Lebergewebe genauer be-
trachtet. Es wurde jeweils ein Methylom und ein Transkriptom der Proben erstellt. Eine
Untersuchung der Abhängigkeit von der Region der Methylierung zeigt einen Ein�uss der
DNA Methylierung vor der TSS -also in der Promotorregion- oder innerhalb des ersten
Exons auf die Expression. In der Leber zeigt sich bei fast der Hälfte der CpGs ein signi-
�kanter Methylierungsunterschied zwischen fetalen und adulten Proben. Eine Abnahme
der Methylierung in diesen Regionen von fetal (hypermethyliert) zu adult (hypomethy-
liert) zeigt eine inverse Korrelation zwischen DNA-Methylierung und der Genexpression.
Im umgekehrten Fall einer Hypomethylierung in der fetalen Leber und einer Hyperme-
thylierung in der adulten zeigte sich keine Abnahme der Genexpression. Diese Ergebnisse
lassen eine unterschiedliche Funktion der DNA Methylierung in der fetalen und adulten
Leber vermuten[41].
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Di�erentielle DNA Methylierung

Bei unserer Analyse mit RRBS wurden 166 DMRs zwischen adulten und neonatalen
Calvariae identi�ziert.
90% und somit der Hauptanteil der 166 DMRs, die Genen zugeordnet werden können,

liegen innerhalb des Gens, davon 52% im Intron und 39% im Exon. Upstream, in der
Promotorregion liegen lediglich 5% aller DMRs. Dies ist erstaunlich, da wir di�erenti-
elle Methylierung v.a. in Promotorregionen erwarten. Meissner et al.[75] haben in einer
Analyse festgestellt, dass der Groÿteil der methylierten Regionen entweder stark hyper-
methyliert oder deutlich hypomethyliert ist und besonders die CpG-reichen Regionen im
Promotor meist hypomethyliert sind. Insbesondere hier haben wir Veränderungen durch
Hypermethylierung bei der Alterung vermutet. Aus diesem Grund liegt ebenfalls der
Fokus unserer Analyse mit RRBS auf den CpG Inseln der Promotorregionen[5].

Ein�uss durch individuelle Unterschiede

Zur Beurteilung der biologischen Relevanz unserer identi�zierten DMRs spielen auch
intra- und interindividuelle Muster und Veränderungen eine wichtige Rolle. Bjornsson et
al.[6] haben intraindividuelle Muster innerhalb von Familien untrschiedlicher Nationali-
täten untersucht und familiäre und somit wohl genetisch determinierte intraindividuelle
Muster festgestellt. Eine Studie an eineigen Zwillingen zeigt, dass die genetisch identi-
schen Individuen in den ersten Lebensjahren auch nahezu identische epigenetische Muster
aufweisen, in den späteren Lebensjahren jedoch deutliche Unterschiede aufweisen[27].
Eine weitere Unsicherheit entsteht durch interindividuelle Unterschiede. Bock et al.[8]

haben deren Ein�uss auf das Mapping epigenetischer Muster analysiert. Die unmethylier-
ten CpGs, die insgesamt den Groÿteil im Genom ausmachen, weisen keine signi�kanten
Unterschiede auf. Dagegen sind interindividuelle Variationen der einzelnen methylierten
CpGs ohne klare Muster vorhanden. Die Ergebnisse verdeutlichen die Wichtigkeit der
Untersuchung längerer Fragmente zur Identi�zierung von DMRs und nicht derjenigen
einzelner CpGs. Die interindividuellen Unterschiede der Methylierung einzelner CpGs
stellen aufgrund unserer Ausschluÿkriterien (Repräsentation von mindestens 10 CpGs
pro Fragment) wenig Ein�uss dar. Auch die Fragmente, die aufgrund von 5 vorhandenen
reads pro Fragment ausgewählt wurden ist aufgrund unserer Poolbildung aus jeweils 5
Individuen einer Probe die Identi�kation einer DMR aufgrund individueller Unterschiede
unwahrscheinlich.

DNA Methylierung anderer Gewebe

Zhang et al.[69] stellten einen Vergleich der Methylierungsmuster zwischen sieben unter-
schiedlichen Geweben der Maus an. Es konnten 397 gewebespezi�sch di�erentiell methy-
lierte Regionen (t-DMRs) identi�ziert werden. Dies entspricht einem Anteil von 4% an
allen CpG Inseln. Während des Alterungsprozesses gibt es eine gröÿere Anzahl an DMRs.
Beim Vergleich von Darmgewebe von 3 Monate und 35 Monate alten C57BL/6 Mäusen
wurde der Methylierungsgrad von 3627 CpG Inseln analysiert. Die Ergebnisse zeigen 774
(21%) mit einer Zunahme sowie 466 (13%) mit einer Abnahme der Methylierung bei
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alten Mäusen. Dies entspricht insgesamt 1 240 (34%) DMRs. Song et al.[93] untersuchte
ebenfalls t-DMRs und kam ebenfalls zu der Vermutung, dass ca. 5% aller CpG Inseln
t-DMRs sind.
Die Ergebnisse von Huse et al.[41] zeigen, dass in der Leber bei Alterung ausgeprägt

di�erentielle Methylierung vorkommt und diese z.T. auch Auswirkungen auf die Expres-
sion hat. Bei der nichtalkoholischen Fettleber, die eine hohes Risiko für die Entwicklung
von Leberzirrhose und einem Hepatozellulären Karzinom birgt, wurden ebenfalls signi-
�kante Veränderungen der DNA Methylierungsmuster und assoziierter Veränderung der
Transkription besteht[88].
Mill et al.[76] beschreiben epigenetische Veränderungen bei Depressionen; einer Er-

krankung, die durch eine Kombination von genetischen und umweltbedingten Faktoren
ausgelöst wird. Auch bei neurodegenerativen Erkrankungen und der Alzheimer Demenz
wurden Veränderungen der DNA Methylierung, in neueren Studien insbesondere auch
der 5-Hydroxymethylierung der Base Cytosin festgestellt[51]. Im präklinischen Stadi-
um wird bereits S-Adenosyl-Methionin (SAM), einem Methylgruppendonor, als �second-
line� Therapie bei Depressionen und der Alzheimer Demenz getestet[45]. Beim M. Par-
kinson besteht neben weiteren Therapieoptionen ein groÿes Interesse bereits im frühen
Stadium eine Diagnose zu sichern. Hierfür werden ebenfalls DNA Methylierungsmuster
untersucht[42].
Auch in den Gefäÿen spielt DNA Methylierung eine wichtige Rolle. DNMTs sind be-

