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Zusammenfassung 
Hintergrund: In Zwillings- und Familienstudien zeigte sich eine hohe Heritabilität von 

Übergewicht und Adipositas. Dabei konnte die molekulare Ursache trotz umfangreicher 

monogenetischer Untersuchungen und genomweiter Assoziationsstudien nur 

unzureichend erklärt werden. Aus diesem Grunde wird untersucht, in wie weit 

epigenetische Modifikationen eine Rolle in der Körpergewichtsregulation spielen. 

Insbesondere die DNA-Methylierung, welche die Genexpression beeinflussen kann, 

wird dabei betrachtet. In einer Kandidatengenstudie am POMC-Gen konnte eine 

Assoziation von Übergewicht/Adipositas und einer vermehrten DNA-Methylierung am 

Intron2/Exon3-Übergang des POMC-Gens gezeigt werden. Da es nicht ausgeschlossen 

werden kann, dass sich die DNA-Methylierung postnatal verändert, stellt sich die Frage, 

ob diese POMC-Variante primär besteht oder als Folge der Adipositas sekundär 

postnatal entstanden ist. 

Ziel der Arbeit: Die epigenetische Stabilität des Intron2/Exon3-Übergangs des POMC-

Gens sollte postnatal von Geburt bis ins spätere Kindes- oder Jugendalter untersucht 

werden. Dazu sollte zunächst die Etablierung der Pyrosequenzierung von DNA, die aus 

dem Trockenblut einer U2-Neugeborenenscreeningkarte gewonnen wurde, erfolgen.  

Methoden: Es erfolgte die Analyse der DNA-Methylierung mittels Pyrosequenzierung 

von Bisulfit-umgewandelter DNA gewonnen aus Neugeborenenscreeningkarten sowie 

EDTA-Blut, das in späterer Kindheit oder Jugend abgenommen worden war. Zur 

Validierung der Methodik wurde der imprintete GNASAS-Locus im Exon 1 untersucht. 

Am POMC-Locus wurden die CpG-Positionen des Intron2/Exon3-Übergangs analysiert. 

Ergebnisse: Die DNA-Methylierung von DNA gewonnen aus dem Trockenblut einer 

Neugeborenenscreeningkarte kann valide mittels Pyrosequenzierung analysiert 

werden. Die Methodik konnte anhand der Untersuchung des imprinteten GNASAS-

Locus validiert werden. Dort zeigte sich an 35 Probanden eine hohe Korrelation der 

DNA-Methylierung der beiden untersuchten Zeitpunkte (durchschnittliches Alter bei 

EDTA-Blutentnahme 9,9 Jahre), was auf eine Stabilität der DNA-Methylierung in der 

untersuchten Region hindeutet. Die DNA-Methylierung des POMC Intron2/Exon3-

Übergangs zeigte in Proben von 55 Probanden ebenfalls eine hohe Korrelation 

zwischen der Blutentnahme kurzzeitig nach Geburt und der im weiteren Verlauf des 

Lebens (durchschnittliches Alter bei EDTA-Blutentnahme 11,4 Jahre), was auf hohe 

Stabilität in der untersuchten Region hindeutet. 
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Schlussfolgerung:  
Im Rahmen dieser Dissertation wurde gezeigt, dass die Neugeborenenscreeningkarte 

eingesetzt werden kann, um die Stabilität der DNA-Methylierung von Geburt bis ins 

spätere Leben zu untersuchen. Durch diese Methodik konnte der 

Beobachtungszeitraum der DNA-Methylierung im Vergleich zu bisherigen 

Geburtskohortenstudien signifikant erweitert werden. 

Die Erkenntnis, dass sich die DNA-Methylierung am POMC Intron2/Exon3-Übergang 

stabil darstellt, spielt eine entscheidende Rolle in der Identifikation des POMC-Gens als 

potentielles humanes metastabiles Epiallel. 

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die POMC-Methylierungsvariante von Geburt 

an besteht und gegebenenfalls kausal ein Risikofaktor für die Adipositasentwicklung ist 

und nicht als Folge dieser angesehen werden kann. 
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Abstract 
Background: Previously, the genetic variants found in genome-wide association 

studies and monogenic studies could only explain the high heritability of overweight and 

obesity as found in family and twin studies to a little extent. This then led to the 

investigation of epigenetic modifications in the context of body weight regulation, in 

particular DNA methylation, which might affect gene expression. A candidate gene 

study of the POMC gene showed an association between obesity and increased DNA 

methylation of the POMC intron2/exon3-locus. It cannot be ruled out that DNA 

methylation changes over the course of life. The question remains as to whether this 

POMC-variant occurred postnatal as a consequence of obesity or was already present 

at birth. 

Aim of study: The aim of the study was to discover whether the POMC intron2/exon3-

locus is epigenetic stable postnatal from birth until later childhood/adolescence or not. 

The pyrosequencing of DNA extracted from a newborn blood spot test needed to be 

established first. 

Methods: Pyrosequencing of bisulfite-treated DNA extracted from newborn blood spot 

tests and DNA extracted from EDTA blood samples collected later in life was conducted 

for DNA methylation analysis. As validation of the method exon 1 of the 

imprinted GNASAS gene was analyzed. CpG-Positions of the intron2/exon3-locus were 

analyzed for the POMC gene. 

Results: It was shown that DNA methylation could be validly analyzed by 

pyrosequencing DNA extracted from a newborn blood spot test. By showing DNA 

methylation stability at the imprinted GNASAS-locus, the method could be validated. 

For the GNASAS-locus in 35 subjects, there was a high correlation of the DNA 

methylation at the two analyzed points in time (mean age for EDTA blood sampling 9,9 

years). Within the POMC intron2/exon3-locus in 55 subjects, there was also a high 

correlation of the DNA methylation at the two analyzed points in time (mean age for 

EDTA blood sampling 11,4 years), which indicates DNA methylation stability. 

Conclusion: It was shown that the newborn blood spot test can be utilized to analyze 

DNA methylation stability from birth until later life. With this method, the observation 

period of DNA methylation could be significantly extended compared to previous birth 

cohort studies. 
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The finding of epigenetic stability of the POMC intron2/Exon3-locus is essential for its 

identification as a potential human metastable epiallele. 

The presence of the POMC-variant at birth implies that the methylation difference is not 

a consequence of obesity but could rather be a causative risk factor. 
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1. Einleitung 
1.1. Das Krankheitsbild Adipositas 
Die Adipositas hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einem globalen gesundheitlichen 

Problem entwickelt. Laut Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat sich 

weltweit die Zahl der Adipösen seit 1980 mehr als verdoppelt. Im Jahre 2014 waren 

mehr als 1,9 Milliarden Erwachsene übergewichtig, davon 650 Millionen adipös. Bei den 

unter 18-jährigen waren 39% übergewichtig, davon 13% sogar adipös [1]. Im Jahr 2010 

waren Übergewicht und Adipositas schätzungsweise für 3,4 Millionen Todesfälle 

weltweit verantwortlich [2]. Übergewicht ist nicht mehr nur ein Problem der 

Industriestaaten, sondern zunehmend auch der Entwicklungs- und Schwellenländer [3]. 

Das große gesundheitliche Risiko besteht vor allem durch die Folgeerkrankungen des 

Übergewichts. Dazu zählen eine gestörte Glukosetoleranz, ein Diabetes Mellitus Typ 2, 

eine Dyslipidämie, ein arterieller Hypertonus, eine Nicht-alkoholbedingte 

Fettlebererkrankung (NAFLD) und Steatohepatitis (NASH) sowie orthopädische oder 

psychosoziale Probleme [4, 5]. Auch wirtschaftlich betrachtet sind die Adipositas und 

die assoziierten Komorbiditäten eine große Herausforderung. Allein in Deutschland 

entstehen pro Jahr Kosten von schätzungsweise 63 Milliarden Euro [6]. 

In der von 2008 bis 2011 durchgeführten „Studie zur Gesundheit Erwachsener in 

Deutschland“ (DEGS1-Studie) des Robert-Koch-Instituts wurde gezeigt, dass in 

Deutschland 67,1% der Männer und 53,0% der Frauen übergewichtig sind. 23,3% der 

Männer und 23,9% der Frauen sind adipös [7]. In der „Studie zur Gesundheit von 

Kindern und Jugendlichen in Deutschland“ (KiGGs-Studie) des Robert-Koch-Instituts 

aus dem Jahr 2007 wurde gezeigt, dass Übergewicht und Adipositas in Deutschland 

bereits im Kindesalter ein großes Problem darstellen. Insgesamt sind 15% der Kinder 

und Jugendlichen im Alter von 3-17 Jahren übergewichtig und 6,3% adipös [8].  

Übergewicht und Adipositas entstehen sobald die Energiezufuhr längerfristig größer ist 

als der Energieaufwand. Ursachen davon können Lifestyle- und Umweltfaktoren wie 

zum Beispiel Bewegungsmangel, Fehlernährung, ständige Verfügbarkeit von Nahrung 

oder Stress sein. Auch eine genetische Prädispositon, endokrinologische 

Erkrankungen, Essstörungen, depressive Erkrankung, ein niedriger sozioökonomischer 

Status oder Medikamenteneinnahmen können das Risiko erhöhen eine Adipositas zu 

entwickeln [4]. Die Diagnostik der Adipositas erfolgt über den Body-Mass-Index (BMI). 

Der BMI wird definiert als der Quotient aus dem Körpergewicht in Kilogramm und dem 
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Quadrat der Körpergröße in Metern (kg/m²). Im Erwachsenenalter spricht man von 

Übergewicht bei einem BMI von 25,0-29,9kg/m², von einer Adipositas Grad I bei einem 

BMI von 30-34,9kg/m², einer Adipositas Grad II bei einem BMI von 35-39,9kg/m² und ab 

einem BMI von 40kg/m² liegt eine Adipositas Grad III oder Adipositas permagna vor [4]. 

Bei Kindern verändert sich der BMI alters- und geschlechtsbedingt. Deshalb wird in den 

Leitlinien der Deutschen Adipositas Gesellschaft (DAG) e.V. empfohlen, Adipositas bei 

Kindern anhand von geschlechts- und altersspezifischen Perzentilen für den BMI zu 

diagnostizieren (s. Abb. 1). Hierbei liegt ein Übergewicht ab einem BMI oberhalb der 90. 

geschlechts- und altersspezifischen Perzentile vor, eine Adipositas liegt ab einem BMI 

oberhalb der 97. geschlechts- und altersspezifischen Perzentile vor und von einer 

extremen Adipositas spricht man ab einem BMI > 99,5 Perzentil [5]. Der alters- und 

geschlechtsspezifische „standard deviation score“ (BMI-SDS) verdeutlicht, inwiefern ein 

Kind von dem für sein Alter und Geschlecht durchschnittlichen BMI abweicht. Ein 

Normalgewicht liegt bei einem BMI-SDS von -2 bis +2 vor. 

 

 
Abbildung 1: Perzentilkurven für den BMI für Jungen zur schnellen Analyse von Untergewicht, 
Normalgewicht oder Übergewicht [9] 
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1.2. Die Regulation des Körpergewichts 
Das Körpergewicht eines Individuums zeigt sich über einen längeren Zeitraum relativ 

stabil [10]. Ein konstantes Körpergewicht entsteht durch ein Gleichgewicht zwischen 

Energieaufnahme und Energieverbrauch. Bereits in den 1970er Jahren konnte in einer 

Studie gezeigt werden, dass übergewichtige Menschen, die zunächst durch Fasten eine 

Gewichtsreduktion erzielt hatten, im Anschluss in einem Zeitraum von bis zu 7 Jahren 

wieder Gewicht zunahmen und sich dem ursprünglichen Körpergewicht annäherten 

[11]. Ratten, die einer limitierten Kalorienzufuhr für einen gewissen Zeitraum ausgesetzt 

waren, zeigten eine Gewichtsabnahme. Sobald die Kalorienrestriktion aufgehoben 

wurde, zeigten sie eine Hyperphagie bis zum Erreichen des Ausgangsgewichts [12]. 

Eine Überfütterung von Ratten zeigte eine Hypophagie und Gewichtsabnahme im 

Anschluss an die Überfütterungsperiode [13]. Diese Untersuchungen legten die 

Annahme nahe, dass die Homöostase des Körpergewichts physiologischen Prozessen 

unterliegt und das Körpergewicht im Rahmen eines individuellen „Gewichts-Set-Points“ 

stabil gehalten wird. In einer weiteren Studie zur Regulation des Körpergewichts, bei 

der Probanden eine den Bedarf übersteigende Kalorienmenge zugeführt wurde, zeigten 

alle Probanden eine Gewichtszunahme. Es zeigte sich aber eine hohe interindividuelle 

Variabilität in der Gewichts- und Körperfettzunahme, die nicht auf das Geschlecht, das 

Ausgangsgewicht, die Dauer der erhöhten Kalorienzufuhr, die 

Nahrungszusammensetzung oder das Rauchverhalten zurückzuführen war [14].  

1.2.1. Interindividuelle Variabilität des Körpergewichts 
Auf der Suche nach der Ursache für die hohe interindividuelle Variabilität des 

Körpergewichts bei Individuen gleichen Alters, gleichen Geschlechts und gleicher 

Ethnie sowie für die interindividuelle Variabilität in der Reaktion auf eine erhöhte 

Kalorienzufuhr, zeigte eine Adoptionsstudie erste Hinweise auf einen genetischen 

Einfluss bei der Körpergewichtsregulation. Dabei zeigten Adoptivkinder in ihrem BMI 

wenig Übereinstimmung mit ihren Adoptiveltern. Sie wiesen jedoch eine hohe 

Ähnlichkeit zu ihren biologischen Eltern auf [15]. Eine weitere Studie zeigte bei 

monozygoten Zwillingen, die an verschiedenen Orten aufwuchsen, eine hohe 

Übereinstimmung im BMI [16]. Eine überschüssige Kalorienzufuhr von 1000kcal an 84 

von 100 Studientagen zeigte an zwölf männlichen eineiigen Zwillingspaaren, dass die 

beiden Individuen eines Zwillingspaares auf diese übermäßige Energiezufuhr über 

einen längeren Zeitraum mit einer ähnlichen Veränderung der 
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Körperzusammensetzung und Fettverteilung reagierten. Beim Vergleich der zwölf 

Zwillingspaare untereinander zeigte sich jedoch eine hohe Variabilität [17].  

1.2.2. Einfluss der Genetik auf die Körpergewichtsregulation 
Diese oben beschriebenen Adoptions- und Zwillingsstudien deuteten auf einen 

genetischen Einfluss in der Regulation des Körpergewichts hin, der in vielen weiteren 

Zwillings- und Familienstudien quantifiziert wurde. In einer Metanalyse wurden 2012 die 

Daten aus 31 Zwillingsstudien sowie 27 Familienstudien zusammengefasst. Es zeigt 

sich in Zwillingsstudien eine Erblichkeit der Adipositas von 47-90% und in 

Familienstudien von 24-81%. Diese Zahlen weisen eine weite Spanne auf, die zum Teil 

durch Studiendesign erklärt werden kann. Insgesamt zeigen sie aber, dass der 

genetische Einfluss auf das Körpergewicht hoch ist [18]. 

1.2.2.1. Identifikation des ersten Gens der Körpergewichtsregulation 
Die Identifikation und Sequenzierung eines Gens, das eine Rolle in der Regulation des 

Körpergewichts spielt, gelang 1994 erstmals Zhang et al. Es wurde gezeigt, dass das 

Leptin-Gen in der ob/ob-Mouse mutiert ist [19]. Die ob/ob-Maus entstand spontan 1949. 

Sie zeigt Hyperphagie, Hyperinsulinämie sowie Hyperglykämie und wurde für Studien 

zu Übergewicht und Diabetes verwendet [20]. Mit der Identifikation der Genmutation 

konnte das Hormon Leptin identifiziert werden, dessen Mangel eine entscheidende 

Rolle in der Entstehung des Übergewichts der Mäuse spielte. 

1.2.3. Der Leptin-Melanocortin-Signalweg 
Nach der Identifikation des Leptin-Gens folgte die Aufschlüsselung des Leptin-

Melanocortin-Signalwegs (s.Abb. 2), über den Leptin das Körpergewicht physiologisch 

reguliert. Leptin wird von Adipozyten synthetisiert und bei Triglyzeridakkumulation in der 

Zelle sezerniert. Der Leptinspiegel im Plasma korreliert mit dem Körpergewicht [21].  

Das Gen des Proopiummelanocortins (POMC) besteht aus drei Exons und zwei Introns 

[22]. POMC wird posttranslational gewebsspezifisch in verschiedene Peptidhormone 

gespalten. Dazu zählen Adrenocortikotropes Hormon (ACTH), Melanozyten-

stimulierende Hormone (α-MSH, β-MSH, γ-MSH), Corticotropin-like intermediate 

peptide (CLIP), Lipotropine (β-Lipotropin und γ-Lipotropin) sowie β-Endorphin. Im 

Hypothalamus wird POMC durch die Expression der Prohormon Convertase 2 (CP2) zu 

α-MSH, β-MSH und γ-MSH prozessiert [23].  
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Leptin vermittelt seine Wirkung an Neuronen über die lange Isoform des 

Leptinrezeptors (LEPR-B). Der Leptinrezeptor ist vorrangig in den Kernen des 

Hypothalamus lokalisiert, darunter auch im Nucleus arcuatus (ARC) [24]. Im ARC gibt 

es zwei Neuronenpopulationen. Die anorexigene Neuronenpopulation synthetisiert 

POMC. Diese Neuronen werden von Leptin stimuliert [25]. Die posttranslationale 

Prozession von POMC führt zu Melanotropinen, darunter α-MSH und β-MSH, welche 

die Energieaufnahme negativ beeinflussen. Sie vermitteln ihre Wirkung über den 

Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R) im paraventrikulären Nukleus (PVN) des 

Hypothalamus [26]. MC4R-knockout Mäuse zeigen eine Hyperphagie, 

Gewichtszunahme und Hyperinsulinämie [27]. Die Stimulation des MC4R führt zu einer 

verminderten Nahrungsaufnahme und einem erhöhten Energieaufwand. 

Die zweite Neuronenpopulation des Nucleus arcuatus ist orexigen und synthetisiert 

Neuropeptid Y (NPY) und agouti related peptide (AgRP). Da Leptin eine inhibierende 

Wirkung auf NPY/AgRP-Neurone aufweist, werden diese aktiviert, sobald der 

Leptinspiegel sinkt. AgRP ist ein Antagonist am MC4R [28] und führt zu 

Gewichtszunahme und erhöhter Energieaufnahme. Eine permanente Zufuhr von NPY 

führt zu Hyperphagie, Gewichtszunahme und begünstigt Adipositas [29]. 

 

	
Abbildung 2: Schematische Darstellung des Leptin-Melanocortin-Signalwegs (ARC=nucleus arcuatus, 
NPY=Neuropeptid Y, AgRP=agouti related peptide, POMC=Proopiummelanocortin, PVN=paraventrikulärer 
Nucleus, MC4R=Melanocortin-4-Rezeptor, MSH= Melanozyten-stimulierendes Hormon) 
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1.3. Genetische Faktoren der Körpergewichtsregulation 

1.3.1. Monogenetische Ursachen der Adipositas 
Monogenetische Erkrankungen werden durch einen Defekt in einem einzelnen Gen 

ausgelöst. Auf der Suche nach Faktoren, die den hohen genetischen Einfluss auf die 

Körpergewichtsregulation erklären, wurden zunächst Genmutationen im Rahmen des 

Leptin-Melnaocortin-Signalweges in Betracht gezogen. Mutationen im Melanocortin-4-

Rezeptor (MC4R) -Gen sind die häufigste monogenetische Ursache der Adipositas. Es 

wurden bisher mehr als 150 Mutationen im MC4R-Gen identifiziert [30]. 1-6% der Fälle 

früh-manifester Adipositas und schwerer Adipositas im Erwachsenenalter werden mit 

MC4R-Mutationen in Verbindung gebracht [31]. Seltener sind Mutationen im Leptin-

Gen, die zu schwerer Adipositas und Typ II Diabetes führen [19] oder Mutationen im 

Melanocortin-3-Rezeptor-Gen, wovon nur wenige eine funktionelle Rolle spielen [32]. 

Patienten mit einem vollständigen Funktionsverlust im POMC-Gen aufgrund einer 

homozygoten loss-of-function-Mutation oder einer komplex heterozygoten Mutation im 

POMC-Gen weisen eine früh-manifeste Adipositas, Veränderungen in der 

Pigmentierung wie zum Beispiel rotes Haar oder blasse Haut und einen 

Hypocortisolismus auf [33]. Eltern und Verwandte von Kindern mit einer homozygoten 

Mutation im POMC-Gen, die selbst eine heterozygote POMC-Mutation aufweisen, 

neigen zu Übergewicht mit einer Prädisposition für Adipositas auf. Das spricht für einen 

Gendosiseffekt des POMC-Gens [34]. 

1.3.2. Genomweite Assoziationsstudien  

In genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) wurde nach Einzelnukleotid-

Polymorphismen (SNP) assoziiert mit dem Körpergewicht gesucht. Bei der bisher 

größten Untersuchung, einer Metaanalyse vom „Genetic Investigation of 

Anthropometric Traits (GIANT)“ Consortium, wurden ca. 2,8 Millionen SNPs in 123.865 

Teilnehmern auf ihre Assoziation mit dem BMI untersucht. Dabei zeigten 42 SNPs eine 

Assoziation mit dem BMI. Diese wurden in einer zweiten Kohorte mit 125.931 

Probanden untersucht. Im Ergebnis wurden 14 bereits bekannte SNPs bestätigt und 18 

neue SNPs identifiziert. Der SNP im FTO-Gen ist alleine für 0,37% der Varianz im BMI 

verantwortlich und damit der einflussreichste Faktor [35]. Eine weitere genomweite 

Assoziationsstudie zeigte 14 SNPs die mit der Waist-to-hip-Ratio assoziiert sind [36]. 

Die Waist-to-hip-Ratio ist ein Maß für die Fettverteilung und wichtig für die 
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Absschätzung der Folgerisiken von Übergewicht.  

Eine Studie von Naukkarinen et al. 2010 hat versuchte Genveränderungen zu finden, 

die ursächlich für eine Adipositas sein könnten. Dazu wurden in einem neuartigen 

Ansatz Fettgewebsbiopsien monozygoter Zwillinge mit hoher Differenz im BMI 

untersucht. Ziel war die Identifikation von Genen, die bei dem Zwilling mit dem höheren 

BMI als Reaktion auf das Übergewicht eine veränderte Expression im Fettgewebe 

zeigten. Zeitgleich wurden in einer zweiten Kohorte Fettgewebsbiopsien unverwandter 

Individuen auf veränderte Genexpressionen untersucht, die in Assoziation mit dem BMI 

auftraten. Veränderte Genexpressionen, die sich in beiden Kohorten zeigten, wurden 

als „reaktiv“ auf das Übergewicht gewertet. Veränderte Genexpressionen, die nur in der 

zweiten Kohorte auftraten, wurden als „potentiell kausal“ in der Entstehung von 

Übergewicht gewertet. Die dazugehörigen Genabschnitte wurden in einer dritten 

Kohorte auf SNPs, die mit dem BMI assoziiert sind, untersucht. Es wurden 

schlussendlich 13 Gene mit SNPs verifiziert, die eine kausale Rolle in der 

Adipositasentstehung spielen könnten. Die stärkste Assoziation zeigte ein SNP im 

F13A1-Locus, der in der Gerinnungskaskade (Faktor XIII) beteiligt ist [37]. 

Eine neue Methode, die „Genome-wide complex trait analysis (GCTA)“, versucht 

ebenfalls die Diskrepanz zwischen bekannten genetischen Ursachen der Adipositas 

und dem geschätzten genetischen Einfluss zu erklären. Bei der GCTA wird im 

Gegensatz zur GWAS nicht nach der Assoziation von einzelnen SNPs mit einem 

bestimmten Phänotyp gesucht, sondern nach dem gesamten additiven Effekt mehrerer 

bekannter SNPs. In der ersten durchgeführten GCTA zur Adipositas im Kindesalter 

wurde an 2269 Kindern der genetische Einfluss von bekannten SNPs auf den BMI 

untersucht. 30% des genetischen Einflusses auf das Körpergewicht können durch den 

in der GCTA ermittelten additiven Effekt bereits bekannter SNPs erklärt werden [38]. 

2015 stellten Yang et al. eine neue Methode zur Kalkulation der Erblichkeit von 

komplexen Merkmalen vor: GREML-LDMS. Mit GREML-LDMS wurde kalkuliert, dass 

durch 17 Millionen bekannte genetische Varianten aus dem „1000-Genome-Project“ 

27% der Unterschiede im BMI erklärt werden können [39]. 

1.3.3. „Missing heritability“ 
Zwillings- und Familienstudien schätzen die genetische Prädisposition für 

Übergewicht/Adipositas auf 40-70%. Die Ergebnisse bisheriger Genomstudien können 
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diesen hohen genetischen Einfluss nur unzureichend erklären. Dieses Phänomen 

existiert nicht nur für die Adipositas, sondern auch für andere komplexe Erkrankungen 

und wird als „Missing heritability“ bezeichnet [40].  

1.4. Epigenetik 
Auf der Suche nach weiteren genetischen Komponenten, die die „Missing heritability“ 

erklären könnten, wurden auch epigenetische Variationen in Betracht gezogen. 

Die Epigenetik beschreibt Mechanismen, die zur Veränderung der Genexpression ohne 

Veränderung der DNA-Sequenz führen. Eine veränderte Genexpression von Genen, 

die einen Einfluss auf die Körpergewichtsregulation haben, könnten die 

Adipositasentstehung begünstigen. Sollte die Penetranz eines für die 

Körpergewichtsregulation relevanten Gens epigenetisch kontrolliert sein, könnten 

darüber  epigenetische Modifikationen die Entwicklung von Übergewicht ebenfalls 

beeinflussen [41]. 

Es gibt in der Epigenetik zwei wesentliche Mechanismen, die zur Veränderung der 

Transkription eines Gens führen können: die DNA-Methylierung und die 

Histonmodifikation. Die DNA-Methylierung ist der am häufigsten untersuchte 

Mechanismus. 

1.4.1. DNA-Methylierung 
Unter der DNA-Methylierung versteht man die Kopplung einer Methylgruppe an ein 

DNA-Nukleotid, in den meisten Fällen an das Cytosin eines Cytosin-phosphatidyl-

Guanin(CpG)-Dinukleotids (s. Abb. 3). Ein CpG-Dinukleotid entspricht der DNA-

Sequenz 5’-CG-3’. Die Methylierung erfolgt an dem 5. C-Atom des Pyrimidinrings. Es 

entsteht dabei ein 5-Methylcytosin (5mC). Diese Reaktion wird durch das Enzym DNA-

Methyltransferase katalysiert [42]. 

  

Abbildung 3: Schematische Darstellung der DNA-Methylierung 
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Durch die Methylierung eines Cytosins des DNA-Strangs kann die Genexpression 

beeinflusst werden. Methylierungen der DNA in der Promoterregion können dazu 

führen, dass Transkriptionsfaktoren nicht mehr binden können und das Gen nicht 

abgelesen werden kann. Andererseits binden Transkriptionsrepressoren, wie zum 

Beispiel das Methyl-CpG-Binding protein 1 (MeCP1), an methylierte Promoterregionen 

und unterdrücken über Histondeacetylierung die Transkription [43]. Außerdem bildet 

methylierte DNA eine Chromatinstruktur, die die Transkription inhibiert [44].  

CpG-Dinukleotide kommen in der DNA-Sequenz seltener vor, als erwartet. Der CG-

Anteil der DNA liegt bei 40%, sodass ein CpG-Nukleotid mit einer Wahrscheinlichkeit 

von 4% (0,2*0,2=0,04) auftreten müsste. Der tatsächliche CpG-Anteil liegt aber nur bei 

0,8%, was durch die spontane Deamination von methyliertem Cytosin zu Thymin 

erklärbar ist [45]. CpG-Inseln bilden dabei eine Ausnahme. 

CpG-Inseln sind durchschnittlich 1000 Basenpaare lang, haben einen erhöhten CG-

Gehalt und sind reich an unmethylierten CpG-Dinukleotiden [46]. 72% der Promoter im 

Genom sind mit CpG-Inseln assoziiert [47]. Durch Methylierung dieser CpG-

Dinukleotide kann ein Promoter deaktiviert werden.  

1.4.1.1. Entstehung und Aufrechterhaltung der DNA-Methylierung 
Maternale und paternale Gene weisen unterschiedliche DNA-Methylierungsmuster auf. 

Kurz nach der Befruchtung werden durch einen zweistufigen Prozess die DNA-

Methylierungen entfernt. Der paternale Pronukleus wird innerhalb von acht Stunden 

nach der Fertilisation vor der ersten Zellteilung aktiv demethyliert. Der maternale 

Pronukleus wird innerhalb der ersten Zellteilungen langsamer demethyliert (s. Abb. 4) 

[48]. Die Remethylierung erfolgt ab dem Blastozystenstadium durch die DNA-

Methyltransferasen DNMT3A und DNMT3B [49]. Die DNA-Methyltransferase DNMT1 

erhält die DNA-Methylierung über die Lebenszeit [50]. Eine gezielte Mutation in der 

murinen DNA-Methyltransferase führt zu einer Demethylierung und Letalität im 

Embryonalstadium und beweist die zentrale Bedeutung der DNA-Methylierung für das 

Überleben [51]. DNA-Methylierung spielt im Rahmen von Inaktivierung von 

Transposonen, X-Chromosom-Inaktivierung und Imprinting eine wichtige Rolle. 
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Abbildung 4: DNA-Methylierung der Keimzellen: Demethylierung der Urkeimzelle à  geschlechtsspezifische 
Remethylierung während der Reifung der Keimzellen à  schnelle paternale Demethylierung nach 
Befruchtung, langsamere maternale Demethylierung à  Remethylierung ab dem Blastozystenstadium 
(GV=Germinalvesikel) Abbilung modifiziert nach[52] 

	

1.4.1.2. DNA-Methylierung im Rahmen von genomischen Imprinting 
DNA-Methylierung kann zum Imprinting eines Gens führen. Imprintete Gene zeichnen 

sich dadurch aus, dass die Genexpression nur von dem paternalen oder nur von dem 

maternalen Allel erfolgt. Bei einem paternal imprinteten Gen ist die Transkription des 

paternalen Allels zum Beispiel durch Methylierung unterdrückt und die Genexpression 

erfolgt vom maternalen Allel [53]. Die Etablierung des Imprintings erfolgt während der 

Keimzellentwicklung und wird anschließend aufrechterhalten. Insbesondere von der De- 

und Remethylierung nach der Befruchtung sind imprintete Gene unbeeinträchtigt 

(s.Abb. 4 grüne Linie) [54]. Imprinting zeigt sich sehr stabil im Laufe des Lebens [55]. 

Fehlerhaftes Imprinting kann zu syndromalen Erkrankungen führen. Ein Verlust des 

maternalen Imprintings im IGF2-Gen führt zum Beckwith-Wiedemann-Syndrom, das 

sich durch Großwuchs, Organvergrößerung und eine Prädisposition für embryonale 

Tumoren kennzeichnet [56]. Beim Prader-Willi-Syndrom kommt es in der maternal 

imprinteten Region von Chromosom 15q11-q13 in 70% der Fälle zu einer Deletion der 

aktiven paternalen Region, in 25% zu einer maternalen Disomie und beim Rest zu 

Imprintingdefekten, die ein Modell für einen primär epigenetischen Defekt darstellen. 

Das Prader-Willi-Syndrom ist gekennzeichnet durch Hyperphagie mit früh-manifester 

Adipositas, Hypotonie und kognitiven Defiziten [57]. 
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1.4.1.3. Variabilität und Stabilität der DNA-Methylierung 
Monozygote Zwillinge sind in ihrer genomischen DNA-Sequenz nicht voneinander zu 

unterscheiden und trotzdem weisen sie phänotypisch Unterschiede auf. Man versuchte 

diese phänotypischen Unterschiede durch interindividuelle Variabilität in der DNA-

Methylierung zu erklären. In einem genomweiten Vergleich der DNA-Methylierung 

unterschieden sich erwachsene monozygote Zwillinge in 0,087-1,53% der über 450.000 

untersuchten CpG-Positionen [58]. In der Diskussion um die Entstehung dieser 

epigenetischen Variabilität gibt es zwei gegensätzliche Theorien: 

Die eine geht davon aus, dass das DNA-Methylierungsmuster angeboren, 

interindividuell verschieden und stabil über die Lebenszeit ist. Die andere gibt an, dass 

sich das Epigenom dynamisch verhält und Umwelteinflüsse im Laufe der Zeit zu 

epigenetischen Veränderungen und diese möglicherweise zur Entstehung von 

Krankheiten führen [59]. Für beide Annahmen gibt es Beispiele. 

1.5. Epigenetik als dynamischer Prozess 

1.5.1. Studien an Erwachsenen 
Ob epigenetische Varianten ein dynamisches oder stabiles Verhalten über die Zeit 

darstellen, wurde gehäuft an monozygoten Zwillingen erforscht, da diese gleich alt sind, 

sich unter gleichen intrauterinen Bedingungen entwickelt haben, unter gleichen 

Bedingungen aufgewachsen sind und einen identischen genetischen Code haben und 

trotzdem phänotypische Unterschiede aufweisen. In einer Querschnittsstudie haben 

Fraga et al. 2005 monozygote Zwillingspaare verschiedenen Alters untersucht und 

festgestellt, dass die epigenetische Variabilität älterer monozygoter Zwillinge 

ausgeprägter war als die jüngerer Paare. Auch die Unterschiede in der Genexpression 

eines Zwillingspaares waren mit 50 Jahren größer als mit drei Jahren. Dieses 

Phänomen wurde als „epigenetic drift“ bezeichnet. Als Ursachen wurden sowohl 

externe Faktoren wie Rauchen, physische Aktivität, Diät und Lifestyle als auch interne 

Faktoren wie fehlerhafte Übertragung bei Zellteilung hypothetisiert [60]. Von 111 

Probanden der „Age/Gene/Environment Susceptibility“ (AGES) Reykjavik Study zeigten 

63% eine Methylierungszunahme oder -abnahme von mindestens 5% innerhalb von elf 

Jahren. Bei der Analyse des Methylierungsverhaltens innerhalb von Familien, die von 

der gleichen Arbeitsgruppe ausgeführt wurde, zeigte sich bei 40% der Probanden ein 

Methylierungsunterschied von ≥5% innerhalb von 16 Jahren. Mitglieder einer Familie 
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zeigten dabei ähnliche Methylierungsdynamiken[61].  

In einer größer angelegten Studie mit 230 Paaren monozygoter Zwillinge im Alter von 

18-89 Jahren wurde ebenfalls eine Zunahme interindividueller epigenetischer 

Unterschiede innerhalb eines Zwillingspaares mit steigendem Alter festgestellt. Die 

intraindividuelle Veränderung der DNA-Methylierung über einen Zeitraum von 10 

Jahren war vergleichbar mit der Variabilitätszunahme der Querschnittsstudie [62]. 

1.5.2. Studien im Kindesalter 
Es wird hypothetisiert, dass die Dynamik der DNA-Methylierung im Kindesalter 

ausgeprägter ist als im Erwachsenenalter [63]. In einer longitudinalen Untersuchung an 

ein- und zweieiigen Zwillingen von Geburt bis zum Alter von 18 Monaten zeigt sich ein 

intraindividuelles dynamisches Methylierungsverhalten bei 1/3 der untersuchten CpG-

Positionen, 2/3 zeigten sich stabil. Einige Zwillingspaare wurden in ihrem 

Methylierungsmuster unterschiedlicher, andere blieben stabil und einige wurden 

ähnlicher über die Zeit. Am häufigsten zeigte sich Variabilität in Genen assoziiert mit 

Entwicklungsprozessen. Die intraindiviuelle Veränderung der DNA-Methylierung über 

die Zeit zeigte sich größer als die Zunahme der Methylierungsdiskordanz innerhalb 

eines Zwillingspaares. Dadurch wird die Hypothese unterstützt, dass individuelle 

Umweltfaktoren und stochastische Faktoren verantwortlich sind für den dynamischen 

Prozess [64]. Die Untersuchung dreier DNA-Loci assoziiert mit psychiatrischen 

Erkrankungen in dizygoten und monozygoten Zwillingen an zwei Zeitpunkten (5 und 10 

Jahre) zeigte ein dynamisches Methylierungsverhalten in der Kindheit. Dabei wiesen 

monozygote Zwillinge hohe Unterschiede im Methylierungsverhalten auf [65]. In der 

bisher längsten longitudinalen Untersuchung ab Geburt, wurden bei zehn gesunden 

Mädchen 485.577 CpG-Positionen bis zu einem Alter von fünf Jahren untersucht. An 

794 CpG-Positionen (0,16% der insgesamt analysierten CpGs) wurde ein 

Methylierungsunterschied im Laufe der Zeit festgestellt. Die betroffenen CpG-

Positionen befanden sich gehäuft in Genen, welche mit der Entwicklung, neuronalen 

Prozessen und der Immunfunktion assoziiert waren [66].  
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1.6. Epigenetische Stabilität 

1.6.1. Metastabile Epiallele als Beispiel für epigenetische Stabilität 
Insgesamt zeigten die oben aufgeführten Studien, dass sich nur ein geringer Anteil an 

CpG-Positionen dynamisch verhält. Somit wurde die Annahme, dass epigentische 

Variationen stabil sind, weiter untersucht. Ein Beispiel epigenetischer Stabilität sind 

metastabile Epiallele. Sie definieren sich wie folgt: Ein Epiallel zeichnet sich dadurch 

aus, dass eine gleichbleibende genomische DNA-Sequenz durch verschiedene 

epigenetische Konfiguration modifiziert sein kann. Diese verschiedenen epigenetischen 

Konfigurationen resultieren in phänotypischen Unterschieden. Ein Epiallel ist metastabil, 

wenn die epigenetische Konfiguration bei der de novo Methylierung im 

Blastozystenstadium stochastisch etabliert wird (siehe Abb.4 Seite 14) und diese 

Konfiguration im Laufe des Lebens stabil bleibt [67]. Metastabile Epiallele sind mit 

Transposonen assoziiert [68] und beeinflussbar durch die periconceptionelle maternale 

Nährstoffaufnahme [69]. 