deutend für die Aufrechterhaltung der endothelialen Zellintegrität, der Proliferation von
glatten Muskelzellen der Gefäÿe und lösen im Tiermodell Arteriosklerose aus[34]. Die
Arteriosklerose ist eine in unserer Gesellschaft sehr häu�ge, multifaktoriell bedingte und
altersassozierte Erkrankung der Gefäÿe. Die Pathogenese der Arteriosklerose ist mit DNA
Methylierung assoziert. Bekannt ist eine di�erentielle Methylierung von ER-alpha zwi-
schen gesunden und arteriosklerotisch veränderten Gefäÿen. ER-alpha inhibiert u.a. die
Zellproliferation. Möglich ist eine protektive Wirkung z.B. durch eine Verminderung der
Zellproliferation von glatten Muskelzellen nach Verletzung der Gefäÿwand[23].
Auch bei der Knochenalterung wurden bereits Veränderungen der DNA Methylierung

beschrieben. Die Osteoporose ist ebenfalls eine altersassozierte und multifaktoriell be-
dingte Erkrankung und es erscheint sehr wahrscheinlich, dass auch hier ein Ein�uss auf
deren Pathogenese durch Veränderungen der DNA Methylierung besteht[85; 100].

6.1.1 Di�erentielle Methylierung in Promotorregionen im Knochen

In unserer Untersuchung konnten neun DMRs in Promotorregionen zwischen neonata-
len und adulten Calvariae identi�ziert werden. Die Promotorregionen von Cdh1, Zfhx3,
Cct8L1, Il11 und Fgfrl1 sind in den neonatalen Calvariae hypermethyliert und in den
adulten hypomethyliert. Sollte im Knochen die Korrelation zwischen Promotormethylie-
rung und Genexpression ebenso vorliegen wie in der Leber[41], würde bei diesen Genen
die Genexpression im neonatalen Gewebe unterdrückt und im adulten dagegen eine Gen-
expression statt�nden.
Die Promotorregionen der Gene Shroom4, Shc2, Pstpip1 und Acn9 weisen bei den neona-
talen Calvariae eine Hypomethylierung auf und bei den adulten eine Hypermethylierung.
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Nach der gängigen Theorie des Genesilencing würde das eine Genexpression in der neo-
natalen Calvaria und eine Abnahme der Expression in der adulten Calvaria bedeuten.
Huse et al.s Ergebnisse in der Leber[41] sprechen gegen eine inhibierende Wirkung der
Hypermethylierung im neonatalen Gewebe auf die Genexpression.
Besonders interessant wäre es hier nun einen Vergleich zwischen Calvaria und Femur
-somit Platten- und Röhrenknochen- anstellen zu können, um Rückschlüsse auf die Be-
deutung dieser Gene auf die unterschiedliche Knochenentwicklung der beiden Knochen-
arten zu erhalten.
Im Folgenden werden die Funktion der einzelnen Gene sowie deren Bedeutung in Kno-
chensto�wechsel und -entwicklung diskutiert:

Cdh1/E-Cadherin

E-Cadherin gehört zur Familie der Cadherine. Die Cadherine sind an der Zell-Zell-
Adhäsion, Mobilität und Proliferation von epithelialen Zellen beteiligt. E-Cadherin ist
an der Feinabstimmung der Zelladhäsion, -migration und der Dynamik der intrazellu-
lären Signalkaskaden von epithelialem Gewebe in der Embryonalentwicklung beteiligt.
Bekannt ist diese Rolle in der Brust, den Speicheldrüsen, Haarfollikeln, der Lunge und
im Dünndarm[47]. Bisher bekannt ist, dass eine Verminderung der Genexpression durch
Promotorhypermethylierung beim Prostata-Karzinom zu einer Verminderung der Gen-
expression und stärkerer Invasivität führt. Keil et al.[47] haben nun ergänzend die DNA
Methylierung des Promotors von Cdh1 während der Entwicklung der Prostata und de-
ren Bedeutung untersucht. Besonders wurde die Ausbildung der Ausführungsgänge un-
tersucht, bei denen ein invasives Wachstum in das umgebende Gewebe erfolgt und eine
ähnliche Situation wie beim Karzinom vorliegt.
In einer Zellsubpopulation, die mittels Durch�usszytometrie als basale epitheliale Zellen
charakterisiert werden konnten, fehlt E-Cadherin. Ausserdem wird eine Zunahme der
Promotormethylierung in urogenitalen Sinusepithelzellen während der Ausbildung der
Vorsteherdrüse aufgezeigt. Somit scheint die Hypermethylierung in diesen Zellen eine
wesentliche Rolle in der Morphogenese der Prostata zu spielen[47].
Eine ähnliche Rolle ist sehr gut bei der Knochenentwicklung denkbar. Unsere Ergebnisse
ergaben eine Hypermethylierung am Tag der Geburt. Somit ist wohl zu diesem Zeitpunkt
die Unterdrückung von E-Cadherin wichtig.
Mutationen im E-Cadherin-Gen sind mit einer Karzinomentstehung assoziert, bei-

spielsweise beim Magen- und Mamma-Karzinom. Es wird angenommen, dass ein Funk-
tionsverlust des Gens zu einer erhöhten Proliferation führt[2; 17; 35].

Zfhx3/Zink�ngerprotein 3

Die Zink�ngerproteine sind Transkriptionsfaktoren, die eine Rolle bei der muskulären und
neuronalen Di�erenzierung spielen. Zfhxx3 kann hierbei als Aktivator oder als Repressor
auftreten und ist als Regulator der muskulären Di�erenzierung bekannt. Auÿerdem be-
steht eine Assoziation mit dem Prostatakarzinom und der Arteriosklerose.
Mabuchi al. wiesen ein Zusammenspiel zwischen Runx3 und Zfhx3 -auch Atbf1 genannt-
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nach, die zu einer Erhöhung der Promotoraktivität von CDKN1A führen. Dies führt zu
einer Stimulation von TGF-beta[68]. Dies bedeutet, dass eine Hypermethylierung des
Promotors und eine Ausschaltung der Expression des Gens -wie wir es am Tag der Ge-
burt der Mauscalvaria �nden- letztlich eine Hemmung von TGF-beta bewirkt.
Eine Deletion von Zfhx3 in der Prostata der Maus verursacht neoplastische Veränderungen[95].
Dies legt nahe, dass eine Promotorhypermethylierung des Gens ähnliche Auswirkungen
hat. Indirekt festigt dies die Vermutung, dass die Ausschaltung des Gens durch Hyper-
methylierung an bestimmten Entwicklungspunkten, die Knochenbildung moduliert und
danach wieder abgebaut wird.

Cct8l1

Cct8l1 ist ein Pseudogen, dessen Funktion bisher nicht bekannt ist[46]. Die von uns nach-
gewiesene DMR im Promotor des Gens, legt eine Beteiligung im Knochensto�wechsel
nahe. Eine Validierung der Ergebnisse und weitere Untersuchungen zur besseren Beur-
teilung diesbezüglich sind notwendig.