Ein Beispiel eines metastabilen Epiallels der Maus ist das viable yellow agouti Allel 

(Avy), das zur Entwicklung von gelbem Fell, Übergewicht und Tumoranfälligkeit führt 

[70]. Es zeichnet sich durch die Insertion eines Intracisternal A particle (IAP) 

Retrotransposon am 5’-Ende des Agouti(A)-Allels aus. Das murine Agouti(A)-Gen 

kodiert für ein Signalmolekül, das in Melanozyten von Haarfollikeln die Synthese von 

gelben Phäomelanin anstatt von schwarzem Eumelanin initiiert. Das Agouti(A)-Allel wird 

in Wildtypmäusen kurzzeitig während des Haarwachstums exprimiert, sodass ein heller 

Streifen auf jedem schwarzen Haar entsteht und das Fell braun wirkt [71]. Mäuse, die 

das mutierte viable yellow agouti Allel (Avy ) heterozygot tragen (Avy/a), variieren in 

ihrem Phänotyp. Ihre Fellfarbe kann zwischen gelb über braun oder schwarz gefleckt 

auf gelbem Untergrund bis hin zur Aguotifarbe der Wildtyp-Mäuse, welches dann als 

„pseudoagouti“ bezeichnet wird, variieren. Avy /a Mäuse mit braun-gelb-gefleckten Fell 

entwickeln Übergewicht und sind anfällig für Tumore. Avy /a Mäuse mit „pseudoagouti“- 

Fell werden nicht übergewichtig und haben kein erhöhtes Tumorrisiko [72, 73].	 Die 

unterschiedlichen Phänotypen bei gleichem Genotyp sind durch 

Methylierungsunterschiede im Avy – Allel zu erklären. Schlanke Avy /a Mäuse mit 

dunklem Fell wiesen eine erhöhte Methylierungsrate und somit Repression des Gens 

auf [73]. Am Beispiel des Avy  -Allels konnte ein Zusammenhang zwischen der DNA-

Methylierung und der Fellfarbe sowie dem Körpergewicht festgestellt werden [74, 75] 
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Anhand des Avy – Allels wurde gezeigt, dass metastabile Epiallele durch 

Umwelteinflüsse während ihrer Etablierung in der frühen embryonalen Entwicklung 

beeinflusst werden können. Muttertiere, die eine Nahrungsergänzung in Form von 

Methylspendern (Folsäure, Vitamin B12, Cholinchlorid und anhydrous Betain) erhielten, 

bekamen mehr „pseudoagouti“ Nachwuchs. Der Nachwuchs der supplementierten 

Mütter wies eine höhere Methylierungsrate im Avy – Allel am 21. Lebenstag auf. Die 

erhöhte Methylierungsrate wurde in allen Gewebetypen identifiziert und war bis zum 

100. Lebenstag stabil. Waterland und Jirtle schlussfolgerten, dass das Epigenom an 

den untersuchten CpG-Positionen des metastabilen Epiallels zum Zeitpunkt der 

Etablierung durch die Supplementierung mit Methyldonatoren beeinflusst werden kann. 

Danach zeigten sich die gesetzten epigenetischen Markierungen stabil [74].  

1.6.1.1. Humane metastabile Epiallele und der Einfluss periconceptioneller 
Nährstoffzufuhr 
Die ersten humanen metastabilen Epiallele wurden 2010 von Waterland et al. 

identifiziert. An den identifizierten Loci wiesen monozygote Zwillinge keine 

Gemeinsamkeiten auf. Dies deutet auf keinen genetischen Einfluss sondern eher auf 

eine stochastische Verteilung epigenetischer Marker an diesen Loci hin. Der Einfluss 

periconceptioneller, maternaler Nährstoffzufuhr auf die Etablierung des Epigenoms 

wurde anhand von Kindern aus ländlichen Regionen in Gambia untersucht. Die Kinder 

von Müttern, die in der nährstoffarmen Regenzeit schwanger wurden, wiesen im 

Vergleich zu Kindern, die während der nährstoffreichen Trockenzeit gezeugt wurden, 

eine signifikant höhere Methylierungsrate in den vermuteten metastabilen Epiallelen auf 

[76]. In einer zweiten Studie wurde gezeigt, dass die mütterlichen Plasmaspiegel von 

Nährstoffen des Methylstoffwechsels während der Konzeption einen Einfluss auf die 

Methylierungsrate des Nachwuchses haben [77]. 

1.6.1.2. Der Einfluss von periconceptioneller Nährstoffzufuhr auf das Epigenom 
am Beispiel „Dutch Hunger Winter“  
Ein weiteres Beispiel für den Einfluss von Umweltbedingungen auf das Epigenom zum 

Zeitpunkt der Konzeption sind Individuen, die während des niederländischen 

Hungerwinters 1944/45 gezeugt wurden. Bei ihnen wurde eine Assoziation zwischen 

pränatalem Hunger und einem erhöhten BMI bei Frauen, erhöhten Gesamtcholesterin- 

und LDL-Cholesterinwerten sowie einer abnormen Glukosereaktion gefunden. Um 

diese phänotypischen Besonderheiten zu erklären, haben Heijmans et al. 2008 nach 
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epigenetischen Ursachen gesucht. Bei der Untersuchung der Probanden über 60 Jahre 

nach der Exposition wiesen diese im Vergleich zu ihren gleichgeschlechtlichen 

Geschwistern, die nicht vorgeburtlichem Hunger ausgesetzt waren, eine geringere 

Methylierung im imprinteten IGF2-Gen auf. Dieser Unterschied trat nur bei 

Hungerexposition während oder kurz nach der Konzeption auf, bei Hungerexposition in 

der späteren Schwangerschaft war kein Methylierungsunterschied feststellbar [78].  

Insgesamt zeigen die Studien an Mäusen und Menschen, dass Umwelteinflüsse einzig 

zum Zeitpunkt der Konzeption von Bedeutung für die epigenetische Konfiguration der 

metastabilen Epialle sind. Danach zeigen sich diese stabil. 

1.6.2. Epigenetische Stabilität außerhalb von metastabilen Epiallelen 
Die Stabilität der DNA-Methylierung wurde auch abseits von metastabilen Epiallelen 

betrachtet. Dazu haben Talens et al. 2010 an 16 Loci in 30 Probanden die DNA-

Methylierung auf interindividuelle Variabilität und Stabilität über die Zeit sowie 

Variabilität in verschiedenen Ursprungsgeweben untersucht. Sie fanden eine hohe 

interindividuelle Variabilität, die zumeist über einen längeren Zeitraum stabil war und 

eine Korrelation von DNA-Methylierungsmustern in verschiedenen Ursprungsgeweben 

[79]. In einer ersten prospektiven Studie, in der die DNA-Methylierung an Kindern von 

Geburt bis zum Alter von zwei Jahren untersucht wurde, konnte nur in 0,5% der 

untersuchten CpG-Positionen eine longitudinale Veränderungen gezeigt werden [80]. In 

einer anderen Studie zur Stabilität epigenetischer Markierungen wurden sowohl stabile 

als auch dynamische CpG-Positionen entdeckt. Dabei wurden in 74 Probanden aus der 

AGES (Age, Gene/Environment Susceptibility)-Kohorte ~4.5 Mio CpG-Positionen 

untersucht und 227 „variable methylated regions (VMRs)“ identifiziert. Die Hälfte dieser 

VMRs war stabil über einen Zeitraum von elf Jahren [59]. 

Ein weiteres Beispiel epigenetischer Stabilität stellen imprintete Gene (s.a. Abschnitt 

1.4.1.2.) dar [55] . Ein häufig analysiertes imprintetes Gen ist das GNASAS-Gen. Eine 

Querschnittstudie zeigte, dass ältere monozygote Zwillinge, die sich im Rahmen dieser 

Studie an einigen Loci epigenetisch unterschiedlicher darstellten als jüngere 

monozygote Zwillingspaare, nicht verschiedener am GNASAS-Locus waren. Auch in 

einer longitudinalen Untersuchung zeigte sich keine Zunahme der interindividuellen 

Variabilität der monozygoten Zwillinge [62].  
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1.7. Epigenetik und die Regulation des Körpergewichts 
Zur weiteren Aufschlüsselung des hohen genetischen Einflusses auf die 

Körpergewichtsregulation, wurde auch nach epigenetischen Variationen gesucht, die 

über ihren Einfluss auf die Genexpression eine Rolle spielen könnten. In der oben 

bereits beschriebenen Studie von Feinberg et al. wurden bei 74 Probanden ca. 4,5 Mio 

CpG-Positionen neben ihrer Stabilität auf ihre Kovarianz zum BMI in einer 

zweizweizeitigen Untersuchung im Abstand von elf Jahren untersucht. Es wurden 13 

mit dem BMI assoziierte „variable methylated regions (VMRs)“ entdeckt. Vier davon 

wiesen sowohl zum Zeitpunkt der Untersuchung als auch 11 Jahre zuvor eine 

Kovarianz mit dem BMI auf. Alle VMRs waren in oder in der Nähe von Genen lokalisiert, 

die bereits mit der Gewichtsregulation oder Diabetes assoziiert worden waren [59]. 

Dick et al. haben in einer großen genomweiten Studie die Relation von DNA-

Methylierung und dem BMI in zwei Kohorten untersucht. Dabei haben sie drei CpG-

Positionen gefunden, bei denen eine erhöhte Methylierungsrate mit einem erhöhten 

BMI in beiden Kohorten assoziiert werden konnte. Alle drei CpG-Positionen befanden 

sich im Intron des HIF3A-Gens. Die Assoziation ließ sich nicht nur in DNA-Material 

gewonnen aus Blut, sondern auch in DNA-Material gewonnen aus Adipozyten 

darstellen [81]. In einer weiteren epigenomweiten Untersuchung wurden acht CpG-

Positionen, die mit dem BMI assoziiert sind und fünf CpG-Positionen, die mit dem 

Taillenumfang assoziiert sind, entdeckt [82]. 

1.7.1. Epigenetische Kandidatengenstudie am POMC-Gen 
Epigenetische Modifikationen können über ihren Einfluss auf die Genexpression einen 

Beitrag zur Krankheitsentstehung leisten [41]. Es wurde am POMC-Gen gezeigt, dass 

es sowohl Mutationen gibt, die zu Übergewicht führen [33], als auch SNPs, die mit dem 

BMI assoziiert sind [35]. Das POMC-Gen wurde deshalb für eine epigenetische 

Kandidatengenstudie ausgewählt, bei der nach CpG-Positionen gesucht wurde, deren 

Methylierungsstatus mit dem Körpergewicht korreliert. Dazu wurde der 

Methylierungsstatus von CpG-Positionen innerhalb von zwei CpG-Inseln untersucht. 

Die eine CpG-Insel ist in der Promoterregion des POMC-Gens lokalisiert und mit 

Ausnahme von zwei „Methylierungs-Peaks“ hypomethyliert. Die zweite CpG-Insel 

befindet sich am Intron2/Exon3-Übergang. Sie zeigt in normalgewichtigen Erwachsenen 

im Intron 2 eine Hypermethylierung, die in eine Hypomethylierung im Exon 3 übergeht.  

Diese Methylierungsmuster konnten nicht nur in peripheren Blutzellen, sondern auch in 
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MSH-positiven Neuronen des hypothalamischen Nucleus Arcuatus, die in der 

Körpergewichtsregulation eine entscheidende Rolle spielen, identifiziert werden. 

Das Methylierungsmuster der beiden CpG-Inseln von 71 übergewichtigen Kindern 

wurde mit dem von 36 normalgewichtigen Kindern verglichen. In der ersten CpG-Insel 

zeigten sich keine Methylierungsunterschiede. Übergewichtige Kinder zeigten an der 

CpG-Insel am Intron2/Exon3-Übergang eine Extension der Hypermethylierung des 

Introns 2 in den normalerweise hypomethylierten Bereich des Exon 3 (s. Abb. 5) Dieser 

Unterschied konnte in einer zweiten Kohorte mit 100 übergewichtigen und 54 

normalgewichtigen Kindern verifiziert werden. In 21 Probanden, die eine Adipositas im 

Alter von 13 bis 20 Jahren entwickelten, wurde die DNA-Methylierung im Alter von 5-13 

Jahren mit der DNA-Methylierung nach der Adipositasentwicklung verglichen. Acht der 

untersuchten Probanden zeigten ein stabiles Methylierungsverhalten. 

In der Untersuchung der Auswirkung der Hypermethylierung im Exon 3 auf die 

Genexpression zeigte sich, dass sie die Bindung des Transkriptionsfaktors P300 

behindert und zu einer verminderten Genexpression führt. Es zeigte sich weiterhin, 

dass die Hypermethylierung eventuell durch Alu-Sequenzen des Introns 2 initiiert wird, 

da sich diese CpG-Positionen in Spezies ohne Alu-Sequenzen (Mäuse, Lemuren) 

hypomethyliert zeigten [83]. 

	

Abbildung 5: Hypermethylierung im Exon 3 (beginnend ab CpG-Position 1) des POMC-Gens bei 
übergewichtigen/adipösen Jugendlichen (PBC=peripheral blood cell) [83] 
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2. Fragestellung dieser Arbeit 
In Familien- und Zwillingsstudien konnte ein hoher genetischer Einfluss auf die   

Entwicklung von Adipositas gezeigt werden. Monogenetische Untersuchungen und 

Einzelnukleotidpolymorphismen konnten die molekulare Ursache nur unzureichend 

erklären. In der Folge wurden epigenetische Modifikation, die über ihren Einfluss auf die 

Genexpression eine Bedeutung für die Adipositasentstehung haben könnten, 

untersucht. Die DNA-Methylierung ist dabei die am häufigsten untersuchte 

epigenetische Modifikation. Bei einer Assoziation zwischen dem Körpergewicht und der 

DNA-Methylierung ist es schwer zu differenzieren, ob das DNA-Methylierungsmuster 

Folge oder Ursache des erhöhten Körpergewichtes ist. Das beruht auf der Tatsache, 

dass die Untersuchung der Stabilität der DNA-Methylierung über die Lebenszeit bisher 

zwei gegensätzliche Verhaltensmuster gezeigt hat: Es gibt Genloci, die ein 

dynamisches DNA-Methylierungsverhalten aufzeigen und sich über die Zeit verändern 

und es gibt sogenannte metastabile Epiallele, imprintete Gene und andere Genloci, die 

stabil in ihrer DNA-Methylierung sind.   

Eine mit dem BMI assoziierte veränderte DNA-Methylierung kann durch den hohen BMI 

entstanden sein oder seit der frühen Embryonalentwicklung bestehen und die 

Entwicklung von Adipositas begünstigen. 

Auf der Suche nach epigenetischen Modifikationen mit Einfluss auf das Körpergewicht 

wurde am Institut für Experimentelle Pädiatrische Endokrinologie eine epigenetische 

Kandidatengenstudie des POMC-Gens durchgeführt. Es wurde eine Assoziation der 

DNA-Methylierung des POMC Intron2/Exon3-Übergangs mit dem BMI beschrieben. 

 

Im Rahmen dieser Dissertation sollte die Stabilität der DNA-Methylierung dieses 

POMC-Locus untersucht werden. Es sollte dazu die DNA-Methylierung bei Geburt mit 

der DNA-Methylierung zu einem späteren Zeitpunkt im Kindes-, Jugend- oder frühen 

Erwachsenenalter verglichen werden.   

Dabei sollten folgende Fragen untersucht werden: 

1) Die Bestimmung der DNA-Methylierung bei Geburt sollte anhand von DNA 

gewonnen aus einer Neugeborenenscreeningkarte erfolgen. Das 

Neugeborenenscreening wird in Deutschland routinemäßig wenige Stunden 

nach der Geburt durchgeführt. Es gehört zur U2-Vorsorgeuntersuchung. Es 

sollte zunächst gezeigt werden, dass die aus dem Trockenblut einer 
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Neugeborenenscreeningkarte extrahierte DNA für eine Analyse der DNA-

Methylierung mittels Pyrosequenzierung verwendet werden kann. Dazu sollte 

zunächst die DNA-Extraktion aus dem Trockenblut, die 

Natriumbisulfitumwandlung, die DNA-Amplifikation mittels PCR und 

schlussendlich die Pyrosequenzierung erfolgen.  

2) Die Bestimmung der DNA-Methylierung im späteren Leben (Kindes-, Jugend- 

oder frühes Erwachsenenalter) sollte anhand einer EDTA-Blutprobe erfolgen. 

3) Die Methodik sollte anhand eines stabilen Locus validiert werden. Dazu sollten 

am Exon 1 des imprinteten GNASAS-Gens die CpG-Positionen 1 bis 5 

untersucht werden. 

4) Für die Untersuchung der Stabilität des POMC-Locus sollte die DNA-

Methylierung der CpG-Positionen -2 bis 5 des Intron2/Exon3-Übergangs 

untersucht werden.  

5) Sollte sich die DNA-Methylierung am POMC-Locus stabil zeigen, sollte überprüft 

werden, ob anhand der DNA-Methylierung zum Zeitpunkt der Geburt 

Rückschlüsse auf die BMI-Entwicklung gezogen werden können. 

6) In Querschnittsstudien wiesen ältere monozygote Zwillingspaare größere DNA-

Methylierungsunterschiede auf als jüngere Zwillingspaare. Die rekrutierten 

Probanden waren zum Zeitpunkt der EDTA-Blutentnahme unterschiedlich alt. Es 

sollte auch bei nachgewiesener Stabilität untersucht werden, ob sich ein Einfluss 

des Alters auf die DNA-Methylierung zeigt. 
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3. Material und Methoden 
3.1. Material 

3.1.1. Probanden 
Die Probanden wurden im Zeitraum von 2011 bis 2015 im Rahmen der 

Adipositassprechstunde und der allgemeinen endokrinologischen Ambulanz des 

Charité-Universitätsklinikums Berlins rekrutiert. Das einzige Ausschlusskriterium war ein 

anderer Geburtsort als Berlin.  

Allen Probanden wurde EDTA-Vollblut entnommen. Zusätzlich wurde von allen 

Probanden die Neugeborenenscreeningkarte im Neugeborenenscreeninglabor des 

Labors Berlin herausgesucht. Die Neugeborenenscreeningkarte wird in Deutschland im 

Rahmen der U2 Untersuchung und in aller Regel 36-72h nach der Geburt angelegt. 

Dabei wird den Neugeborenen Blut aus der Ferse oder selten aus der Vene 

entnommen. Mit dem Blut wird eine Filterpapierkarte durchtränkt. Das Trockenblut wird 

im Labor auf angeborene Hormon- und Stoffwechselerkrankungen untersucht, die eine 

schnelle Behandlung erfordern (z.B. Konnatale Hypothyreose). 