Il11/Interleukin 11

Interleukin 11 ist ein Zytokin. Es gehört zur Gruppe der gp130-Familie der Zytokine,
die alle mindestens ein Molekül des Transmembran-Signal-Rezeptors IL6ST (auch gp130
genannt) enthalten. Bei Bindung an seinen Rezeptor wird eine Signalkaskade ausgelöst,
die zur Zellproliferation führt.
Die Regulation der Osteoblasten-Di�erenzierung durch Interleukin 11 ist bereits beschrie-
ben worden. Bekannt ist ein Ein�uss über den AP-1 - und Smad -Signalweg. Eine Regu-
lation über Promotormethylierung wurde bisher nicht untersucht[72].
Die Di�erenzierung zum Osteoblasten wird durch mechanischen Stress und das Pa-

rathormon angeregt; dagegen durch Alterung und hohe Glukokortikoidspiegel gehemmt.
Mechanischer Stress und das Parathormon bewirken eine Zunahme der Interleukin 11 Ex-
pression durch eine Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration. Die Erhöhung
des Calciumspiegels führt zu einer vermehrten Expression von fosB. fosB lagert sich in
einem Komplex mit JunD an den Promotor von Il11 an und wirkt hier als Transkrip-
tionsfaktor. Beide Mechanismen stimulieren auch die Phosphorylierung von Smad1. Das
phosphorylierte Smad1 bindet ebenfalls an den Interleukin 11 Promotor, bildet einen
Komplex mit FosB/JunD und erhöht noch stärker die Transkription von Interleukin
11[72].
Die hohe Interleukin 11-Konzentration unterdrückt die Expression von WNT-Inhibitoren
wie Dickkopf 1 und 2 und führt damit indirekt zu einer Stimulation des WNT-Signalweges.
Der WNT-Signalweg führt zur Stimulation der Di�erenzierung der Osteoblasten[72].
Unsere Ergebnisse zeigen eine di�erentielle Methylierung des Promotors von Interleu-
kin 11. Die Hypermethylierung wird am 1. Lebenstag nachgewiesen, eine Hypomethy-
lierung dagegen bei den adulten Calvariae. Es liegt die Vermutung sehr nahe, dass die
Regulation der Interleukin 11 Expression auch durch Promotormethylierung erfolgt, die
z.B. dazu führt, dass die Transkriptionsfaktoren nicht mehr erfolgreich an den Promo-
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tor binden können und ein �Genesilencing� bewirken. Eine dynamische Regulation der
Osteoblasten Di�erenzierung mit einer Hemmung sowie Stimulation in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien wird o�ensichtlich auch über di�erentielle Methylierung des Inter-
leukin 11-Promotors verwirklicht[72].
Bisher beschrieben ist auch die Anregung der Proliferation von hämatopoetischen

Stammzellen und Megakaryozyten-Vorläuferzellen, was letztlich zu einer Zunahme der
Thrombozytenproliferation führt. Bekannt ist auch die Beteiligung an der Proliferation
von Hepatozyten als Reaktion auf einen Leberschaden.

Fgfrl1

Die FGF-Familie besteht aus 18 Signalproteinen, die an vier Tyrosinkinase-Rezeptor-
Moleküle (Fgfr) binden und diese aktivieren. Die Fgfs sind in der frühen Embryonalpha-
se in den meisten Geweben di�erenziell exprimiert und sind wichtige Modulatoren der
frühen Entwicklung und Organbildung. Bei der Knochenentwicklung sind die Fgfs es-
sentielle Regulatoren. In adulten Geweben sind sie für die Gröÿenregulation, Erhaltung,
Reparatur und Regeneration zuständig[81].
Fgfrl1 zählt zur �Fibroblast Growth Factor Receptor� Familie. Die Mitglieder der Fami-
lie unterscheiden sich in ihrer A�nität zum Liganden sowie ihrer Verteilung im Gewe-
be. Fgfrl1 unterscheidet sich von den anderen Mitgliedern dadurch, dass es keine zyto-
plasmatische Tyrosinkinasedomäne besitzt. Erstmals wurde Fgfrl1 im humanen Knorpel
gefunden. Aufgrund seiner Struktur wird vermutet, dass er die Fgf-Rezeptoraktivität
moduliert[104; 81].
Eine mit dem Protein assoziierte Erkrankung ist das Wolf-Hirschhorn Syndrom. Dieses
beruht auf einer Deletion des kurzen Arms von Chromosom 4. Es ist verbunden mit Min-
derwuchs, einer deutlichen Entwicklungsverzögerung und unterschiedlichen Fehlbildungen[39].
Fgfrl1 ist neonatal hypermethyliert. Bei einem Genesilencing durch die Hypermethylie-
rung wäre die Expression zu diesem Zeitpunkt folglich ausgeschaltet. In der Annahme,
dass Fgfrl1 an den Fgf-Rezeptor zwar binden, diesen aber nicht aktivieren kann und so-
mit wohl inhibiert, wäre eine Ausschaltung des Gens in diesem Stadium des aktiven Kno-
chenwachstums erklärbar. Ebenso würde eine Hypomethylierung und damit gesteigerte
Expression im Erwachsenenalter und eine Inhibierung des Fgf/Fgfr-Signalweges passen.
Die Expression dieses Gens während der Ossi�kation und dessen genaue Rolle ist ein
guter Ansatzpunkt zum besseren Verständnis der Knochenentwicklung und theoretisch
ein guter Ansatzpunkt zur Therapie, da die Ausschaltung des Gens z.B. durch si-RNAs
eine Verbesserung der Mineralisation bewirken könnte[1]. Eine weitere Möglichkeit ist die
Synthese eines monoklonalen Antikörpers gegen Fgfrl1. Diese Eingri�smöglichkeit wird
beimWNT -Inhibitor Sclerostin bereits genutzt. Der monoklonale Antikörper �AMG 785�
gegen Sclerostin zeigte in einem Experiment mit Ratten mit postmenopausaler Osteo-
porose sowie einer Studie mit gesunden Männern und postmenopausalen Frauen bereits
eine Verbesserung der Knochendichte und eine Inhibition von Sclerostin[82; 62].
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Shroom4

Shroom4 ist ein Mitglied der Shroom- oder APX-Familie. Shroom4 ist in mehreren Ge-
weben während der Embryonalentwicklung exprimiert. Shroom4 kommt häu�g zusam-
men mit MyosinII vor und ist an der Bildung des Aktinzytoskeletts beteiligt. Shroom4
ist auch an der neuralen Entwicklung beteiligt und Mutationen führen zu geistigen
Entwicklungsstörungen[106]. Eine aktive Beteiligung an der Regulation der Knochen-
entwicklung ist bisher nicht bekannt.

Shc2

Die �Src Homology and Collagen�(Shc) Proteine sind molekulare Adaptoren in Signal-
wegen, die durch eine Vielzahl von Rezeptoren an der Zellober�äche beein�usst werden.
Alle Mitglieder der Shc-Familie sind in hypertrophierenden Chondrozyten vorhanden
und wurden auch erstmals in Zusammenhang mit der Knochenentwicklung der Maus
beschrieben[37].

Pstpip1

Pstpip1 ist ein Protein und Mitglied der �Pombe Cdc Homology� Familie, die als Regula-
toren von Zytoskelett-Membran-Interaktionen bekannt sind. Pstpip1 wird in hämatopoe-
tischen Zellen exprimiert und ist eine Komponente der Leukozyten, die Zellmigration und
Endozytose regeln[19]. Mutationen im Gen führen beim Menschen zum PAPA-Syndrom,
das durch pyogene Arthritis, Pyoderma gangraenosum und Akne gekennzeichnet ist[102].
Assoziationen mit dem Knochensto�wechsel sind nicht bekannt.

Acn9

Acn9 ist ein Protein, das im Mitochondrium lokalisiert ist. Acn9 ist in die Gluconeogenese
involviert. Eine Rolle im Zusammenhang mit dem Gewebe Knochen wurde bisher nicht
beschrieben[22].

Aussage

In vielen Publikationen ist die Assoziation zwischen Promotorhypermethylierung und
Genesilencing, also eine Verminderung der Expression, beschrieben worden. Jedoch führt
eine Promotorhypermethylierung nicht in allen Fällen zum Genesilencing[5]. Huse et
al.[41] hatten eine Verminderung der Expression des Gens in der menschlichen Leber im
fetalen, hypermethylierten Gewebe nachgewiesen und eine zunehmende, invers korrelie-
rende Expression im adulten, hypomethylierten Gewebe. Im Falle der Hypermethylierung
beim Erwachsenen und Hypomethylierung des Fetus war jedoch trotz Hypermethylierung
kein Genesilencing in der adulten Leber nachweisbar. Gut untersucht ist ein Genesilen-
cing von Tumorsuppressorgenen bei der Karzinogenese. Dies tritt meist bei Erwachsenen
und somit mit zunehmender Alterung auf. Somit ist eine fehlende Auswirkung einer
Promotorhypermethylierung im adulten Gewebe durchaus nachgewiesen. Jedoch ist die
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Karzinogenese ein unphysiologischer Zustand, bei dem ein Wiedererwachen von Signal-
kaskaden, die in der Entwicklung wichtig sind, beobachtet wird[47].
Es ist folglich möglich, dass bei den identi�zierten Genen mit di�erentieller Promotor-

methylierung nicht immer eine Auswirkung auf die Genexpression besteht.

6.1.2 Di�erentielle Methylierung ausserhalb von Promotorregionen im
Knochen

Arrb2, Axud1, Bmp8a, Ccnd2, Efnb1, Fgfr2, Ghrhr, Nov, Phex und Pitx2 sind bereits
als im Knochensto�wechsel relevant beschrieben worden und weisen in unseren Ergeb-
nissen di�erentielle Methylierung auf. Die DMRs dieser Gene liegen alle ausserhalb von
Promotorregionen. Beim Groÿteil dieser Gene haben unsere Expressionsanalysen keine
Veränderung der Expression nach Demethylierung mit 5-Azacitidin gezeigt. Ein Zusam-
menhang zwischen der nicht-promotorassoziierten DNA Methylierung und der Expres-
sion konnte nicht nachgewiesen werden. Diese im Knochensto�wechsel beteiligten Gene
scheinen nicht über DNA Methylierung reguliert zu werden.
Es zeigt sich jedoch eine 4-fache Zunahme der Expression von rPhex von den P0-

zu P10-Calvariaosteoblasten und anschlieÿend ein leichter Abfall bis nach P10Wochen.
Auch Arrb2 weist eine sehr diskrete Erhöhung der Expression von den P10- zu den
P10Wochen-Osteoblasten auf. Diese Expressionsänderungen sind jedoch nicht signi�kant
und lassen keinen Rückschluss auf bestimmte Regulationsmechanismen zwischen den
unterschiedlichen Entwicklungsstadien zu.
Dagegen zeigen sich eine deutliche Abnahme der Expression von Nov und Pitx2 zwi-

schen den P0- und P10Wochen-Calvariaosteoblasten. Pitx2 weist eine Di�erenz zwischen
dem Methylierungsgrad der neonatalen Probe (A) und der adulten Probe (B) von -0,37
und Nov von -0,33 auf. Dies zeigt, dass die DMRs bei den neonatalen Proben beider
Gene hypomethyliert und bei den adulten hypermethyliert sind. Die Beobachtung ist
konkordant mit der Theorie des Genesilencing[44]. Die Tatsache, dass die DMRs nicht in
der Promotorregion liegen, steht dieser Vermutung eher entgegen.

Die Untersuchung mit 5-Azacitidin ergibt keine Veränderung der Genexpression der un-
tersuchten Gene. In bisherigen Studien konnte im Knochen eine Zunahme der Expression
mit Demethylierung von hypermethylierten Regionen erzielt werden[58; 99]. Allerdings
handelte es sich bei diesen Regionen um Bereiche innerhalb der Promotoren. Diese Er-
gebnisse legen nahe, dass eine di�erentielle Methylierung in diesen Lokalisationen keine
direkte Korrelation mit der Genexpression aufweist.
Besonders bezüglich Nov und Pitx2 ist diese bewährte weitere Analyse allerdings nicht

geeignet, um ein Genesilencing durch DNA Methylierung auszuschlieÿen. Denn im Aus-
gangsstadium liegt neonatal eine Hypomethylierung der DMR vor und somit ist durch
Demethylierung mit 5-Azacitidin keine Veränderung zu erwarten. Eine stützende Aussage
zur Bestätigung, dass die DNA Methylierung tatsächlich keine Veänderung der Expres-
sion bewirkt, wird nur bei den Genen Scml4, Axud1, Bmp8a, Ccnd2, Fgfr2 und Ghrhr
gewährleistet, da diese in den neonatalen Proben eine Hypermethylierung aufweisen.
Nov und Pitx2 weisen eine di�erentelle Methylierung auf, die nicht in Promotorregio-
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nen liegt; allerdings trotzdem eine invers korreliernde Expression im Sinne eines Genesi-
lencing aufweist und deren Korrelation wird nicht durch die Validierung mit 5-Azacitidin
ausgeschlossen. Die Gene liegen beide im Exon innerhalb der kodiereneden Sequenz. Nov
besitzt fünf Exons und die sequenzierte DMR liegt nahe dem 5'-Ende des 4. Exons auf
dem �Sense�-Strang. Die DMR in Pitx2 liegt im vierten und damit letzten Exon des Gens,
ebenfalls am Beginn der kodierenden Sequenz des Exons in 5'-Richtung auf dem �Sense�-
Strang. Bei Huse et al. war bei der Erstellung eines Methylomes und Transkriptoms zu-
sätzlich eine Modulation der Genexpression durch Methylierungsunterschiede im ersten
Exon des Gens aufgefallen[41]. Da bei uns jeweils die letzten Exons des Gens di�erentiell
methyliert sind, stützt diese Publikation nicht die These, dass bei Nov und Pitx2 eine
Regulation der Expression durch Methylierung erfolgt. Doch liefert sie einen Anhalts-
punkt, dass auch eine Regulation über di�erentielle Methylierung im Exon und nicht nur
in Promotorregionen möglich ist.