3.1.2. Primer 
	
Tabelle 1: DNA-Sequenzen der verwendeten PCR-und Sequenzierungs-Primer	

Gen Primer Typ Sequenz 
POMC hPF31_F fwd GTGGTAAGATTTTAGATGTTTA 
 hPF35bR rev Btn-AAAATAACCCATAACRTACTTC 
  hPOMC3bis_

S2_F 
seq GGTTGTTTTTATGTTTT 

GNASAS hGNASAS-
F1 

fwd TGGGTAGGGGTTATGTTAATTAAGGTT 

 hGNASAS-
R1 

rev Btn-
AACCCTAAAAATCTTCTTACTCCTCACCTTAC 

 hGNASAS-
S1 

seq GGGTGGGAGGTTTAATA 

(fwd= forward primer/Vorwärtsprimer, rev= reverse primer/Rückwärtsprimer, seq= seuquencing 

primer/Sequenzierungsprimer) 
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3.1.3. Kits 
Kit Verwendung Firma 

Maxwell® 16 LEV Blood 

DNA Kit 
DNA-Extraktion EDTA-Blut Promega, Fitchburg, 

USA 

QIAamp® DNA Blood 

Mini Kit 
DNA-Extraktion 

Neugeborenenscreeningkarte 

Qiagen, Venlo, NL 

EZ DNA Methylation™Kit Bisulfitumwandlung Zymo Research, 

Irvine, USA 

3.1.4. Chemikalien, Lösungen und Puffer 
Chemikalie Firma Firmensitz 

Reinst. Ethanol J.T. Baker J.T. Baker 

High performance liquid 

chromatography(HPLC)-H20 

Carl Roth Karlsruhe, DE 

DNA Leiter Easy Ladder I Bioline London, UK 

Agarose NEEO Ultra-Qualität Carl Roth Karlsruhe, DE 

10x Tris-Borat-EDTA(TBE)-Puffer 

20x Tris-EDTA(TE)- Puffer 

Carl Roth 

Promega 

Karlsruhe, DE 

Fitchburg, WI,USA 

Lambda DNA Standard 100µg/ml Promega Fitchburg, WI,USA 

QuantiFluor®dsDNA Dye 200x Promega Fitchburg, WI, USA 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Bioline London, UK 

PCR Reaction Buffer Colorless Bioline London, UK 

Desoxyribonukleosidtriphosphate 

(dNTP) 

Bioline London, UK 

MangoTaq Bioline London, UK 

UltraPure™ Ethidium Bromid 1% ThermoFischer Waltham, MA, USA 

Loading Dye Laboreigen  

Primer (s. Tabelle 1 S.24)   

Beads Agencourt® AMPure XP Beckman Coulter Brea, CA, USA 

Pyromark Q24 Advanced CpG 

Reagents (Enzyme Mix, Substrate 

Mix, Nukleotide, Binding Buffer, 

Annealing Buffer) 

Qiagen Venlo,NL 
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Pyromark Denaturation Buffer Qiagen Venlo, NL 

Pyromark Wash Buffer Qiagen Venlo, NL 

 

Streptavidin Sepharose High 

Performance 

 

GE-Healthcare 

 

GE-Healthcare 

Buffer EB (elution buffer) Qiagen Venlo, NL 

 

3.1.5. Geräte 
Gerät Firma Firmensitz 

Maxwell® IVD Instrument Promega Fitchburg, WI, USA 

Quantus™ Fluorometer Promega Fitchburg, WI, USA 

ThermoMixer®F1.5 Eppendorf Hamburg, DE 

ThermoMixer®FP Eppendorf Hamburg, DE 

Mastercycler®nexus Eppendorf Hamburg, DE 

Zentrifuge 5417R Eppendorf Hamburg, DE 

Pyromark Q24 Advanced Qiagen Venlo, NL 

Pyromark Q24 Vacuum Workstation Qiagen Venlo, NL 

Gelkammer Compact XS/S Biometra Göttingen, DE 

Geldokumentationssystem Gene 

FLASH 

Syngene Cambridge, UK 

 
3.2. Methoden 

3.2.1. Richtlinien 
Die Satzung der Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Arbeit wurde beachtet. 

Die Eltern der Patienten sowie die Patienten selber haben in die Untersuchung 

eingewilligt. Für die Studie liegt der Ethikantrag mit folgender Nummer vor: EA2/116/10 

3.2.2. DNA-Extraktion 
Die Extraktion genomischer DNA aus EDTA-Blut erfolgte mit Hilfe des Maxwell® 16 

LEV Blood DNA Purification Kit nach Anweisung des Herstellers. Dazu wurden 300µl 

EDTA-Vollblut mit 300µl Lysepuffer und 30µl Proteinase K bei 56°C und 500rpm für 20 

Minuten im ThermoMixer® inkubiert. Anschließend wurde die komplette Lyse in eine 
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Maxwell®-Kartusche überführt. Die weitere Extraktion, Aufreinigung und Elution erfolgte 

automatisch im Maxwell® IVD Instrument. 

Die Extraktion genomischer DNA aus dem Trockenblut von 

Neugeborenenscreeningkarten erfolgte mit Hilfe des QIAamp® DNA Blood Mini Kit 

nach Anweisung des Herstellers. Dazu wurde das Trockenblut der 

Neugeborenenscreeningkarte in zwei bis sieben Stanzen mit einem Durchmesser von 3 

mm unterteilt. Diese wurden mit 20µl Proteinase K und 180µl Lysepuffer versetzt und 

bei 56°C im ThermoMixer® bei 900 rpm für 1h inkubiert. Nach Zugabe eines zweiten 

Lysepuffers und 1µl Carrier RNA erfolgte eine zweite Inkubation im ThermoMixer® bei 

70°C für 10 Minuten. Danach erfolgte eine Säulenaufreinigung und anschließend die 

Elution der DNA. 

3.2.3. DNA-Quantifikation 
Um den Erfolg der DNA-Extraktion zu überprüfen und die extrahierte DNA-Menge zu 

bestimmen, wurde eine fluoreszenzbasierte Quantifizierung der DNA mittels Quantus™ 

Fluorometer durchgeführt. Dabei wird die DNA mit einem Fluoreszenzfarbstoff versetzt, 

der an doppelsträngige DNA bindet und bei Anregung mit Licht einer bestimmten 

Wellenlänge fluoresziert. Die DNA-Konzentration in der Probe korreliert dabei mit der 

Fluoreszenz. Das Quantus™ Fluorometer muss vor der Messung von Proben mit einer 

Standard-DNA mit einer Konzentration von 100ng/µl und einem Nullwert kalibriert 

werden. Anhand der entstandenen Kalibrationsgerade und dem Fluoreszenzwert der 

Probe errechnet das Fluorometer die DNA-Konzentration der Probe. Es wurde 1µl der 

eluierten DNA zur DNA-Quantifikation verwendet. QuantiFluour®dsDNA Dye wurde in 

1xTE-Puffer auf einfache Konzentration verdünnt. 100µl dieser Lösung wurden 99µl 

1xTE-Puffer und 1µl DNA zugefügt. Nach 5-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur 

wurde die Probe im Quantus™ Fluorometer gemessen. 

3.2.4. Bisulfitumwandlung 
Zum Nachweis von Methylcytosin wurde die DNA mit Natriumbisulfit behandelt. Dabei 

wird die DNA-Base Cytosin zur RNA-Base Uracil deaminiert. 5’-Methylcytosin ist vor 

dieser Umwandlung geschützt. Uracil wird in der nachfolgenden PCR als Thymin 

amplifiziert (s. Abb. 6). Vergleicht man die DNA-Sequenz vor Bisulfitumwandlung mit 

der DNA-Sequenz nach Bisulfitumwandlung, kann somit ein methyliertes Cytosin von 

einem unmethylierten Cytosin unterschieden werden. 
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Taucht an einer Position in der DNA-Sequenz ein Thymin auf, wo sich vor der 

Bisulfitumwandlung ein Cytosin befand, war dieses Cytosin nicht methyliert. Nur bei 

einem methylierten Cytosin befindet sich auch nach der Bisulfitumwandlung noch ein 

Cytosin an gleicher Stelle in der DNA-Sequenz. 

	
Abbildung 6: Darstellung der Deaminierung des Cytosins zu Uracil im Rahmen der Bisulfitbehandlung. Bei 
der DNA-Replikation während der PCR wird das Uracil dann als Thymin amplifiziert 

Die Bisulfitumwandlung erfolgte mittels EZ DNA Methylation™Kit nach Protokoll des 

Herstellers. Die DNA wurde mit einem Denaturierungspuffer für 15 Minuten bei 37°C 

inkubiert. Anschließend erfolgte die Natriumbisulfitzugabe. Die DNA wurde mit dem 

Natriumbisulfit für 16h bei 50°C inkubiert. Es folgte sofort danach eine Inkubation bei 

4°C für 10 Minuten. Danach wurde die DNA mit Hilfe einer Säule gereinigt. Die 

Entsulfatierung erfolgte ebenfalls in der Säule und benötigte eine 20-minütige 

Inkubation bei Raumtemperatur. Nach erneuter Reinigung der DNA kam es 

schlussendlich zur Elution. 

3.2.5. Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Vervielfältigung eines bestimmten DNA-

Abschnitts, der durch die Zugabe von einem Vorwärts- und einem Rückwärtsprimer 

festgelegt wird. Soll das PCR-Produkt später mittels Pyrosequenzierung sequenziert 

werden, wird der Rückwärtsprimer mit einem Biotin versehen, sodass der 3’à5’ DNA-

Strang (nicht kodogener Strang) markiert ist. Dieser wird später bei der Vorbereitung 

zur Pyrosequenzierung herausgefiltert und für die Sequenzierung verwendet. So wird 

der 5’à3’-DNA-Strang (kodogener Strang) sequenziert. Für die DNA gewonnen aus 
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dem Trockenblut der Neugeborenenscreeningkarte wurde die gleiche PCR angewandt 

wie für die aus dem EDTA-Blut gewonnene DNA.  

3.2.5.1. PCR GNASAS 
Ein CpG-reicher Abschnitt mit einer Länge von 353 Basenpaaren (Bp) innerhalb des 

GNASAS-Gens wurde amplifiziert. Es wurde als forward Primer hGNASAS-F1 und als 

reverse Primer hGNASAS-R1 (s.Materialien) verwendet. Es wurden pro Patient zwei 

Reaktionsansätze pipettiert, wobei einmal 5µl der aus der Neugeborenenscreeningkarte 

extrahierten DNA und einmal 2,5µl der aus dem EDTA-Blut extrahierten DNA 

verwendet wurde. Für die beiden Ansätze wurden zu dem DNA-Template folgende 

Reagenzien mit den angegebenen Endkonzentrationen gegeben: 

 
Tabelle 2: PCR-Ansatz für den GNASAS-Locus 

Endkonzentration Substrat 

1x PCR Reaction Mango Puffer ohne Dye 

1,5mM MgCl2 

0,05mM dNTPs 

0,25µM Forward Primer hGNASAS-F1 

0,25µM Reverse Primer hGNASAS-R1 

25.000U/l MangoTaq  

Auffüllen mit H20 auf 50µl 

Der 50µl Ansatz wurde in vier Ansätze mit je 12,5µl aufgeteilt. 
Die beiden Ansätze wurden bei folgendem Programm im Mastercycler®nexus inkubiert: 

PCR Programm :  1  Zyklus  95°C 2 min 

       95°C  30s (Denaturierung) 

    40 Zyklen  55,6°C  30s (Primer-Anlagerung) 

       72°C  60s (Elongation) 

    1 Zyklus  72°C 8 min      

    àRunterkühlen 4°C ∞ 

3.2.5.2. PCR POMC Intron2/Exon3-Übergang 
Die CpG-Insel im Bereich des Übergangs vom Intron 2 zum Exon 3 des POMC-Gens 

wurde ebenfalls amplifiziert. Das PCR-Produkt ist 325bp lang. Der Primer hPF35R 

wurde als forward Primer verwendet und der Primer hPF35bR als reverse Primer. Es 
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wurden auch hier zwei Ansätze pro Patient pipettiert: ein Ansatz mit 5µl von der aus der 

Neugeborenenscreeningkarte extrahierten DNA und ein Ansatz mit 2,5µl von der aus 

dem EDTA-Blut extrahierten DNA. Zu dem DNA-Template wurden in beiden Ansätzen 

folgende Reagenzien mit den angegeben Endkonzentrationen pipettiert: 
 

Tabelle 3: PCR-Ansatz für den POMC Intron2/Exon3-Übergang 

Endkonzentration Substrat 

1x PCR Reaction Mango Buffer ohne Dye 

1,5mM MgCl2 

0,05mM dNTPs 

0,25µM Forward Primer hPF35R 

0,5µM Reverse Primer hPF35bR 

25.000U/l MangoTaq  

  Auffüllen auf 50µl mit H20. 

Der 50µl-Ansatz wurde auf vier Portionen mit je 12,5µl verteilt. 

Die beiden Ansätze wurden bei folgendem Programm im Mastercycler®nexus inkubiert 

PCR-Programm: 1  Zyklus  95°C  2 min 

         95°C   30s (Denaturierung) 

    40 Zyklen  55,2°C  30s (Primer-Anlagerung) 

       72°C  60s (Elongation) 

    1 Zyklus  72°C  8 min                           

     àRunterkühlen 4°C ∞ 

 
3.2.6. Gelelektrophorese 
Um den Erfolg der PCR zu überprüfen, wurde eine Gelelektrophorese durchgeführt. Bei 

der Gelelektrophorese wandern geladene Teilchen durch ein elektrisches Feld und 

werden durch Unterschiede in Größe und Ladung aufgetrennt. Es kann somit bestimmt 

werden, ob die negativ geladenen DNA-Fragmente des PCR-Produkts die erwartete 

Größe haben. Durch die Zugabe eines DNA-bindenden Farbstoffes wird die 

Auftrennung sichtbar gemacht. Zur Größenbestimmung wird ein standardisierter DNA 

Marker verwendet. 

Es wurde 1%iges Agarosegel hergestellt. Dazu wurde das Agarosepulver kurz in 0,5-

fachen TBE (TRIS-Borat-EDTA)-Puffer aufgekocht und dadurch gelöst. Anschließend 
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wurde 1µl des DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid zugegeben. 

Durch Abkühlen bildete sich das Agarosegel. Das Gel wurde in die Gelkammer mit 0,5-

fachem TBE-Puffer gelegt. 3µl des PCR-Produkts wurden mit 1µl Loading Dye 

vermischt. Damit wurde das Gel beladen. Als DNA-Marker wurde Easy Ladder I 

verwendet, der eine Größenanalyse von 100-2000bp (100, 250, 500, 1000 und 2000bp 

als Fragmentgrößen) ermöglicht. Es wurde eine Spannung von 90mV für 20-25 Minuten 

angelegt. Danach wurde das Gel unter einer UV-Lampe betrachtet. Das 

Ethidiumbromid interkaliert in den Nukleinsäuren und fluoresziert bei Anregung mit UV-

Licht. Die Fluoreszenz ist proportional zum DNA-Gehalt des PCR-Produktes. 

3.2.7. Aufreinigung der PCR mit magnetischen Beads 
Die PCR-Produkte der DNA, die aus der Neugeborenenscreeningkarte extrahiert 

wurde, zeigten in der Gelektrophorese oft eine schwächere Bande und starke Primer-

Dimer. Aus diesem Grund erfolgte eine Aufreinigung speziell dieser PCR-Produkte. Zur 

Bereinigung der PCR-Produkte von Primer-Dimern, Salzresten und nicht verwendeten 

dNTPs wurden die magnetische Beads Agencourt® AMPure XP verwendet. Das PCR-

Produkt der POMC-PCR wurde im Verhältnis 1:0,75 mit den Beads vermischt. Das 

PCR-Produkt der GNASAS-PCR wurde im Verhältnis 1:0,65 mit den Beads vermischt. 

Die DNA-Amplifikate wurden an die magnetische Beads gebunden. Durch einen 

Magneten wurden die an die Beads gebundenen Amplifikate von dem Überstand mit 

den Abfallprodukten getrennt. Der Überstand wurde verworfen und die DNA mit 

80%igem-Ethanol zweimalig gereinigt. Mit 39µl Eluierungspuffer (Buffer EB) wurde die 

DNA von den Magneten gelöst und in ein sauberes Gefäß überführt. 

3.2.8. Pyrosequenzierung 
Mit Hilfe der Pyrosequenzierung lassen sich die DNA-Sequenz sowie der 

Methylierungsgrad der Cytosin-Positionen innerhalb der DNA-Sequenz bestimmen. 

Streptavidin bindet an das Biotin des reversen Primers, der während der DNA-

Amplifikation mittels PCR verwendet worden war. Vor der Pyrosequenzierung wird das 

PCR-Produkt denaturiert. Der reverse Strang mit dem biotinylierten Primer ist über 

Streptavidin-Kügelchen gebunden und bleibt somit erhalten. Er wird als Template-

Strang für die Sequenzierung verwendet. An den Template-Strang lagert sich zunächst 

der Sequenzierprimer an. Danach werden die Enzyme DNA Polymerase, 

Adenosintriphosphat(ATP)-Sulfurylase, Luziferase und Apyrase sowie die Substrate 
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Adenosin-5-Phosphosulfat und Luziferin zugegeben. Dem Pyrosequenzierer wird die zu 

sequenzierende DNA-Sequenz vorgegeben. Es wird anschließend das erste 

Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP) zugegeben, das komplementär zur ersten 

Base nach dem Sequenzierprimer sitzt. Die DNA-Polymerase baut das dNTP ein. 

Durch den Einbau des dNTPs wird Pyrophosphat (PPi) frei (vgl. Abb. 7).  

 

	
Abbildung 7: Schematische Darstellung der Pyrosequenzierung I: Denaturierung der DNA, Verwenden des 
reversen Stranges als Template, Bindung Sequenzierprimer, Einbau dNTP durch Polymerase mit Freisetzung 
von Pyrophosphat (PPi), modifiziert nach [84] 

 

Die Menge des freigewordenen Pyrophosphat ist äquimolar zur Menge des 

eingebauten dNTP.  

Die ATP-Sulfurylase katalysiert die Umwandlung von Pyrophosphat und dem als 

Substrat zugefügten Adenosin-5’-Phosphosulfat (APS) zu Adenosintriphosphat (ATP). 

Das ebenfalls beigefügte Enzym Luziferase benötigt ATP, um das Substrat Luziferin in 

Oxyluciferin umzuwandeln. Bei der Reaktion wird Licht freigesetzt. Die freigesetzte 

Lichtmenge ist proportional zur Menge des entstehenden ATPs (s. Abb. 8). 
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Pyrosequenzierung II: Umwandlung des Pyrophosphats (PPi) zu 
Adenosintriphosphat (ATP) und Umwandlung von ATP zu Licht ; modifiziert nach [84] 

 

Das Licht wird mit einem Charge-coupled Device(CCD)-Chip quantifiziert, durch eine 

Software verarbeitet und in ein Pyrogramm umgewandelt. Das Pyrogramm wird zur 

Auswertung verwendet. Folgen in der Nukleotidsequenz zwei identische Nukleotide 

aufeinander, wird das Nukleotid trotzdem nur einmal hinzugefügt. Da nun aber die 

zweifache Menge Pyrophosphat frei wird, ist das Lichtsignal doppelt so stark. Anhand 

des doppelt so hohen Lichtsignals registriert der Pyrosequenzierer, dass es sich in der 

DNA-Sequenz um zwei aufeinanderfolgende identische DNA-Basen handelt (vgl. Abb. 

9). 

	

	

Abbildung 9 : Schematische Darstellung eines Pyrogramms: Das Thymin an Position 3 ist eine Kontrolle. Da 
kein Thymin in der DNA-Sequenz vorhanden ist, entsteht kein Lichtsignal. Das Guanin an Position 5 wird 
beim Hinzufügen zwei Mal hintereinander eingebaut. Das Lichtsignal ist daher doppelt so hoch wie bei den 
anderen Nukleotiden; modifiziert nach [84] 
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Die Apyrase baut nicht eingebaute dNTPs zu Desoxyribonukleosiddiphosphaten 

(dNDPs), Desoxyribonukleosidmonophosphaten (dNMPs) und Phosphat ab und 

hydrolisiert ATP zu ADP und AMP und Phosphat.  

	
Abbildung 10: Abbau der dNTPs; modifiziert nach [84] 

 

Sobald ein Nukleotid abgebaut ist, wird das nächste Nukleotid freigesetzt und der 

Zyklus beginnt von vorne beim Einbau des dNTPs durch die DNA-Polymerase. 

 

Beim Bestimmen des Methylierungsgrades eines Cytosins wird so vorgegangen, dass 

man dem Pyrosequenzierer bei Eingabe der zu sequenzierenden Sequenz vorgibt, 

dass er an der Position des methylierten Cytosins erst ein Desoxythymidintriphosphat 

und dann ein Desoxycytidintriphosphat zugeben soll. Mit Hilfe der Höhe der Peaks im 

Pyrogramm kann dann der Methylierungsgrad in Prozent errechnet werden. 

Bevor die PCR-Produkte pyrosequenziert werden konnten, musste mit Hilfe der 

Pyromark Assay Design Software der geplante Pyrosequenzier-Run programmiert 

werden und an das Gerät übermittelt werden. 

Es wurden zum Pyrosequenzieren 39µl des PCR-Produktes mit 1µl Streptavidin 

beschichteten Sepharosebeads und 40µl Pyromark Binding Puffer bei 900rpm für 10-15 

Minuten bei Raumtemperatur im ThermoMixer® inkubiert. Dabei erfolgte die Bindung 

des Streptavidins an das Biotin des reversen Primers des DNA-Stranges.  

Anschließend wurden die Proben an der Pyromark Q24 Vacuum Workstation 

bearbeitet. An der Vakuumpumpe wurden die Seqharosebeads immobilisiert. Die an die 

Sepharosebeads gebunden DNA-Templates wurden so für fünf Sekunden in eine 

Wanne mit 70%igen Ethanol zur Reinigung transferiert. Als nächstes erfolgte die 

Denaturierung der DNA in einer Wanne mit „Pyromark Denaturation Buffer“ für 10 

Sekunden. Danach war nur noch der nicht-kodogene Strang mit dem Biotinmolekül am 
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reversen Primer gebunden. Zum Schluss wurden die Proben in einer Wanne mit 

„Pyromark Wash Buffer“ für 10 Sekunden gewaschen.  

Der nicht kodogene DNA-Strang wurde dann in 20µl „Pyromark Annealing Buffer“, in 

dem der Sequenzierprimer mit einer Konzentration von 0,375µM gelöst worden war, 

gelöst. Es folgte eine Inkubation der Proben im ThermoMixer® für fünf Minuten bei 

80°C. Währenddessen wurde die „Pyromark Cartridge“ mit Nukleotiden sowie der 

„Enzyme mixture“ und der „Substrate mixture“ beladen. 

Es wurden die „Pyromark Cartridge“ und die Proben ins Gerät gestellt und die 

Pyrosequenzierung gestartet. 

3.2.8.1. Pyrosequenzierung am GNASAS- und POMC-Locus 
Als Sequenzierprimer wurde für den POMC Intron2/Exon3-Übergang der 

Sequenzierprimer hPOMC3bis_S2_F verwendet. Es wurden die CpG-Positionen -2 bis 

5 analysiert. Zur Analyse der Methylierungsgrade an den CpG-Positionen 1 bis 5 des 

GNASAS-Gens wurde der Sequenzierprimer hGNASAS-S1 verwendet. 

 
3.3. Statistische Auswertung 
Aus den prozentualen DNA-Methylierungen der CpG-Positionen 1 bis 5 des GNASAS-

Locus wurde für jeden Probanden ein Mittelwert errechnet und somit die 

durchschnittliche Methylierung des DNA-Abschnitts ermittelt. Dies erfolgte ebenfalls für 

den POMC Intron2/Exon3-Übergangs von CpG-Position -2 bis 5. Die prozentuale 

durchschnittliche DNA-Methylierung der Regionen wurde auf Normalverteilung 

(D'Agostino & Pearson omnibus Normalitätstest) getestet. Auf einen statisch 

signifikanten Unterschied in der durchschnittlichen DNA-Methylierung der beiden 

Zeitpunkte wurde mit dem gepaarten t-Test untersucht. Die Korrelationsanalyse erfolgte 

durch Ermittlung einer linearen Regressionsgerade und dem Pearson-

Korrelationskoeffizient für die durchschnittliche DNA-Methylierung des gesamten Locus. 
Die DNA-Methylierung der einzelnen CpG-Positionen -2 bis 5 des POMC-Locus wurde 

ebenfalls auf Normalverteilung (D'Agostino & Pearson omnibus Normalitätstest) geprüft. 

Die Korrelationsanalyse erfolgte durch Ermittlung einer linearen Regressionsgerade 

und dem Pearson-Korrelationskoeffizient für jede CpG-Position des POMC 

Intron2/Exon3-Übergang. 

Es wurde ein Mittelwert der durchschnittlichen DNA-Methylierung der stabilen CpG-

Positionen -2,-1,1 und 4 des POMC Intron2/Exon3-Übergangs zum Zeitpunkt des 

Neugeborenenscreenings errechnet. Die durchschnittliche DNA-Methylierung der 
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stabilen CpG-Positionen wurde ebenfalls auf Normalverteilung überprüft (D'Agostino & 

Pearson omnibus Normalitätstest). Es erfolgte eine Korrelationsanalyse der 

durchschnittlichen DNA-Methylierung der stabilen CpG-Positionen des POMC 

Intron2/Exon3-Übergangs und dem BMI-SDS.  

Für das Alter und die durchschnittliche DNA-Methylierung bei EDTA-Blutentnahme 

erfolgte ebenfalls eine Korrelationsanalyse. 

Die Berechnungen sowie die Erstellung von graphischen Darstellungen wurde mit dem 

Programm GraphPad Prism 6 (La Jolla,CA, USA) durchgeführt. 
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4. Ergebnisse 
Das Ziel der Dissertation war die Überprüfung der Stabilität der DNA-Methylierung am 

Intron2/Exon3-Übergang des POMC-Gens vom Zeitpunkt der Geburt bis ins spätere 

Leben. Dazu sollte die DNA-Methylierung zum Zeitpunkt der Geburt mit der DNA-

Methylierung im späteren Kindes-, Jugend- oder frühen Erwachsenenalter verglichen 

werden. Hierzu sollte die DNA-Methylierung bei Geburt anhand von DNA extrahiert aus 

dem Trockenblut einer Neugeborenenscreeningkarte untersucht werden. Dazu musste 

zunächst die Etablierung einer Pyrosequenzierung von DNA-Proben, die aus dem 

Trockenblut einer Neugeborenenscreeningkarte gewonnen worden waren, erfolgen. Die 

DNA-Methylierung im späteren Kindes-, Jugend- oder frühen Erwachsenenalter sollte 

anhand von DNA extrahiert aus EDTA-Blut erfolgen. Die Methodik sollte außerdem 

anhand eines als stabil geltenden Locus, dem imprinteten GNASAS-Locus, überprüft 

werden. Bei stabiler DNA-Methylierung im Intron2/Exon3-Übergang des POMC-Gens 

sollte zusätzlich analysiert werden, ob die DNA-Methylierung zum Zeitpunkt des 

Neugeborenenscreenings eine Möglichkeit bietet, eine Aussage über die spätere 

Gewichtsentwicklung zu treffen. Außerdem sollte überprüft werden, ob das Alter einen 

Einfluss auf die DNA-Methylierung hat. 

 
4.1. Probanden 
Insgesamt wurde bei 96 rekrutierten Probanden im Alter von 0,4 bis 24 Jahren DNA aus 

der Neugeborenenscreeningkarte und aus dem EDTA-Blut extrahiert. Darunter waren 

47 weibliche Probanden und 49 männliche Probanden. Die Analyse der DNA-

Methylierung konnte für den GNASAS-Locus an 35 Probanden und für den POMC-

Locus an 55 Probanden erfolgen. 

4.1.1. Probanden des GNASAS-Locus 
Die Analyse der DNA-Methylierung mittels Pyrosequenzierung an den CpG-Positionen 

1 bis 5 des GNASAS-Locus erfolgte zur Überprüfung der Methodik an 35 Probanden. 

Unter den 35 Probanden waren 15 weibliche Probanden und 20 männliche Probanden 

im Alter von drei bis 16 Jahren zum Zeitpunkt der EDTA-Blutentnahme (Mittelwert 9,91 

Jahre). Die folgende Tabelle gibt einen detaillierten Überblick über Alter und Geschlecht 

der einzelnen Probanden. 
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Tabelle 4: Überblick über die untersuchten Probanden des GNASAS-Locus 

Probanden- 
Nr. 

Alter Geschlecht Probanden-
Nr. 

Alter Geschlecht 

1 15 W 19 8 M 
2 12 M 20 16 M 
3 15 M 21 9 M 
4 7 W 22 3 W 
5 14 W 23 4 W 
6 5 W 24 10 M 
7 10 M 25 11 M 
8 9 M 26 12 M 
9 7 W 27 3 M 

10 14 M 28 9 W 
11 14 M 29 14 W 
12 8 W 30 9 M 
13 7 W 31 13 W 
14 5 W 32 10 M 
15 3 W 33 5 M 
16 15 W 34 12 M 
17 14 M 35 9 M 
18 16 M    

4.1.2. Probanden des POMC Intron2/Exon3-Übergangs 
Die DNA-Methylierung der CpG-Positionen -2 bis 5 am POMC Intron2/Exon3-Übergang 

wurde an 55 Probanden (25 weiblich; 30 männlich) untersucht. Das durchschnittliche 

Alter bei Entnahme des EDTA-Bluts betrug 11,4 Jahre. 

Die folgende Tabelle gibt einen detaillierten Überblick über Alter, BMI, BMI-SDS und 

Geschlecht der einzelnen Probanden. 
 

Tabelle 5: Überblick über die Probandendes POMC-Locus 

Probanden-Nr. BMI BMI-SDS Alter Geschlecht 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 

27,71 
23 

21,3 
28,5 
26 

21,5 
40,6 
22,3 
27,3 

32,13 
37,74 
31,17 
26,9 

3,87 
2,67 
2,57 
4,72 
2,52 
1,89 
3,56 
2,83 
2,64 
2,99 
2,97 
2,51 
2,62 

5 
6 
5 
3 
9 
8 
9 
5 
9 

10 
14 
14 
9 

W 
W 
W 
W 
M 
W 
M 
W 
W 
W 
M 
W 
M 
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14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 

 

27,6 
33,6 
31,6 
22,3 
37,3 
25,1 
25,1 
26 

36,4 
35,6 
25,9 
25,6 
26,7 
21,7 

31,23 
38,66 
38,65 
30,61 
36,19 
25,1 

34,82 
16 

19,59 
15,8 
17,2 
16,5 

17,07 
15,3 

23,46 
41,2 

26,02 
18,7 

22,15 
20,58 
20,66 
21,5 
26,5 
35,8 
20 

30,7 
35,9 
30 

 

2,33 
3,02 
2,6 

3,17 
4,65 
3,44 
2,39 
1,83 
2,95 
3,33 
2,28 
4,42 
2,07 
2,72 
2,58 
3,09 
3,09 
2,4 

2,87 
3,99 
2,85 
-0,3 
1,85 
0,22 
0,31 
-0,44 
-0,15 
-0,25 
1,71 
3,17 
1,52 
-1,2 
0,42 
-0,27 
-0,23 
-0,09 
1,41 
2,84 
-0,38 
2,33 
3,03 
2,19 

 

11 
10 
12 
3 
5 
5 
9 

13 
12 
9 

10 
2 

12 
5 

13 
16 
16 
15 
14 
3 

12 
0,3 
6 
3 
9 

11 
11 
15 
11 
14 
16 
20 
20 
24 
23 
22 
24 
15 
21 
14 
14 
16 

 

M 
M 
M 
M 
M 
W 
M 
W 
M 
M 
M 
W 
M 
M 
W 
M 
M 
W 
M 
W 
M 
W 
W 
W 
W 
W 
M 
M 
M 
M 
M 
W 
M 
W 
W 
M 
M 
M 
W 
M 
W 
M 

 

 
 
 



	

40	

4.2. Etablierung einer Pyrosequenzierung für DNA extrahiert aus einer 
Neugeborenenscreeningkarte 

4.2.1. DNA-Extraktion aus Trockenblut und Einsatz dieser für eine Bisulfit-PCR 

Da zu Beginn der Arbeit (Oktober 2014) noch keine vergleichbaren Versuche zur 

Bestimmung des Methylierungsmusters genomischer DNA gewonnen aus dem 

Trockenblut einer Neugeborenenscreeningkarte (Beispiel s. Abb. 11) bekannt waren, 

wurden zunächst Vorversuche durchgeführt. Dazu wurden leere, unbenutzte 

Neugeborenenscreeningkarten mit EDTA-Blut von Probanden getränkt und sofort nach 

dem Trocknen zur Analyse verwendet. Für die DNA-Extraktion wurde zunächst eine 

Stanze der Neugeborenenscreeningkarte mit einem Durchmesser von ca. 4mm 

verwendet (vergleiche Abb. 11: im rot umkreisten Punkt ist aus dem Trockenblut genau 

eine Stanze entnommen worden). Dabei zeigte sich in der anschließenden DNA-

Quantifikation mit dem Fluorometer eine DNA-Menge von <1ng. Es erfolgte 

anschließend die Bisulfitumwandlung. 

 

 
Abbildung 11: Beispiel einer Neugeborenenscreeningkarte: der rote Kreis zeigt die Menge an Material an, die 
pro Patient vorhanden war. Es kam vor, dass ein Teil des zur Verfügung stehenden Kreises schon für frühere 
Analysen verwendet worden war (s.o. der untere, nicht rot umrandete Kreis) oder das vorgegebene Feld 
nicht vollständig durchtränkt worden war. 

 
Mit der extrahierten DNA wurde nach der Bisulfitumwandlung eine PCR des POMC 

Intron2/Exon3-Übergangs durchgeführt. In der anschließenden Gelelektrophorese 

zeigte sich bei der DNA-Konzentration von <1ng vor der Bisulfitumwandlung keine 

nachweisbare Bande. Es folgten weitere DNA-Extraktionen aus dem Trockenblut mit 

anschließender Bisulfitumwandlung und Polymerasekettenreaktion zur Evaluation der 
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DNA-Menge, die mindestens extrahiert werden muss, um ein in der Gelelektrophorese 

nachweisbares PCR-Produkt zu erhalten. Es zeigte sich, dass bei einer DNA-Menge 

von ≥2,8ng vor der Bisulfitumwandlung eine Bande in der Gelelektrophorese erkennbar 

wird und somit ein PCR-Produkt, das für die anschließende Pyrosequenzierung 

verwendet werden kann, vorliegt.  

4.2.2. Vergleichbarkeit der Materialien Trockenblut und EDTA-Blut  

Zur Validierung der Vergleichbarkeit der DNA-Methylierung von DNA extrahiert aus 

EDTA-Blut und DNA extrahiert aus dem Trockenblut einer 

Neugeborenenscreeningkarte wurde das Blut von  zwei Probanden untersucht. Dafür 

wurde jedem Testprobanden EDTA-Blut abgenommen. Es wurde DNA direkt aus dem 

EDTA-Blut extrahiert, sowie dasselbe EDTA-Blut auf eine Neugeborenenscreeningkarte 

getropft, die direkt nach dem Trocknen zur DNA-Extraktion verwendet wurde. Es wurde 

für jeden Testprobanden eine PCR für den POMC Intron2/Exon3-Übergang mit DNA 

gewonnen aus den beiden verschiedenen Materialien angefertigt. Anschließend erfolgte 

eine Pyrosequenzierung. Dabei zeigten sich die untersuchten CpG-Positionen 

vergleichbar (s. Tabelle 6). 

 

Tabelle 6: Vergleichbarkeit der DNA-Methylierung bei Betrachtung der verwendeten 
Materialien: Trockenblut der Neugeborenenscreeningkarte und EDTA-Blut 

 

CpG-Position POMC 
Intron2/Exon3-Übergang 

-2 
(DNA-
Meth 
in %) 

-1 
(DNA-
Meth 
in %) 

1 
(DNA-
Meth 
in %) 

2 
(DNA-
Meth 
in %) 

3 
(DNA-
Meth 
in %) 

4 
(DNA-
Meth 
in %) 

5 
(DNA-
Meth 
in %) 

Neugeborenenscreeningkarte 
Patient 1 

35 31 34 18 31 11 44 

EDTA-Blut Patient 1 
 

37 37 35 18 34 11 46 

Neugeborenenscreeningkarte 
Patient 2 

37 36 42 25 48 14 58 

EDTA-Blut Patient 2 
 

42 41 41 23 37 13 50 
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4.3. DNA-Extraktion, PCR und Pyrosequenzierung der untersuchten Probanden 

4.3.1. DNA-Extraktion und Polymerasekettenreaktion der untersuchten 
Probanden 

Aufgrund der Ergebnisse der Vorversuche, bei denen sich eine sehr geringe DNA-

Menge bei Verwendung einer Stanze (ca. 3 mm Ø) der Neugeborenenscreeningkarte 

gezeigt hatte, wurde im weiteren Vorgehen bei der DNA-Extraktion das komplette 

vorhandene Material der Neugeborenenscreeningkarte verwendet (durchschnittlich 

zwei bis sieben Stanzen). 

Ergab die DNA-Extraktion aus dem Trockenblut eine DNA-Menge <2,8ng konnte keine 

PCR und keine Pyrosequenzierung durchgeführt werden. Es konnten daher nicht alle 

rekrutierten Probanden untersucht werden. Aus den Neugeborenenscreeningkarten der 

untersuchten Probanden konnten je nach Durchtränkung und Größe des 

Trockenblutfeldes eine DNA-Menge zwischen 3,2 und 54ng gewonnen werden.  

Aus dem EDTA-Blut wurde eine DNA-Menge von 300ng-10µg extrahiert. In der 

Gelelektrophorese zeigten die PCR-Produkte des EDTA-Bluts eine stärkere 

Fluoreszenz als die PCR-Produkte der DNA aus dem Trockenblut aufgrund der 

höheren DNA-Konzentration (s. Abb. 12). 

 

 

 
Abbildung 12: Beispiel einer Gelelektrophorese der PCR vom POMC Intron2/Exon3-Übergang. Abgebildet 
sind die Ergebnisse der PCR mit DNA aus Neugeborenenscreeningkarten (links) sowie die PCR mit DNA aus 
EDTA-Blut (rechts).  
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4.3.2. Pyrosequenzierung der DNA gewonnen aus Trockenblut und EDTA-Blut 

Grundsätzlich zeigte sich, dass die DNA gewonnen aus dem Trockenblut einer 

Neugeborenenscreeningkarte mittels Pyrosequenzierung untersucht werden kann. 