Nov

Nov wird in Osteoblasten exprimiert, bindet Bmp2 und wirkt inhibitorisch auf die Bmp2
Expression. Bmp2 ist ein Stimulator der Osteoblastendi�erenzierung durch die Induktion
der Expression von Runx2, Osterix, Alp und Osteocalcin. Die Studie von Minamizato et al.
legt eine Ausschaltung der Osteoblastendi�erenzierung durch Nov über eine Interaktion
mit dem Bmp- und Notch-Signalweg nahe. Rydziel et al. beschreiben einen störenden
Ein�uss auf den Wnt/Beta-Catenin-Signalweg und eine verursachte Osteopenie durch
eine übermäÿige Expression von Nov [78; 86]. Eine deutlich erhöhte Expression besteht
weder in den neonatalen, noch in den adulten Proben. Ein Genesilencing von Nov in den
adulten Proben ist nicht nachvollziehbar. Eine signi�kante Veränderung der Expression
während der Di�erenzierung können wir ebenso nicht verzeichnen.

Pitx2

Pitx2 ist ein Regulator in mehreren Geweben. Shiratori et al. beschreiben die Expression
im Mausknochen und vermuten eine Regulation von einer Seitenassymetrie zwischen
rechts und links[90].

6.1.3 Genexpression während der Di�erenzierung im Knochen

Bei der Analyse von pCOBs, die in der Zellkultur ausdi�erenziert und am Tag 0, 3, 6,
9 und 12 untersucht wurden, war eine signi�kante Zunahme der Expression von Bmp8
und Phex vom Tag 0 bis zum Tag 12 aufgefallen. Dagegen war in der Expression der
10 Tage und 10 Wochen-alten C57BL/6-Mauscalvariae nur noch eine geringe Expression
von Bmp8 zu verzeichnen. Bei den 10 Tage alten Calvariae besteht hingegen eine etwas
höhere, jedoch nicht signi�kant gesteigerte Expression von Phex als bei den neonatalen
Proben und auch bei den 10Wochen alten.
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Bmp8

Wir konnten bei Bmp8a eine Hypermethylierung in den neonatalen Calvaria-Proben
und eine Erniedrigung der Methylierung in den adulten Proben nachweisen. Dies legt
eine Suppression der Expression in den neonatalem Knochengewebe nahe.
In einer Studie zur Untersuchung der Wirkung von Dexamethason (einem Glukokorti-

koid) auf die Genexpression im Knochengewebe wurden 111 Gene analysiert. Bei 6 dieser
Gene, zu welchen auch Bmp8a zählt, ist eine signi�kante Veränderung beschrieben. Da
Dexamethason als Nebenwirkung die Osteoblastenfunktion inhibiert und vermutlicher-
weise auf diesem Weg zum Verlust von Knochengewebe führt, wurde von der Erniedri-
gung der Expression von Bmp8a nach Dexamethason-Gabe auf eine protektive Rolle von
Bmp8a auf die Glukokortikoid-induzierte Apoptose von Osteoblasten geschlossen[54].
Bei einer Untersuchung der di�erentiellen Expression bei der Einleitung der Knorpelbil-
dung im Röhrenknochen am Mausmodell von Cameron et. al. war die Expression von
Bmp8a in Relation zur Bmp-Familie am stärksten verändert. Von 11,5 dpc (�days post
conception�) auf 13,5 dpc war die Bmp8a-Expression in Tibia und Fibula um das 50fache
erhöht. Eine Beteiligung von Bmp8a an der Knorpelbildung lässt keinen Rückschluss auf
die Bildung von Plattenknochen zu, da bei der desmalen Ossi�kation eine Knorpelbildung
nicht vorkommt[12]. Jedoch legt die bei uns in der Zellkultur nachgewiesene Expressi-
onserhöhung während der Di�erenzierung vom Tag 0 bis zum Tag 12 nahe, dass Bmp8
an der Knochenbildung beim Röhren- und Plattenknochen beteiligt ist.
Eine Expressionsveränderung durch Demethylierung der MC3T3-E1 subclone4-Zellen
und pCOBs mit 5-Azacitidin konnten wir jedoch nicht feststellen. Die Lokalisation der
DMR ausserhalb des Promotors spricht ebenso dafür, dass die Expression von Bmp8
nicht über DNA Methylierung reguliert wird.

Phex

Phex ist eine Endopeptidase, die von Osteoblasten exprimiert wird. Phex spaltet Fgf23,
das die Phosphatausscheidung in der Niere anregt, im Blutkreislauf zirkuliert und den
Fgf/Fgfr-Signalweg im Knochen aktiviert. Die Mutation von Phex führt somit zu einem
erhöhten Fgf23 -Spiegel. Mutationen von Phex führen insgesamt zu Defekten bei der
Knochenmineralisierung und einer Hypophosphatämie[71]. Der Fgf/Fgfr-Signalweg dient
in der frühen Embryonalentwicklung dem Knochenwachstum und der Entwicklung[81].

6.2 Analyse von DNA Methylierung

6.2.1 Analyse von DNA Methylierung mit NGS

Dieses Projekt veranschaulicht die neuen Möglichkeiten, die durch die �Next Generation�
Sequenzierung gewonnen worden sind. Während in den Vorprojekten stets eine prozentu-
ell kaum erwähnenswerte Anzahl an Genpromotoren im Knochensto�wechsel untersucht
wurde, konnte hier erfolgreich eine Methode etabliert werden, mit der die Analyse von >
80% aller CpG Inseln in Promotorregionen und viele weitere Regionen in einem Ansatz
erfasst werden.
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6.2.2 Vergleich mit anderen Methoden

Ning Li et al. führten mit humanen mononukleären Blutzellen eine gesamtgenomische
Bisul�t Sequenzierung durch und verwendeten die gewonnenen Methylierungsdaten als
Referenz. Vom selben Spender wurden weitere Blutzellen entnommen und Methylie-
rungsmuster mit methylierungsspezi�scher DNA-Immunoprezipitation (MeDIP-Seq) und
Methyl-Bindedomänen (MBD-Seq) Sequenzierung untersucht. Beim Menschen ergab das
bei 45 Basenpaare Leselänge 3 Gigabasenpaare. Diese Menge wurde als minimale und kos-
tene�ziente Möglichkeit DNA Methylierungsmuster zu analysieren angesehen. Im Ver-
gleich sind beide Methoden ähnlich geeignet hierfür. Beim RRBS ist beim Menschen bei
einer Leselänge von 51 Basen eine Sequenzierung von nur 5,5 Megabasen notwendig, um
10% aller CpG-Dinukleotide und eine Repräsentation von 83% aller CpG Inseln zu er-
halten. Auÿerdem spricht für RRBS die optimale Au�ösung, bei der jede Base einzeln
untersucht wird[61; 91].

6.2.3 RRBS mit Msp1

Theoretisch liefert RRBS mit Msp1 bei einer Leselänge von 100 Basenpaaren eine Abde-
ckung von 13 883 und somit 87% aller murinen CpG Inseln. Die Methode ist mittlerweile
etabliert und wird gerne zur Erstellung eines Methylomes z.B. zu unterschiedlichen Ent-
wicklungszeitpunkten verwendet[41].
Alle Methoden zur Analyse von DNA Methylierung bringen Vor- und Nachteile mit

sich. Beim RRBS wird der bedeutendste Vorteil des NGS, nämlich die �High-Throughput�-
Sequenzierung und die Möglichkeit in einem Ansatz genomweit zu sequenzieren genutzt.
Der Nachteil, der dadurch entstehenden hohen Kosten und die Generierung sehr groÿer
Datenmengen, wird durch die Reduktion der Fragmente und die Anreicherung der für
die Methylierungsanalyse interessanten Promotorregionen deutlich verbessert.

Ein Nachteil des RRBS ist das komplexe Protokoll, das zur Vorbereitung der Proben für
die Sequenzierung erforderlich ist. Bei der Sequenzierung mit Illumina GA ist zunächst
eine Fragmentierung der DNA-Proben notwendig. Beim RRBS erfolgt zur Auswahl be-
stimmter Fragmente aus dem Gesamtgenom eine Gröÿenselektion mittels Elektrophorese
im Agarosegel mit anschlieÿender Aufreinigung aus dem Agarosegel. Desweiteren müssen
die Fragmentenden �repariert� werden und mehrfach die Base Adenin angehängt werden,
um die für die Sequenzierung notwendigen Adapter an die Enden der Fragmente ligie-
ren zu können. Die Adapter sind notwendig für die �Bridgeamli�cation�, einem wichtigen
Schritt bei der Illumina-Sequenzierung. Zur Analyse von DNA Methylierungsmustern
ist zusätzlich die Bisul�t-Behandlung mit mehreren weiteren nachfolgenden Reinigungs-
schritten unumgänglich. Diese vielen Schritte bringen neben dem hohen personellen Ar-
beitsaufwand eine erhöhte Anfälligkeit für Fehler sowie einen Verlust von DNA mit sich.

Proben

Besonders relevant für RRBS ist der vollständige Enzymverdau der DNA der Probe mit
Msp1. Hierfür muss bereits eine sehr saubere Aufreinigung der DNA aus dem Gewebe
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erfolgen. Die Selektion der Fragmente im TAE-Gel erfordert besonders viele zusätzliche
Reinigunsschritte, die ebenfalls einen hohen Verlust von DNA bedingen. Wir benötigen
für das RRBS Protokoll eine DNA-Mindestmenge von 5 µg DNA einer Probe. Die Calva-
ria einer C57BL/6-Maus liefert maximal 1 µg DNA. Es ist somit häu�g die Präparation
mehrerer Tiere und die Bildung eines Pools notwendig, um eine ausreichende Menge an
Proben-DNA zu erreichen.
Bei unseren Calvaria- und Femurproben ist die Präparation von jeweils 5 Tieren not-
wendig. Die DNA-Menge von neonatalen und adulten Calvariae ist dabei ähnlich, da
die Calvaria neonataler Mäuse zwar in der Gröÿenrelation wesentlich kleiner, dafür aber
sehr zellreich ist. Schwieriger bis nahezu unmöglich wird das Erreichen dieser Grundmen-
ge dagegen bei spezi�schen Fragestellungen, bei denen nur wenige Proben zur Verfügung
stehen, oder Geweben, die sehr zellarm oder anatomisch sehr klein sind.
Eine Sequenzierung der Femur-Proben war nicht erfolgreich. Es besteht der Verdacht,
dass die Ursache hierfür durch die Schwierigkeit ausreichend Probenmaterial in guter
Qualität zu gewinnen mitbedingt war. Die Auswertung der Analytischen PCR spricht
dagegen für eine ausreichende Menge und Qualität und legt eine Ursache anderer Art
nahe.

Analytische PCR

Eine weitere Schwierigkeit der Methode ist den Erfolg der einzelnen Schritte und die Qua-
lität der Probe vor Sequenzierung zu überprüfen. Smith et al.[91]verwenden zur Kontrolle
der erfolgreichen Adapterligation, grober Abschätzung des Enzymverdaus und erfolgrei-
cher Fragmentlängen Selektion die �Analytische PCR�. Die erwarteten Satellitenherde
nach der Gelelektrophorese bei ca. 120, 150 und 250 Basenpaaren sind in unseren Ergeb-
nissen nicht erkennbar. Das Fehlen der Satellitenherde spricht für eine etwas verminderte
Qualität der Library, da die Fragmente nicht exakt der theoretisch zu erwartenden und
gewünschten Verteilung von CpG-reichen Fragenten nach Msp1 -Verdau entspricht. Ei-
ne mögliche Ursache ist ein unvollständiger Verdau mit Msp1. Dies ist jedoch aufgrund
der durchgeführten Optimierung des Enzymverdaus mit Msp1 unwahrscheinlich. Ebenso
möglich wäre das Auftragen einer zu groÿen DNA-Menge auf das Elektrophoresegel oder
eine zu klein�ächige Auftrennung, sodass die durchaus vorhandenen Satellitenherde nicht
erkennbar sind.