Bei der aus dem Trockenblut gewonnenen DNA zeigte sich jedoch eine deutlich 

niedrigere Intensität des detektierten Lichtsignals im Vergleich zu der aus dem EDTA-

Blut gewonnenen DNA (vgl. Abb. 13 die roten Pfeile verdeutlichen die 

Intensitätsunterschiede). 

 

	
Abbildung 13: Pyrogramme des GNASAS-Locus oben: DNA gewonnen aus Trockenblut; unten: DNA 
gewonnen aus EDTA-Blut. Die roten Pfeile verdeutlichen die geringe Lichtsignalintensität bei der DNA 
extrahiert aus dem Trockenblut einer Neugeborenenscreeningkarte 
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4.4. Überprüfung der Stabilität der DNA-Methylierung am GNASAS-Locus 
Die Untersuchung des imprinteten GNASAS-Locus erfolgte zur Überprüfung der 

Methodik, da sich imprintete Loci in ihrer DNA-Methylierung stabil zeigen. Es wurde die 

DNA-Methylierung der CpG-Positionen 1 bis 5 des Exons 1 des GNASAS-Gens anhand 

von 35 Probanden analysiert (Beispiel Pyrogramme siehe Abb. 13 S. 43) 

4.4.1. Stabilitätsanalyse anhand der durchschnittlichen DNA-Methylierung  

Zur Überprüfung der Stabilität der DNA-Methylierung über den Zeitraum von kurz nach 

der Geburt bis zur EDTA-Blutentnahme im späteren Kindes-, Jugend- oder frühen 

Erwachsenenalter wurden die durchschnittlichen DNA-Methylierungen des Abschnittes 

von CpG-Position 1 bis CpG-Position 5 beider Zeitpunkte miteinander verglichen. Für 

jeden Probanden wurde dazu aus den Methylierungsraten der CpG-Positionen 1 bis 5 

ein Mittelwert errechnet. Dieser beschreibt die durchschnittliche DNA-Methylierung des 

untersuchten Abschnittes für den einzelnen Probanden.  

Um die durchschnittliche DNA-Methylierung der beiden Zeitpunkte miteinander zu 

vergleichen, wurde sowohl für das Neugeborenenscreening als auch für die EDTA-

Blutuntersuchung ein Mittelwert der durchschnittlichen DNA-Methylierung aller 35 

Probanden ermittelt. Zum Zeitpunkt des Neugeborenenscreenings lag die 

durchschnittliche DNA-Methylierung aller Probanden für den Abschnitt von CpG-

Position 1 bis 5 bei 25,02% ±3,466%. Im späteren Leben bei der EDTA-

Blutuntersuchung lag die durchschnittliche DNA-Methylierung von allen Probanden bei 

22,94% ±4,758% bei Betrachtung des gesamten Abschnittes von CpG-Position 1 bis 5. 

Es zeigte sich bei der Untersuchung der durchschnittlichen DNA-Methylierung auf 

signifikante Unterschiede zwischen den beiden Zeitpunkten ein signifikanter 

Unterschied in der DNA-Methylierung von 2,08% (vgl. Abb. 14). 
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Abbildung 14: : Whiskers-Boxplot der durchschnittlichen Methylierung des GNASAS-Locus zum Zeitpunkt 
des Neugeborenenscreenings und zum Zeitpunkt der EDTA-Blutentnahme 

 

4.4.2. Überprüfung der individuellen Stabilität am GNASAS-Locus 
Zur weiteren Untersuchung der Stabilität innerhalb der frühen Lebensjahre wurden die 

individuellen DNA-Methylierungsgrade betrachtet. Dazu wurde für jeden Probanden die 

durchschnittliche DNA-Methylierung des Abschnittes von CpG-Position 1 bis 5 in dem 

Trockenblut der Neugeborenenscreeningkarten mit der durchschnittlichen DNA-

Methylierung des Abschnittes von CpG- Position 1 bis 5 in der EDTA-Blutuntersuchung 

korreliert. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation mit einem positiven Pearsons 

Korrelationskoeffizient von 0,38 (vgl. Abb. 15). 
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Abbildung 15: Korrelation der durchschnittlichen DNA-Methylierung zum Zeitpunkt des 
Neugeborenenscreenings mit der durchschnittlichen DNA-Methylierung zum Zeitpunkt der EDTA-
Blutentnahme für den GNASAS-Locus 

 

Zusammenfassend zeigte die Untersuchung der DNA-Methylierung am GNASAS-Locus 

über den Zeitraum von kurz nach der Geburt bis ins spätere Kindes-, Jugend- oder 

frühe Erwachsenenalter eine stabile DNA-Methylierung bei Betrachtung der 

individuellen Stabilität. Der detektierte Unterschied in der durchschnittlichen DNA-

Methylierung zeigte sich sehr gering.	

 
4.5. Untersuchung der Stabilität am POMC Intron2/Exon3-Übergang 
Nachdem die Pyrosequenzierung einer DNA gewonnen aus dem Trockenblut einer 

Neugeborenenscreeningkarte etabliert worden war und die Methodik anhand des 

GNASAS-Locus überprüft worden war, erfolgte die Stabilitätsanalyse des POMC 

Intron2/Exon3-Übergangs. 

4.5.1. Pyrosequenzierung des POMC Intron2/Exon3-Übergangs 
Am POMC Intron2/Exon3-Übergang wurden die beiden letzten CpG-Positionen des 

Introns 2 (CpG-Positionen -2 und -1) sowie die ersten fünf CpG-Positionen des Exons 3 

(CpG-Positionen 1, 2, 3, 4 und 5) analysiert. Es erfolgte die Untersuchung an 55 

Probanden. In den Pyrogrammen der Pyrosequenzierung zeigte sich am POMC-Locus 

ebenfalls ein deutlich geringeres Lichtsignal für die Analysen der DNA gewonnen aus 

dem Trockenblut des Neugeborenenscreenings im Vergleich zu der DNA gewonnen 
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aus dem EDTA-Blut (vgl. Abb. 16 die blauen Pfeile verdeutlichen die unterschiedliche 

Intensität des detektierten Lichtsignals) 

 

 

	
Abbildung 16: Pyrogramme des POMC-Locus: oben: DNA gewonnen aus Trockenblut; unten: DNA 
gewonnen aus EDTA-Blut, die Pfeile zeigen die unterschiedlich hohen detektierten Lichtintensitäten 
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4.5.2. Stabilitätsanalyse des gesamten Abschnittes des POMC-Locus  

4.5.2.1. Stabilitätsanalyse anhand der durchschnittlichen DNA-Methylierung 
Zur Überprüfung der Stabilität der DNA-Methylierung über den Zeitraum von kurz nach 

der Geburt bis zur EDTA-Blutentnahme im späteren Kindes-, Jugend- oder frühen 

Erwachsenenalter wurde die durchschnittliche DNA-Methylierung des Abschnittes von 

CpG-Position -2 bis CpG-Position 5 der beiden Zeitpunkte miteinander verglichen. Für 

jeden Probanden wurde dazu aus den Methylierungsraten der einzelnen CpG-

Positionen -2,-1,1,2,3,4 und 5 ein Mittelwert gebildet, der die durchschnittliche 

Methylierung des untersuchten Abschnittes beschreibt. Es wurde anschließend für 

beide Zeitpunkte die durchschnittliche DNA-Methylierung des Abschnittes für alle 55 

Probanden ermittelt. 

Die durchschnittliche DNA-Methylierung des Abschnitts aller Probanden betrug zum 

Zeitpunkt des Neugeborenenscreenings 31,52% ±5,568%. Im späteren Leben bei der 

EDTA-Blutuntersuchung zeigte die Gesamtheit aller Probanden eine durchschnittliche 

DNA-Methylierung des Abschnittes von 30,63% ±5,585% (vgl. Abb. 17). 

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich der durchschnittlichen DNA-

Methylierung der beiden Zeitpunkte. 

 

 

	
Abbildung 17: Whiskers-Boxplot der durchschnittlichen Methylierung des POMC-Locus zum Zeitpunkt des 
Neugeborenenscreenings und zum Zeitpunkt der EDTA-Blutentnahme 
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4.5.2.2. Untersuchung der individuellen Stabilität am POMC-Locus 
Zur weiteren Untersuchung der Stabilität über die Zeit wurde die individuelle DNA- 

Methylierung betrachtet. Es wurde für jeden Probanden die durchschnittliche DNA-

Methylierung von CpG-Position -2 bis 5 zum Zeitpunkt des Neugeborenenscreenings 

mit der durchschnittlichen DNA-Methylierung zum Zeitpunkt der EDTA-Blutentnahme 

korreliert. Es zeigte sich dabei eine signifikante Korrelation mit einem positiven 

Pearsons Korrelationskoeffizient von 0,509 (vgl. Abb. 18). 

 

 
 

	
Abbildung 18: Korrelation der durchschnittlichen DNA-Methylierung zum Zeitpunkt des 
Neugeborenenscreenings mit der durchschnittlichen DNA-Methylierung zum Zeitpunkt der EDTA-
Blutentnahme für den POMC-Locus* 

Zusammenfassend lässt sich für die durchschnittliche DNA-Methylierung von CpG-

Position -2 bis 5 des POMC-Locus ein stabiles Methylierungsverhalten vom Zeitpunkt 

des Neugeborenenscreenings bis ins spätere Leben feststellen. 

 

4.5.3. Überprüfung der individuellen Stabilität an den einzelnen CpG-Positionen  

Zur weiteren Untersuchung der Stabilität der DNA-Methylierung im POMC-Locus 

wurden die einzelnen CpG-Positionen -2 bis 5 untersucht. Dazu wurde die DNA-
																																																								
*	Angelehnt an [85] Abb. 2C dort publiziert mit n=52 
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Methylierung eines jeden Probanden zum Zeitpunkt des Neugeborenenscreenings mit 

der DNA-Methylierung zum Zeitpunkt der EDTA-Blutentnahme verglichen.  

 

Es zeigte sich für die CpG-Position -2 eine positive Korrelation mit einem Pearsons 

Korrelationsfaktor von 0,62. Für die CpG-Position -1 zeigte sich ebenfalls eine positive 

Korrelation mit einem Pearsons Korrelationsfaktor von 0,64. An der CpG-Position 1 ließ 

sich ebenfalls eine positive Korrelation nachweisen. Der Pearsons Korrelationsfaktor 

betrug 0,57 für die CpG-Position 1. Für die CpG-Position 2 konnte keine Korrelation 

nachgewiesen werden (s. Abb. 19). 

 

 
	
Abbildung 19: Korrelation der DNA-Methylierung für die CpG-Positionen -2,-1,1 und 2 
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Für die CpG-Position 3 ließ sich keine signifikante Korrelation nachweisen. Es zeigte 

sich aber ein Trend einer positiven Korrelation (p=0,051). Die CpG-Position 4 zeigte 

eine positive Korrelation mit einem Pearsons Korrelationsfaktor von 0,42. Für die CpG- 

Position 5 war keine Korrelation nachweisbar (s. Abb. 20). 

 

 

 

	
Abbildung 20: Korrelation der DNA-Methylierung für die CpG-Positionen 3, 4 und 5 

	
Zusammenfassend zeigte sich bei der Untersuchung der individuellen Stabilität der 

DNA-Methylierung der einzelnen CpG-Positionen an den CpG-Positionen -2, -1, 1 und 

4 eine signifikante Korrelation und somit ein stabiles Methylierungsverhalten. Es zeigt 
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sich außerdem, dass die DNA-Methylierung interindividuell an den einzelnen CpG-

Positionen variiert. 

 
4.6. Assoziation zwischen der DNA-Methylierung und dem BMI-SDS 
Bei stabiler DNA-Methylierung sollte untersucht werden, ob der BMI-SDS im späteren 

Leben mit der DNA-Methylierung zum Zeitpunkt des Neugeborenenscreenings 

assoziiert ist und somit anhand der DNA-Methylierung eine Aussage über die spätere 

Gewichtsentwicklung getroffen werden kann. 

Es wurde die durchschnittliche DNA-Methylierung der CpG-Positionen -2, -1, 1 und 4 

zum Zeitpunkt des Neugeborenenscreenings ermittelt, da diese sich bei der 

individuellen Stabilitätsanalyse als stabil gezeigt hatten. Es erfolgte die Korrelation des 

BMI-SDS mit der durchschnittlichen DNA-Methylierung der vier stabilen CpG-

Positionen. Dort zeigte sich kein signifikantes Ergebnis (s.Abb. 21). 

 

 

	
Abbildung 21: Korrelation des BMI-SDS mit der durchschnittlichen Methylierung der stabilen CpG-Positionen 
-2,-1,1 und 4 zum Zeitpunkt des Neugeborenenscreenings 

Es konnte keine Assoziation zwischen der DNA-Methylierung zum Zeitpunkt des 

Neugeborenenscreenings und dem BMI-SDS gezeigt werden. 
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4.7. Einfluss des Alters auf die DNA-Methylierung 
Es wurde eine eindeutige Stabilität der DNA-Methylierung des POMC-Locus dargestellt. 

In Querschnittsstudien hatte sich gezeigt, dass monozygote Zwillingspaare im Alter 

epigenetisch verschiedener sind. Dieses Phänomen wird als „epigenetic drift“ 

bezeichnet. Das Alter der Probanden bei EDTA-Blutentnahme variierte. Somit konnte 

zusätzlich überprüft werden, ob sich trotz der epigenetischen Stabilität am POMC-

Locus ein Einfluss des Alters auf die DNA-Methylierung darstellt. Es wurde dazu das 

Alter bei EDTA-Blutentnahme mit der durchschnittlichen DNA-Methylierung im EDTA-

Blut korreliert. Es zeigte sich dabei keine Korrelation (s. Abb. 22).   

	
Abbildung 22: Korrelation des Alters bei EDTA-Blutentnahme mit der durchschnittlichen Methylierung von 
CpG-Position -2 bis 5 

 
Es konnte für den POMC-Locus kein Einfluss des Alters auf die DNA-Methylierung 

gezeigt werden. 
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5. Diskussion 
5.1. Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse  
In Familien- und Zwillingsstudien konnte ein hoher genetischer Einfluss auf die 

Entstehung von Übergewicht und Adipositas gezeigt werden [18]. Dieser ließ sich im 

Rahmen von monogenetischen Untersuchungen sowie genomweiten 

Assoziationsstudien nicht ausreichend erklären. Es wurde daher versucht epigenetische 

Modifikationen zu identifizieren, die durch ihren Einfluss auf die Genexpression eine 

Rolle in der Adipositasentstehung spielen könnten. Dabei wurde vor allem die DNA-

Methylierung als epigenetische Modifikation betrachtet. In Studien zur epigenetischen 

Stabilität wurde gezeigt, dass es Genloci gibt, an denen sich die DNA-Methylierung im 

Laufe des Lebens verändert[59, 61, 65] und dass es Genloci gibt, deren DNA-

Methylierungsmuster über lange Zeit stabil bleibt [58, 59, 79]. Nachdem erste 

Assoziationen zwischen dem BMI und der DNA-Methylierung aufgeschlüsselt worden 

waren [59, 81], wurde von Wissenschaftlern des Institutes für Experimentelle 

Pädiatrische Endokrinologie eine Kandidatengenstudie am POMC-Gen durchgeführt. 

Es zeigte sich bei übergewichtigen Kindern und Jugendlichen eine vermehrte DNA-

Methylierung am POMC Intron2/Exon3-Übergang [83]. Diese Assoziation stand im 

Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Assoziationen zwischen Körpergewicht und 

DNA-Methylierung [59, 81] nicht im Zusammenhang mit SNPs. Im Rahmen dieser 

Dissertation sollte untersucht werden, ob die DNA-Methylierung am POMC 

Intron2/Exon3-Übergang stabil ist. 

Dazu sollte die DNA-Methylierung mittels Pyrosequenzierung zum Zeitpunkt der Geburt 

und zu einem zweiten Zeitpunkt im späteren Kindes-, Jugend- oder frühen 

Erwachsenenalter untersucht und anschließend verglichen werden. Die DNA-

Methylierung zum Zeitpunkt der Geburt sollte anhand von DNA extrahiert aus dem 

Trockenblut einer U2-Neugeborenenscreeningkarte untersucht werden. Das U2-

Neugeborenenscreening wird in Deutschland zwischen der 36. und 72. Lebensstunde 

durchgeführt. Dabei werden einige Tropfen Blut aus der Vene oder kapillär aus der 

Ferse des Neugeborenen auf eine Filterpapierkarte getropft. Für die Untersuchung der 

DNA-Methylierung im späteren Kindes-, Jugend- oder frühen Erwachsenenalter sollte 

EDTA-Blut verwendet werden. 

Es sollte zunächst untersucht werden, ob die Analyse der DNA-Methylierung anhand 

von DNA-Material, das aus einer mehrere Jahre gelagerten U2-
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Neugeborenenscreeningkarte gewonnen wurde, überhaupt möglich ist. Nach der 

Etablierung der Analyse der DNA-Methylierung mittels Pyrosequenzierung in 

Trockenblut einer Neugeborenenscreeningkarte sollte die Methodik zunächst an einem 

als stabil geltenden Locus überprüft werden. Dafür sollte am imprinteten GNASAS-

Locus die DNA-Methylierung bei Geburt mit der DNA-Methylierung zu einem späteren 

Zeitpunkt verglichen werden. Am POMC-Locus sollte ebenfalls die Stabilität der DNA-

Methylierung vom Zeitpunkt des Neugeborenenscreenings bis zum Zeitpunkt der 

EDTA-Blutentnahme untersucht werden. Sofern sich die DNA-Methylierung am POMC-

Locus stabil zeigen sollte, sollte auf einen Zusammenhang zwischen der DNA-

Methylierung bei Geburt und dem BMI geprüft werden. Außerdem sollte der Einfluss 

des Alters auf die DNA-Methylierung untersucht werden.  

 

Da diese Methode erstmalig angewendet wurde, musste zunächst eine 

Pyrosequenzierung für DNA-Proben, die aus dem Trockenblut einer 

Neugeborenenscreeningkarte isoliert worden war, etabliert werden. Die Menge an 

verfügbarem Trockenblut war sehr gering. Aufgrund einer zu niedrigen DNA-Menge 

nach DNA-Extraktion konnten einige ursprünglich rekrutierte Probanden nicht in die 

Studie eingeschlossen werden. Es stellte sich heraus, dass die DNA-Extraktion eine 

Mindestmenge von 2,8ng ergeben musste, um ein für die Pyrosequenzierung 

einsetzbares Produkt nach der Polymerasekettenreaktion zu erhalten. Es wurde 

gezeigt, dass eine Pyrosequenzierung der DNA gewonnen aus Trockenblut bei 

ausreichender DNA-Menge grundsätzlich möglich ist. Das bei der Pyrosequenzierung 

detektierte Lichtsignal fiel bei der Sequenzierung der DNA des Trockenblutes jedoch 

geringer aus als bei der DNA des EDTA-Bluts.  