Gröÿenselektion

Im Vergleich mit dem Resultat der �Analytischen PCR� von Smith et al. fällt ausserdem
auf, dass bei uns auch etwas kürzere und längere Fragmente ober- und unterhalb des bei
der Gröÿenselektion ausgeschnittenen Bereichs dargestellt werden. Die präzise Extraktion
der Fragmente aus dem TAE Gel ist ein schwieriger Schritt. Trotz sehr sauberen Arbeitens
ist die exakte Selektion bei exakt 150, 250 und 350 bp mit der Methode nicht möglich.
Bei unsauberem Arbeiten ist gar eine Verunreinigung mit Fragmenten nicht gewünschter
Längen denkbar.
Insgesamt schmälert die zusätzliche Sequenzierung von gering kürzeren und längeren
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Fragmenten die Qualität der Methode nicht. Die Folge ist ein etwas höherer Durchsatz
bei der Sequenzierung. Eine Konsequenz bei der Schwierigkeit die Fragmentlängen präzi-
se auszuschneiden, ergibt sich jedoch wenn die Fragmente zu eng ausgeschnitten werden.
Fehlen die Fragmentlängen um 150 und um 350 bp, wird eine geringere Anzahl von CpG
Inseln untersucht als im Protokoll von Smith et al.[91] dargestellt und von uns angezielt.
Die Gröÿenselektion ist somit ein Schritt, bei dem sauberes Arbeiten hochrelevant ist
und zum Erreichen des gewünschten Ergebnisses nicht zu eng, sondern eher groÿzügig
ausgeschnitten werden muss.
Eine möglicher Verbesserungsversuch bezüglich der Gröÿenselektion wäre eine elektro-
phoretische Auftrennung auf einem Polyacrylamidgel. Dies könnte besonders eine Ver-
besserung der Aufreinigung der Fragmente aus dem Gel ermöglichen. Ebenso ist eine
Verbesserung der Präzision beim Ausschneiden der gewünschten Fragmentlängen mit
dem Skalpell denkbar. Diese Veränderung könnte eine geringe bis mäÿige Verbesserung
dieses Schrittes bewirken. Eine deutliche Verbesserung ist jedoch nicht zu erwarten.

6.2.4 Validierung der di�erentiell methylierten Regionen

Trotz Veränderung nahezu aller Parameter bei der PCR und mit einem Versuch mit be-
reits erfolgreich verwendeten und publizierten Bisul�t-Primern war es nicht möglich ein
erfolgreiches Annealing bei der PCR zu erreichen und ein Produkt mit der Bisul�t-PCR
zu erhalten. Das Annealing der Primer ist allgemein ein kritischer Schritt bei der PCR.
Sind mehrere Basen zwischen Primern und DNA-Sequenz nicht übereinstimmend, erfolgt
in der Regel kein Annealing. Erschwert ist ein Annealing z.B. auch bei einer mehrfach re-
petitiven einzelnen Base innerhalb des Primers. Bei der Bisul�t-PCR besteht einmal das
Problem, dass die Basen nicht exakt zueinander passen, da in der Bisul�t-konvertierten
DNA auch die Base Uracil vorliegt, und zudem �nden sich innerhalb der Promotoren zu-
sätzlich vermehrt Cytosin und Guanin. Auÿerdem erfolgt durch die Bisul�t-Konversion
eine Umwandlung aller nichtmethylierten Cytosine zu Uracil, das der Base Thymin ähn-
lich ist und somit zu einem sehr hohen prozentuellen Anteil an Thymin führt.
Alle diese Faktoren führen zu einem erschwerten Annealing bei einer Bisul�t-PCR, die
den ersten Schritt zur Validierung mit der �Ultradeep-Bisul�te�-Sequenzierung darstellt.
Heute ist durch die Entwicklung von Kits dieser kritische Schritt des Annealings bei

der Bisul�t-PCR unkompliziert geworden und die Validierung mit Ultradeep-Bisul�t-
Sequenzierung keine Limitation mehr. Der genaue Inhalt der speziellen Zusatzsubstanzen
für eine e�ektive Bisul�t-PCR, die diese Kits enthalten, ist o�ziell nicht bekannt.
Wir haben als alternative Validierung einen Msp1 -Hpa2 -Verdau durchgeführt. Mit

dieser Methode ist es möglich genomweite Änderungen der CpG-Methylierung zu visua-
lisieren. Allein die Methylierung eines bestimmten Gens kann man auf diesem Wege nicht
bestätigen.
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6.2.5 Statistische Auswertung der Datensätze

Unsere DMRs wurden nach den in Kapitel 5.3 beschriebenen Kriterien de�niert und
ausgewählt.
Die bioinformatische Auswertung ergab 605 di�erentiell methylierte Fragmente. 451

dieser Fragmenten konnten bekannten Genen zugeordnet werden, 154 wurden als hypo-
thetisches Protein, unklassi�zierbar oder als cDNA zugeordnet.
Zhang et al.[110] beschreiben in ihrer Publikation Möglichkeiten der Auswertung und

Zusammenfassung von Methylierungsdaten. Sie kommen zum Rückschluss, dass Methy-
lierungsdaten auf eine andere Art ausgewertet werden müssen als die meisten biologischen
Daten wie z.B. diejenigen der Genexpression. Die Ursache liegt erstens darin, dass Me-
thylierung entweder in einer Skala von 0 zu 1 oder 0 bis 100% gemessen werden kann
und auÿerdem nach einer bimodalen Verteilung erfolgt.
Zur weiteren statistischen Auswertung der Daten haben wir vergleichend folgende Mög-

lichkeiten erwogen:

1. Auswertung mit t-test: Bedingung p<0,001
2. mindestens 5 reads je gemapptem Fragment, sodass jedes CpG, das mit einbezogen

wird mindestens 5 mal analysiert wurde
3. die Analyse von mindestens 10 CpGs je gemapptem Fragment
4. Kombination von 2. und 3.

Bei der Anwendung des t-Tests erhält man lediglich ca. 10 DMRs. Ein Grund hierfür
liegt sicher in der erhöhten Varianz, da bei bei der Präparation von Calvariae ein Misch-
gewebe mit mesenchymalen Zellen, Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten vorliegt
und keine 100%ig reine Zellkultur aus Osteoblasten erhalten wird. Ein weiterer Grund
liegt in unserer Analyse. In der vorbeschriebenen Publikation wurden jeweils 8 Aliquots
der Proben auf dem Illumina Genome Analyzer untersucht. Wir haben uns zunächst auf
die Analyyse eines Aliquots auf nur einer �lane� entschieden. Somit wurde eine weit gerin-
gere Anzahl der jeweiligen Fragmente sequenziert. Bei Smith et al.[91] wurden dagegen
die 8 Aliquots der Probe auf 8 �lanes� aufgetragen.
Bei Anwendung der Kriterien 2. und 3. erhält man jeweils mehr di�erentiell methylierte

Fragmente. Bei einer Kombination von Kriterium 2. und 3. erhält man 166 DMRs.