Anschließend wurde die Vergleichbarkeit der beiden Materialien Trockenblut und 

EDTA-Blut überprüft. Es konnte anhand von zwei Testprobanden nachgewiesen 

werden, dass die Analyse der DNA-Methylierung mittels Pyrosequenzierung in beiden 

Materialien vergleichbar ist.  

Zur Validierung der Methodik wurde zunächst die Stabilität eines DNA-Locus 

untersucht, der als stabil gilt. Es wurde dazu der GNASAS-Locus ausgewählt. Der 

GNASAS-Locus ist paternal imprintet. Das Imprinting wird früh in der embryonalen 

Entwicklung etabliert und zeigt sich stabil im weiteren Leben [55]. Außerdem zeigte der 

Locus in einer Studie zur Stabilität der DNA-Methylierung, dass ältere monozygote 

Zwillingspaare, die sich im Rahmen dieser Studie an vielen untersuchten Loci als 
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epigenetisch unterschiedlicher darstellten als jüngere monozygote Zwillingspaare, im 

GNASAS-Locus nicht verschiedener waren. Die longitudinale Beobachtung 

monozygoter Zwillinge über 10 Jahre zeigte keine Zunahme der interindividuellen 

Variabilität der DNA-Methylierung im GNASAS-Locus [62].  

In der Analyse der Stabilität des GNASAS-Locus an 35 Probanden konnte ein stabiles 

DNA-Methylierungsmuster bestätigt werden. Es wurde zunächst die durchschnittliche 

DNA-Methylierung aller Probanden für den gesamten Abschnitt von CpG-Position 1 bis 

CpG-Position 5 betrachtet. In dem Vergleich der durchschnittlichen Methylierung zum 

Zeitpunkt des Neugeborenenscreenings mit der durchschnittlichen Methylierung zum 

Zeitpunkt der EDTA-Blutentnahme zeigte sich ein minimaler Unterschied von 2,08%. 

Eine frühere Studie, die nach altersassoziierten unterschiedlich methylierten Regionen 

gesucht hat, hat erst Methylierungsunterschiede von >20% als relevant gewertet [64]. 

Der detektierte Unterschied von 2,08% ist im Vergleich nur sehr gering und weist daher 

auf eine Stabilität der DNA-Methylierung im GNASAS-Locus hin. 

Es wurde neben der Stabilität der durchschnittlichen DNA-Methylierung aller Probanden 

auch die individuelle Stabilität untersucht. Dazu erfolgte für jeden Probanden die 

Korrelation der durchschnittlichen DNA-Methylierung zum Zeitpunkt des 

Neugeborenenscreenings mit der durchschnittlichen DNA-Methylierung bei EDTA-

Blutentnahme. Dabei zeigte sich eine positive Korrelation mit einem 

Korrelationskoeffizienten von 0,38, die ebenfalls eine Stabilität in der DNA-Methylierung 

des GNASAS-Locus aufzeigt. Insgesamt konnte anhand der Untersuchung des 

GNASAS-Locus die Methodik validiert werden.  

 

Die Untersuchung der Stabilität des POMC Intron2/Exon3-Übergangs erfolgte an 55 

Probanden. Es wurde zunächst die durchschnittliche DNA-Methylierung aller 

Probanden für den gesamten Abschnitt von CpG-Position -2 bis CpG-Position 5 

betrachtet. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der durchschnittlichen 

DNA-Methylierung zum Zeitpunkt des Neugeborenenscreenings und der 

durchschnittlichen DNA-Methylierung zum Zeitpunkt der EDTA-Blutentnahme.  

Es wurde anschließend die individuelle Stabilität des gesamten Abschnitts von CpG-

Position -2 bis CpG-Position 5 analysiert. Dazu erfolgte für jeden Probanden die 

Korrelation der durchschnittlichen DNA-Methylierung zum Zeitpunkt des 

Neugeborenenscreenings mit der durchschnittlichen DNA-Methylierung zum Zeitpunkt 

der EDTA-Blutentnahme. Es zeigte sich auch bei individueller Betrachtung ein stabiles 
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DNA-Methylierungsverhalten. Der Pearsons Korrelationskoeffizient von 0,509 weist auf 

eine deutliche Stabilität hin. 

Es erfolgte am POMC-Locus zusätzlich die Untersuchung der individuellen Stabilität der 

einzelnen CpG-Positionen. Es wurde für jede CpG-Position die individuelle DNA-

Methylierung zum Zeitpunkt des Neugeborenenscreenings mit der individuellen DNA-

Methylierung zum Zeitpunkt der EDTA-Blutentnahme verglichen. Dabei zeigte sich an 

den CpG-Positionen -2, -1, 1 und 4 eine signifikant positive Korrelation, die auf ein 

stabiles DNA-Methylierungsverhalten hinweist. An den CpG- Positionen 2 und 5 konnte 

keine Korrelation und somit kein Hinweis auf Stabilität festgestellt werden. Die CpG-

Position 3 zeigt keine signifikante positive Korrelation, aber einen Trend zu einer 

positiven Korrelation. 

Zusammenfassend konnte am POMC Intron2/Exon3-Übergang eine hohe Stabilität der 

DNA-Methylierung nachgewiesen werden. Neben der Stabilität zeigte sich zusätzlich 

eine interindividuelle Variabilität. Bei Betrachtung der Korrelationsgraphen für die 

individuelle Stabilität zeigte sich, dass die durchschnittliche DNA-Methylierung 

interindividuell variieren kann. Dies zeigte sich sowohl in der Betrachtung des gesamten 

Abschnitts als auch an den einzelnen CpG-Positionen. 

Nachdem die Stabilität des POMC-Locus gezeigt worden war, wurde untersucht, ob ein 

Zusammenhang zwischen der DNA-Methylierung bei Geburt und dem BMI besteht. 

Dazu erfolgte die Korrelation der durchschnittlichen DNA-Methylierung der stabilen 

CpG-Positionen -2,-1,1 und 4 mit dem BMI-SDS im späteren Leben. Dabei konnte 

keine Korrelation dargestellt werden. Es kann anhand dieser Daten keine Assoziation 

zwischen der DNA-Methylierung bei Geburt und dem BMI hergestellt werden. 

Die Hypermethylierung des Exon 3 im POMC-Gen, die sich bei übergewichtigen 

Jugendlichen gezeigt hatte [83], konnte in Erwachsenen ebenfalls reproduziert werden 

[85]. In Zusammenschau mit der in dieser Dissertation ermittelten Stabilität des POMC-

Locus, wäre eine Korrelation des BMI-SDS mit der DNA-Methylierung der stabilen CpG-

Positionen zu erwarten gewesen. Die fehlende Korrelation lässt sich am 

wahrscheinlichsten durch die geringe Probandenzahl erklären. Nachdem von Kühnen et 

al. die Hypermethylierung des Exons 3 auch in Erwachsenen nachgewiesen werden 

konnte, erfolgte die Korrelation des BMI mit der DNA-Methylierung. Es wurde dabei 

eine viel größere Kohorte von 228 Probanden untersucht und es zeigte sich nur eine 

geringe Korrelation (Pearsons Korrelationskoeffizient r=0,18) [85]. Eine so große 

Probandenzahl für die Untersuchung der DNA-Methylierung zum Zeitpunkt des 
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Neugeborenenscreenings konnte aufgrund einiger Limitationen in diesem Rahmen nicht 

erreicht werden, wäre aber für die Überprüfung des vermuteten Zusammenhangs 

notwendig. 

Zuletzt wurde überprüft, ob das Alter einen Einfluss auf die DNA-Methylierung zeigt. Die 

Probanden waren bei EDTA-Blutentnahme unterschiedlich alt. Es wurde für den 

POMC-Locus die durchschnittlichen DNA-Methylierung bei EDTA-Blutentnahme mit 

dem Alter korreliert. Dabei zeigte sich keine Korrelation. In Querschnittsstudien hatte 

sich gezeigt, dass ältere monozygote Zwillinge größere Unterschiede in der DNA-

Methylierung aufwiesen als jüngere, im Sinne eines „epigenetic drifts“. In dieser 

Untersuchung konnte kein Einfluss des Alters auf die DNA-Methylierung nachgewiesen 

werden.  

 
5.2. Bezug der Ergebnisse auf die Frage nach einem potentiellen metastabilen 
Epiallel am POMC-Locus  
Ein metastabiles Epiallel beschreibt eine genomische DNA-Sequenz, die durch 

unterschiedliche epigenetische Konfigurationen zu phänotypischen Unterschieden führt. 

Ein bekanntes metastabiles Epiallel ist eine veränderte Form des Agouti-Gens der 

Maus: das viable yellow agouti Allel (Avy). Bei Hypomethylierung des inserierten 

Retrotransposons entwickeln die Mäuse Übergewicht und hellgelbes Fell. Metastabil 

bedeutet, dass diese epigenetischen Markierungen in der frühesten intrauterinen 

Entwicklung stochastisch gesetzt werden und anschließend stabil bleiben [67]. Es 

wurde zusätzlich gezeigt, dass der Anteil an C1-Metaboliten in der maternalen 

Nährstoffzufuhr zum Zeitpunkt der Konzeption die DNA-Methylierung beeinflussen kann 

[74]. Außerdem zeigten Studien, dass die epigenetische Modifikation teilweise über die 

elterliche Keimbahn vererbt werden kann [73].  

Es konnte in anderen Arbeiten gezeigt werden, dass der POMC Intron2/Exon3-

Übergang die gleichen Charakteristika aufweist wie das Avy-Gen. Eine 

Hypermethylierung im Bereich des Exon 3 ist mit einem erhöhten Körpergewicht 

assoziiert und der Methylierungsstatus des Exon 3 ist mit einem Transposon assoziiert 

[83]. Außerdem ist die DNA-Methylierung am POMC-Locus beeinflussbar durch die 

periconceptionelle Nährstoffaufnahme der Mutter und wird teilweise über die paternale 

Keimbahn vererbt [85]. Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass die 

DNA-Methylierung am POMC Intron2/Exon3-Übergang interindividuell variabel, aber 

stabil ab dem Zeitpunkt der Geburt ist und daher früh in der Entwicklung etabliert wird. 
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Die Zusammenschau aller Arbeiten zeigt, dass es sich beim POMC-Locus um ein 

metastabiles Epiallel des Menschen handeln könnte. 

 
5.3. Ergebnisse im aktuellen Vergleich  
Die Ergebnisse der Dissertation lassen sich mit anderen Studien zur epigenetischen 

Stabilität vergleichen. Die epigenetische Stabilität wurde sowohl in Quer- als auch 

Längsschnittstudien untersucht. Zuerst erfolgte der Vergleich der Ergebnisse dieser 

Arbeit mit Ergebnissen aus Längsschnittstudien, welche die epigenetische Stabilität von 

der Geburt bis ins spätere Lebensalter untersucht haben. Außerdem erfolgte ein 

Vergleich zu Längsschnittstudien, die einen variablen Zeitraum im Laufe des Lebens 

untersucht haben. Zuletzt erfolgte eine Gegenüberstellung der Ergebnisse dieser Arbeit 

mit Ergebnissen aus Querschnittsstudien. 

5.3.1. Vergleich mit longitudinalen Studien mit Beginn bei Geburt 

Zum Vergleich eignen sich fünf Studien, die ebenfalls die Stabilität der DNA-

Methylierung ab Geburt bis in das spätere Kindesalter in einer longitudinalen 

Untersuchung analysiert haben (Überblick siehe Tabelle 7). Die erste prospektive 

Studie zur epigenetischen Stabilität ab Geburt stammt von Wang et al. und untersuchte 

105 Kinder. Es wurde das DNA-Methylierungsmuster des Nabelschnurbluts mit dem 

DNA-Methylierungsmuster venösen Blutes im Alter von sechs bis 24 Monaten 

verglichen. Mit dem Illumina HumanMethylation27 Bead Chip wurden >27.000 CpG-

Positionen auf ihr longitudinales Methylierungsverhalten getestet. Es zeigten sich 159 

CpG-Positionen bei den männlichen Probanden und 149 CpG-Positionen bei den 

weiblichen Probandinnen, die sich altersabhängig signifikant in ihrer DNA-Methylierung 

unterschieden. 98 CpG-Positionen zeigten sich in beiden Geschlechtern altersabhängig 

verschieden methyliert. Diese altersabhängigen CpG-Positionen waren zumeist mit 

Genen assoziiert, die eine Rolle in der Entwicklung und Funktion des hämatologischen 

Systems oder in der Immunfunktion und -antwort spielen [80].  

Eine zweite Studie, welche die Stabilität des Epigenoms in einer Geburtskohorte 

untersucht hat, wurde von Martino et al. durchgeführt. Sie hat zehn monozygote und 

fünf heterozygote Zwillingspaare über einen Zeitraum von 18 Monaten untersucht. Es 

wurde dabei DNA aus Wangenschleimhaut gewonnen und mithilfe des Illumina Infinium 

Human Methylation 450 BeadChip das Methylierungsmuster untersucht. Dabei wurden 

>330.000 CpG-Positionen analysiert. In 30,1% der CpG-Positionen zeigte sich eine 
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signifikante Veränderung der DNA-Methylierung von durchschnittlich 3,1% pro Jahr. Um 

den Einfluss technischer Effekte zu minimieren, wurden nur CpG-Positionen mit einem 

Methylierungsunterschied von >20% als altersabhängig unterschiedlich methyliert 

definiert. Unter dem strikteren „Cut-off“ wiesen nur noch 0,8% der CpG-Positionen 

einen alterabhängigen Methylierungsunterschied auf. Dreiviertel der Gene, mit denen 

die altersabhängigen CpG-Positionen assoziiert wurden, waren in die Kategorien 

Entwicklung und Morphogenese einzuordnen [64].  

Die Studien von Wang et al. und Martino et al. haben eine sehr große Anzahl an CpG-

Positionen auf ihre longitudinale Stabilität überprüft. Beide Studien zeigen, dass nur 

eine sehr geringe Anzahl der CpG-Positionen ein dynamisches DNA-

Methylierungsverhalten aufweist. Dies ist gut mit der detektierten Stabilität des POMC-

Locus vereinbar. 

In einer Studie von Murphy et al. wurde die Stabilität der DNA-Methylierung an sieben 

Loci, die zu imprinteten Genen gehörten, an 30 Probanden untersucht. Das DNA-

Material wurde zum Zeitpunkt der Geburt aus Nabelschnurblut und Wangenschleimhaut 

gewonnen. Ein Jahr später wurde DNA-Material ebenfalls aus Wangenschleimhaut 

gewonnen. Alle Proben wurden mittels Pyrosequenzierung analysiert. Es zeigte sich, 

dass die meisten Probanden eine Stabilität in der DNA-Methylierung über den Zeitraum 

eines Jahres aufwiesen [86]. Im Vergleich zu den beiden vorher beschriebenen Studien 

erfolgte bei Murphy et al. genau wie in dieser Arbeit keine epigenomweite Analyse 

sondern eine gezielte Untersuchung bestimmter Loci. Der Untersuchungszeitraum von 

einem Jahr ist kürzer als in dieser Arbeit. Dennoch unterstützen die Resultate von 

Murphy et al. die Ergebnisse der epigenetischen Stabilität dieser Dissertation, 

insbesondere weil GNASAS ebenfalls imprinted ist und sich stabil über die Zeit zeigt. 

Über einen Zeitraum von fünf Jahren untersuchte Acevedo et al. zehn gesunde 

Mädchen. Dabei wurde DNA aus Blutproben im Alter von 3, 6, 12, 24, 36, 48 und 60 

Monaten gewonnen und mithilfe des HumanMethylation450 BeadChip analysiert. Die 

Analyse von 485.577 CpG-Positionen an sieben Zeitpunkten resultierte in 853 CpG-

Positionen, die einen signifikanten Methylierungsunterschied aufwiesen, wovon in 476 

CpG-Position der Methylierungsunterschied ausschließlich auf das Alter zurückzuführen 

war. Die altersabhängigen CpG-Positionen waren gehäuft mit Genen assoziiert, die mit 

der Entwicklung, der Morphogenese und dem Immunsystem assoziiert sind [66]. Der 

Nachteil der Untersuchung von Acevedo et al. ist, dass sie nur sehr wenige Probanden 

untersucht haben. Außerdem beginnt ihre Untersuchung im Gegensatz zu allen bisher 
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aufgeführten Studien und dieser Dissertation nicht direkt nach der Geburt, sondern erst 

im Alter von 3 Monaten.  

Eine Geburtskohortenstudie zur Stabilität der DNA-Methylierung von Urdinguio et al. 

beobachtete 15 Probanden für fünf Jahre. Es wurden 485.577 CpG-Positionen mit dem 

HumanMethylation450 BeadChip in Nabelschnurblut und in venösem Blut im Alter von 

fünf Jahren untersucht. Es zeigten sich 6641 signifikant unterschiedlich methylierte 

CpG-Positionen. Die mit dem Alter hypermethylierten CpG-Positionen waren mit 

Genen, die eine Rolle in der Entwicklung spielen, assoziiert. Die nach fünf Jahren 

hypomethylierten CpG-Positionen zeigten Assoziationen zu Genen, die eine Rolle in 

der Immunfunktion spielen. Es konnten circa 44% der bei Acevedo et al. entdeckten 

dynamischen CpG-Positionen in dieser Studie reproduziert werden [87].  

Die Studien von Acevedo et al. und Urdinguio et al. zeigten über einen 

Untersuchungszeitraum von fünf Jahren insgesamt nur eine geringe Anzahl an 

dynamischen CpG-Positionen. Bei Acevedo et al. sind 0,18% und bei Urdinguio et al. 

1,37% der untersuchten CpG-Positionen altersabhängig verschieden methyliert.  

Zusammenfassend zeigte sich in den longitudinalen Geburtskohortenstudien prozentual 

nur an wenigen CpG-Positionen ein dynamisches Methylierungsverhalten, was gut mit 

der in dieser Arbeit detektierten epigenetischen Stabilität des POMC-Locus vereinbar 

ist. 
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Tabelle 7:		Übersicht Geburtskohortenstudien zur Stabilität der DNA-Methylierung 

Author Jahr Kohorte/ untersuchtes 
Material 

Zeit-
raum 

Ergebnis 

Wang et 

al. 

[80] 

2012 105 Kinder (59 ♂, 46 ♀), 

>27.000 CpGs: Geburt: 

Nabelschnurblut, ven. 