6.3 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassung

Das RRBS-Protokoll konnte erfolgreich etabliert und ein Durchlauf mit NGS von adulten
und neonatalen Calvariae durchgeführt werden.
RRBS zeigt sich als sehr vielversprechende Methode. Man erhält durch die Sequenzie-
rung von einer kleinen ausgewählten Menge an DNA eine Abdeckung von 87% und somit
einem Groÿteil aller CpG Inseln. Die technische Umsetzung des Vorbereitungsprotokolls
ist aufwändig und beinhaltet sehr viele Aufbereitungs- und Reinigungsschritte, welche
mit einem hohen DNA Verlust verbunden sind. Auch die Anfälligkeit für Fehler wächst.
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Für das ausgewählte Ziel der Erstellung eines Methyloms für ein Gewebe, aus dem eine
ausreichende Menge an DNA gewonnen werden kann, ist die Methode sehr gut geeignet.

Die Zielstellung ein erstes Methylom für das Gewebe Knochen der Maus zu erstellen
wurde erreicht. Etwas limitiert wird dieser Erfolg durch die leider nicht erfolgreiche Ana-
lyse der Femora und somit eine Einschränkung auf die Calvaria. Wir nehmen an, dass
nicht alle DMRs, die es zwischen neonatalen und adulten Calvariae gibt, identi�ziert
werden konnten, da erstens die Methode RRBS gewählt wurde und bewusst nicht kom-
plett gesamtgenomisch, sondern mit Fokus auf CpG Inseln sequenziert wurde. Zweitens
kann aufgrund der reduzierten Analyse von jeweils nur einem Aliquot der Proben, die
Abdeckung etwas niedriger als 87% sein.
Wir konnten mit der Methode 166 DMRs zwischen den neonatalen und adulten Cal-

variae identi�zieren. Gewünscht war eine weitere Identi�zierung von DMRs zwischen
neonatalen und adulten Femora sowie DMRs jeweils zwischen neonatalen und adulten
Calvariae und Femora, die leider nicht durchgeführt werden konnte. Unter den 166 DMRs
liegen neun DMRs innerhalb von Promotorregionen -nämlich E-Cadherin, Zfhx3, Cct8l1,
Interleukin 11, Fgfrl1, Shroom4, Shc2, Pstpip1 und Acn9. Diese spielen z.T. bereits be-
kannte Rollen im Knochensto�wechsel und in der -entwicklung. Hier konnten wir nun
einen neuen, meist bisher noch unbekannten Regulationsmechanismus der Expression
dieser Gene identi�zieren.
Zwei weitere möglicherweise über DNA Methylierung regulierten Gene mit im Exon

liegenden DMRs konnten mit Nov und Pitx2 analysiert werden. Diese weisen eine inverse
Korrelation zwischen DNA Methylierung und Expression auf.
Desweiteren konnten bei der Expressionsanalyse während der Di�eenzierung eine si-

gni�kante Expressionszunahme von Bmp8 und Phex mit zunehemnder Di�erenzierung
festgestellt werden. Diese beiden Proteine scheinen jedoch nicht über DNA Methylierung
reguliert zu werden.
Eine unerwartete Schwierigkeit war die Validierung der identi�zierten DMRs. Die nun

nicht spezi�sch für einzelne Regionen erfolgte Validierung der DMRs vermindert leider die
Aussagekraft unserer Ergebnisse. Zur Beurteilung der de�nitiven Rolle im Knochensto�-
wechsel ist diesbezüglich eine Validierung der einzelnen DMRs erforderlich. Alternativ
haben wir zur besseren Interpretation einen vergleichenden Msp1 -Hpa2 -Verdau durchge-
führt, um die genomweite Veränderung der CpG Methylierung zu drei unterschiedlichen
Entwicklungspunkten darzustellen.

Ausblick

Die Untersuchung von DNA Methylierungsmustern spielt weiterhin eine wichtige Rolle
zur Beurteilung der Regulation von Sto�wechselvorgängen, Entwicklung, Alterung und
Tumorentstehung.
Immer wichtiger wird zudem eine Identi�zierung von therapeutischen Angri�spunkten,

insbesondere für die Tumortherapie. Besonders in der Hämatologie gibt es bereits eta-
blierte Therapieverfahren, deren Fokus DNAMethylierung ist[48]. Die Weiterentwicklung
und Optimierung sowie das Au�nden von neuen Ansatzpunkten ist hochaktuell. Zahnow
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et al. beschreiben die z.B. neuerdings durchgeführten Kombinationstherapien, die syn-
ergistisch DNA Methylierung und die Histonkonformation angreifen, um epigenetische
Veränderungen noch e�zienter zu modulieren[109; 108].

Für Knochenerkrankungen ist besonders die Steigerung der Mineralisierung wichtig.
Bei uns führt die gesamtgenomische Demethylierung zu einer Verschlechterung der Mi-
neralisierung.
Mit der Analyse von DMRs kann die Identi�zierung von neuen Regulationsmechanis-

men im Knochensto�wechsel und neuen an der Regulation beteiligten Proteinen erfolgen.
Beispielsweise kann als neuer Ansatzpunkt für eine Verbesserung der Mineralisierungsfä-
higkeit der Zellen das nun identi�zierte Fgfrl1 weiter untersucht werden. Besonders auch
die Untersuchung von DMRs zwischen gesundem und krankhaft verändertem Knochen-
gewebe erscheint als vielversprechender neuer Ansatz.
Von 2010 bis heute hat sich die �Next Generation� Sequenzierung in fast ebenso schnel-

ler Weise weiterentwickelt. Mit der Entwicklung der Halbleitertechnik ist nun die Se-
quenzierung des gesamten Genoms in noch kürzerer Zeit, kostengünstiger und in deut-
lich kleineren Geräten möglich. Diese Entwicklung bedeutet auch eine Vereinfachung der
Bisul�t-Sequenzierung und führte u.a. zur Erstellung von kommerziellen Kits, die eine
Durchführung der Bisul�t-PCR zur Validierung heute einfach machen.

Der nächste Schritt, der nun folgen wird, ist die Erstellung von Methylomen und korre-
spondierenden Transkriptomen für mehrere Entwicklungsstufen der Knochenentwicklung
und -alterung. Bei einigen anderen Gewebe ist dies bereits schon früher erfolgt[110].
Wir konnten in diesem Projekt nun erstmals eine genomweite Analyse von DNA Me-
thylierung im Knochen durchführen. Wir konnten hierbei einige neue DMRs zwischen
neonatalem und adultem Gewebe identi�zieren. Die Ergebnisse stützen die These, dass
die Untersuchung von DNA Methylierung wichtig zum Verständnis des Knochensto�-
wechsels insbesondere während Entwicklung und Alterung ist. Um die Bedeutung der
DMRs verstehen zu können, ist die Untersuchung ihres Ein�usses auf die Genregulation
und die biologische Rolle dieses Regulationsmechanismus notwendig.
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