Blut mit 6-24 Monaten 

2 

Jahre 

♂ 159 & ♀ 149 dynamische 

CpGs, 98 ♂&♀, assoziierte 

Genkategorien: Immun- und  

Hämatologisches System 

Martino et 

al.[64] 

2013 10 monozygote & 5 

dizygote Zwillingspaare, 

>330.000 CpGs: 

Wangenschleimhaut 

1,5 

Jahre 

0,8% signifikant verändert 

methyliert 

assoziierte Genkategorien: 

Entwicklung, Morphogenese 

Murphy et 

al.[86] 

2012 30 Probanden, 7 Loci: 

Naberschnurblut, 

Wangenschleimhaut bei 

Geburt + 12 Monate  

1 

Jahr 

 Großteil stabil 

Acevedo 

et al.[66] 

2015 10 Mädchen, 485577 

CpGs: Blut mit 

3,6,12,24,36,48,60 

Monaten 

5 

Jahre 

853 CpGs mit signifikantem 

Methylierungsunterschied; 

assoziierte Genkategorien: 

Entwicklung, Morphogenese, 

Immunfunktion 

Urdinguio 

et al.[66, 

87]  

2016 15 Probanden, 485577 

CpGs: Nabelschnurblut 

bei Geburt, venöses 

Blut mit 5 Jahren 

5 

Jahre 

6641 CpGs mit signifikantem 

Methylierungsunterschied, 

36,79% hypermethyliert + 

assoziiert mit Entwicklung, 

63,21% hypomethyliert + 

assoziiert mit Immunfunktion 
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5.3.2. Vergleich der Ergebnisse mit longitudinalen Studien mit variablen Beginn  

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden außerdem mit Längsschnittstudien zur 

epigenetischen Stabilität verglichen, die einen beliebigen longitudinalen Zeitraum 

untersucht haben (Überblick s. Tabelle 8). Bjornsson et al. analysierten 2008 die 

genomweite DNA-Methylierung mittels LUMA-Technologie in zwei verschiedenen 

Studienpopulationen. In beiden Populationen veränderte sich die genomweite DNA-

Methylierung in 8-10% der Probanden um mehr als 20% über einen Zeitraum von 11-16 

Jahren. Bei 40-60% der Probanden zeigte sich nur eine sehr geringe Veränderung der 

Methylierung von maximal 5% innerhalb des untersuchten Zeitraums vor. Einige 

Probanden zeigten eine Methylierungszunahme und andere eine 

Methylierungsabnahme[61].  

In einer späteren und spezifischeren Analyse der gleichen Arbeitsgruppe wurden bei 

der Untersuchung von interindividuell verschieden methylierten Regionen über einen 

Zeitraum von 11 Jahren sowohl Regionen mit einem stabilen als auch mit einem 

dynamischen Methylierungsmuster entdeckt [59]. 

Eine longitudinale Studie, die ein dynamisches Methylierungsverhalten postuliert, ist 

von Wong et al. durchgeführt worden. Drei neuropsychiatrische Genloci zeigten keine 

Stabilität bei einer Untersuchung über einen Zeitraum von 5 Jahren [65].  

Die Ergebnisse der epigenetischen Stabilität dieser Arbeit werden gestützt durch die 

Ergebnisse von Talens et al. Sie untersuchten acht Genloci mit großen 

interindividuellen Methylierungsunterschieden im Blut über einen Zeitraum von 11-20 

Jahren sowie in Wangenschleimhaut über einen Zeitraum von 2-8 Jahren. Dabei 

entdeckten sie kaum einen Unterschied in der durchschnittlichen DNA-Methylierung 

beim Vergleich der beiden Zeitpunkte. Talens et al. überprüften die individuelle Stabilität 

ebenfalls durch die Korrelation der Methylierungsraten der beiden Zeitpunkte. Dort 

zeigten sich nur fünf von acht Loci stabil [79]. 

In einer Studie von Zhang et al. werden die Ergebnisse des zum Großteil stabilen 

Epigenoms weiter untermauert. Bei der Untersuchung von zehn monozygoten 

Zwillingspaaren zeigten sich keine größeren Unterschiede im Methylierungsmuster bei 

einer Analyse des Epigenoms  3, 6 oder 9 Monaten im Anschluss an eine Erstanalyse. 

Die wenigen detektierten dynamischen Positionen variierten stark im interindividuellen 

Vergleich und zeigten sich teilweise nur kurzzeitig als dynamisch [58]. 
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Tabelle 8: Überblick über longitudinale Studien zur Stabilität der DNA-Methylierung mit 
einem Beobachtungszeitraum im späteren Leben 

Author Jahr Kohorte Zeitraum Ergebnis 
Bjornsson 

et al. [61] 

2008  (111&126 

Probanden) 

11 & 16 

Jahre 

Variation der DNA-Methylierung  

>20% in 8-10% der Probanden 

≤5% in 40-60% der Probanden 

Feinberg 

et al. [59] 

2010 74 Probanden 11 Jahre Die Hälfte der untersuchten 

VMRs epigenetisch stabil  

Wong et 

al. [65] 

2010 46 monozygote & 

45 dizygote 

Zwillingspaare 

5 Jahre 3 Genloci: dynamisches 

Methylierungsverhalten 

Talens et 

al. [79] 

2010 34 Probanden 

(Blut & Wangen-

schleimhaut) 

11-20J 

Blut, 2-8 J 

Wange 

5 von 8 Loci in beiden Geweben 

stabil über die Zeit 

Zhang et 

al. [58] 

2015 10 monozygote 

Zwillingspaare + 

8 Probanden 

3,6,9 

Monate 

Kein signifikanter „epigenetischer 

Drift“ innerhalb der 9 Monate 

Die longitudinalen Studien zur epigenetischen Stabilität mit Beginn zu einem variablen 

Zeitpunkt weit nach der Geburt zeigten ebenfalls eine hohe Stabilität epigenetischer 

Modifikationen. Sie untermauern damit die Ergebnisse dieser Arbeit der epigenetischen 

Stabilität des GNASAS- und POMC-Locus.  

	

5.3.3. Vergleich zu Querschnittsstudien 
Die Ergebnisse dieser Dissertation lassen sich ebenfalls mit einigen 

Querschnittsstudien zur Stabilität der DNA-Methylierung vergleichen. Im Rahmen von 

Querschnittsstudien wurden monozygote Zwillinge verschiedenen Alters in ihrer DNA-

Methylierung miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass sich jüngere Zwillingspaare 

epigenetisch ähnlicher waren als ältere Zwillingspaare [60, 62]. Beim Vergleich der 

DNA-Methylierung von Neugeborenen mit Hundertjährigen zeigte sich bei den 

Hundertjährigen eine sehr viel geringere DNA-Methylierung [88]. In einer großen 

Querschnittsstudie zur epigenetischen Stabilität im Kindesalter wurden Jungs im Alter 

von 3-17 Jahren untersucht. Es zeigte sich, dass 2078 von über 27.000 CpG-Positionen 

einen altersabhängigen Methylierungsunterschied aufwiesen, wobei die 

Methylierungsabnahme häufiger auftrat. Die in Kindern identifizierten altersabhängigen 



	

	 65	

CpG-Positionen überlappten zu einem großen Teil mit den in Querschnittsstudien in 

Erwachsenen identifizierten altersabhängigen CpG-Positionen. Es fiel aber auf, dass 

die Methylierungsänderung im Kindesalter drei bis viermal höher ist als im 

Erwachsenenalter [63].  

Die Querschnittsstudien postulieren eher ein dynamisches Methylierungsverhalten als 

ein stabiles Epigenom. In Querschnittsstudien wird die DNA-Methylierung 

verschiedener Individuen unterschiedlichen Alters miteinander verglichen, wohingegen 

longitudinale Studien die DNA-Methylierung eines Probanden über eine bestimmte 

Zeitspanne untersuchen. Zhang et al. haben in zehn monozygoten Zwillingspaaren 

nach verschieden methylierten CpG-Positionen gesucht. Es wurden zwischen 327 und 

5743 verschieden methylierte CpG-Positionen bei >375.000 untersuchten CpG-

Positionen pro Zwillingspaar identifiziert. Es zeigte sich keine CpG-Position in allen 10 

Paaren verschieden methyliert [58]. Mit dieser Studie wurde gezeigt, dass die 

verschieden methylierten CpG-Positionen interindividuell sehr variabel sind. Dies 

könnte erklären, warum Querschnittsstudien eher ein dynamisches 

Methylierungsverhalten aufzeigen. Zusammenfassend ist zu sagen, dass das durch 

Querschnittsstudien postulierte dynamische Verhalten der DNA-Methylierung in 

longitudinalen Studien nur zu einem geringen Anteil bestätigt wurde.  

 

Die stabile DNA-Methylierung im POMC- und GNASAS-Locus ist gut vereinbar mit der 

derzeitigen Studienlage. Vor allem die Geburtskohortenstudien zur epigenetischen 

Stabilität zeigen, dass die DNA-Methylierung nur zu einem sehr geringen Prozentsatz 

(<2%) ein altersabhängiges dynamisches Methylierungsverhalten aufzeigt. Auch 

longitudinale Studien im späteren Erwachsenenalter zur Stabilität des Epigenoms 

zeigen eine geringe Dynamik. In Querschnittsstudien zeigte sich vermehrt ein 

dynamisches Verhalten epigenetischer Modifikationen. Es konnte jedoch gezeigt 

werden, dass die dynamischen CpG-Positionen interindividuell sehr variabel sind [58].  

 
5.4. Limitationen der Arbeit 
Insgesamt war es ein großer Erfolg, dass aus den zum Teil sehr alten 

Neugeborenenscreeningkarten die DNA-Extraktionen überhaupt erfolgreich waren und 

eine DNA-Methylierungsuntersuchung mittels Pyrosequenzierung erfolgen konnte. Die 

Arbeit mit der Neugeborenenscreeningkarte stellte insgesamt eine große 

Herausforderung dar. In einigen Fällen zeigte sich bei der Filterpapierkarte des 
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Neugeborenenscreenings, dass diese nicht ausreichend mit Blut durchtränkt worden 

war oder schon viel Material für andere Analysen verbraucht worden war.  

Die Gewinnung von ausreichend DNA-Material aus dem Trockenblut der 

Neugeborenenscreeningkarte war methodisch sehr schwierig. Das vorhandene Material 

an Filterpapier pro Proband war sehr gering. Die Extraktion der DNA aus dem zum Teil 

lange gelagerten Trockenblut resultierte in einigen Fällen in einer für eine Bisulfit-PCR 

ungenügenden DNA-Menge. Außerdem scheint die Qualität der extrahierten DNA zum 

Teil minderwertig gewesen zu sein, da es bei vermeintlich erfolgreicher DNA-Extraktion 

und Messung einer ausreichend hohen DNA-Menge in der quantitativen Analyse der 

Fluorometrie trotzdem zu Misserfolgen im Rahmen der Bisulfit-PCR oder der 

Pyrosequenzierung kam. Eine Erklärung hierfür ist die Bisulfitumwandlung, die als 

relativ aggressives Verfahren die DNA schädigen kann. Dass die DNA-Menge, die aus 

den Neugeborenenscreeningkarten extrahiert worden war, häufig sehr gering war, 

zeigte sich auch an dem detektierten Lichtsignal in der Pyrosequenzierung. Dieses 

zeigte sich bei der aus Trockenblut extrahierten DNA niedriger im Vergleich zu dem 

Lichtsignal, das bei der Pyrosequenzierung der DNA extrahiert aus EDTA-Blut 

detektiert wurde. Aufgrund der geringen Materialmenge konnte für jeden Probanden 

meistens nur eine Analyse durchgeführt werden. Es war nur in wenigen 

Ausnahmefällen genügend Material vorhanden, um einen Probanden erneut zu 

untersuchen, falls die erste Pyrosequenzierung ein fragliches Ergebnis lieferte oder die 

PCR in der Gelelektrophorese keine Bande zeigte. Es war deshalb leider nicht möglich 

die DNA-Methylierung eines Probanden zum Zeitpunkt des Neugeborenenscreenings 

mehrmals zu untersuchen, um durch Mittelung der Ergebnisse technische 

Schwankungen auszugleichen.  

Aufgrund der technisch anspruchsvollen Methodik und dem geringen Material aus dem 

Neugeborenenscreening konnte bei weniger Probanden ein auswertbares Ergebnis 

erzielt werden, als es ursprünglich bei der Rekrutierung von 96 Probanden geplant war.  

Der Beobachtungszeitraum von Geburt bis zur EDTA-Blutentnahme weist eine breite 

Streuung von wenigen Monaten bis zu 24 Jahren auf. In prospektiven Studien [64, 66, 

86, 87]  ist der Beobachtungszeitraum für alle Probanden gleich lang. Dieser variable 

Beobachtungszeitraum ist ebenfalls als Limitation anzusehen.  
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5.5. Vorteile der Arbeit 
Die Dissertation beschreibt die weltweit erste Untersuchung der DNA-Methylierung von 

Geburt bis zu einem maximalen Lebensalter von 24 Jahren. Es ist bis zum heutigen 

Zeitpunkt keine Studie bekannt, die in der Länge des Untersuchungszeitraum 

vergleichbar ist. Es wurde in dieser Dissertation für den POMC-Locus ein 

durchschnittlicher Beobachtungszeitraum von 11,3 Jahren sowie für den GNASAS-

Locus ein durchschnittlicher Beobachtungszeitraum von 9,9 Jahren nach der Geburt 

untersucht. Es wurde im Rahmen dieser Dissertation gezeigt, dass die DNA-

Methylierung in einer DNA-Probe gewonnen aus dem Trockenblut einer 

Neugeborenenscreeningkarte mittels Pyrosequenzierung untersucht werden kann. 

Trotz der sehr geringen DNA-Menge konnte die Pyrosequenzierung durchgeführt 

werden. Durch Vorversuche wurde die Vergleichbarkeit der DNA-Methylierung im 

Trockenblut der Neugeborenenscreeningkarte mit der DNA-Methylierung im EDTA-Blut 

bestätigt. Es wurde die Methodik durch die Untersuchung der DNA-Methylierung an 

einem als stabil geltenden imprinteten Locus, dem GNASAS-Locus, validiert.  

Die Analyse der DNA-Methylierung an den beiden Loci erfolgte mittels 

Pyrosequenzierung. Die Pyrosequenzierung ist zum heutigen Zeitpunkt der 

Goldstandard für die Analyse der DNA-Methylierung. Im Rahmen der 

Pyrosequenzierung wird die Methylierung eines Cytosins innerhalb der CpG-Position 

prozentgenau bestimmt. In anderen Studien zur longitudinalen Untersuchung der DNA-

Methylierung wurde das Methylierungsverhalten mit dem HumanMethylation BeadChip 

untersucht [66, 80]. Mit dem HumanMethylation BeadChip wird zwar eine sehr große 

Anzahl an CpG-Positionen untersucht, die aber zufällig ausgewählt werden. Im 

Nachhinein erfolgt eine Zuordnung der identifizierten CpG-Positionen zu assoziierten 

Genen. Im Vergleich dazu konnte im Rahmen dieser Studie mit Hilfe der 

Pyrosequenzierung gezielt ein Locus sowie ein Kontrolllocus untersucht werden. 

Die Probandenzahl scheint mit 35 (GNASAS) bzw. mit 55 (POMC) Probanden relativ 

gering und limitiert die Untersuchung der Assoziation der DNA-Methylierung mit dem 

BMI-SDS. Doch vergleicht man die Probandenzahl mit den bisher publizierten 

longitudinalen Studien, die das Methylierungsverhalten ab der Geburt untersucht 

haben, führten diese ihre Untersuchung an 30 Probanden [64] [86] , 15 Probanden [87] 

oder 10 Probanden durch [66]. Im Vergleich zu den bisher durchgeführten Studien zeigt 

sich daher eher eine hohe Probandenzahl. 
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Ein weiterer Vorteil dieser Studie ist die Homogenität der untersuchten Kohorte. Es 

handelt sich um Kinder oder Jugendliche, die in Berlin geboren sind und zum Zeitpunkt 

der zweiten Untersuchung immer noch in Berlin leben.  

Beim Vergleich dieser longitudinalen Untersuchung mit den Ergebnissen aus 

Epigenom-weiten Assoziationsstudien (EWAS) zeigte sich ein weiterer Vorteil dieser 

Arbeit. In EWAS wurde nach einer Assoziation zwischen dem BMI und der DNA-

Methylierung gesucht [81, 82]. Dabei ist es schwierig zwischen Ursache und Wirkung 

zu unterscheiden. Es ist nicht klar, ob die unterschiedlich methylierten CpG-Positionen 

zum Übergewicht geführt haben oder das Übergewicht die unterschiedlich methylierten 

CpG-Positionen hervorgerufen hat. Die longitudinale Untersuchung mit Analysebeginn 

vor der Entstehung von Übergewicht, die in dieser Dissertation angewendet wurde, ist 

besser zur Unterscheidung zwischen Ursache und Wirkung geeignet.  
 
5.6. Schlussfolgerung und Ausblick 
Im Rahmen dieser Dissertation wurde die DNA-Methylierung des POMC Intron2/Exon3-

Locus auf ihre Stabilität untersucht. Der POMC Intron2/Exon3-Übergang hatte in einer 

vorangegangen Studie eine Assoziation zwischen der DNA-Methylierung und dem BMI 

gezeigt. In dieser Arbeit konnte nun dargestellt werden, dass die DNA-Methylierung an 

diesem Locus von Geburt bis ins spätere Kindesalter und zum Teil frühe 

Erwachsenenalter stabil ist. Dazu konnte zunächst gezeigt werden, dass die U2-

Neugeborenenscreeningkarte zur DNA-Methylierungsanalyse bei Geburt verwendet 

werden kann. Es konnte in dieser Untersuchung aufgrund der Kohortengröße der 

erwartete Zusammenhang zwischen der DNA-Methylierung bei Geburt und dem 

Körpergewicht im späteren Leben nicht hergestellt werden. Eine Untersuchung einer 

größeren Kohorte könnte diesen Zusammenhang eventuell nachreichen.  

Die epigenetische Stabilität am POMC Intron2/Exon3-Locus ist essentiell für die 

Identifikation dieses Locus als potentielles humanes metastabiles Epiallel. 

 

Mit der in dieser Dissertation etablierten Methodik eröffnen sich neue wissenschaftliche 

Möglichkeiten. Die Analyse der DNA-Methylierung in Trockenblut einer 

Neugeborenenscreeningkarte ist valide möglich. In Deutschland wird im Rahmen der 

U2-Vorsorgeuntersuchung seit den 1980er Jahren das Neugeborenenscreening 

durchgeführt. Dabei wird für die eigentliche Untersuchung, die Testung auf 

verschiedene angeborene Stoffwechselerkrankungen, meist nur ein Teil des 
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vorhandenen mit Blut getränkten Filterpapiers verbraucht. Das zusätzliche Material wird 

meist eingelagert. Mithilfe der in dieser Dissertation angewandten Methodik und dem 

Material der unzähligen U2-Untersuchungen könnten noch viele weitere longitudinale 

Untersuchungen der DNA-Methylierung unternommen werden.  

Die longitudinale Untersuchung der DNA-Methylierung anhand von 

Neugeborenenscreeningkarten bietet zudem einen weiteren Vorteil. Der Einfluss 

epigenetischer Variationen auf die Entwicklung von Krankheiten im späteren Leben wird 

in der aktuellen Forschung stark fokussiert. Dabei ist es nicht leicht zu unterscheiden, 

ob eine Krankheit aufgrund einer epigenetischen Variante entsteht oder die 

epigenetische Variation aufgrund der Erkrankung entsteht. Die Analyse der DNA aus 

dem Trockenblut der Neugeborenenscreeningkarte könnte dabei eine entscheidende 

Hilfe sein. Sie bietet die Möglichkeit der Untersuchung der DNA-Methylierung bei 

Geburt, wo viele der aktuell fokussierten Erkrankungen noch nicht bestehen. Es könnte 

somit zwischen Ursache und Wirkung unterschieden werden. 
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