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Einleitung

1 Einleitung

Die Knochen des axialen und appendikularen Skelettentstehen wahrend der
enchondralen Ossifikation. Die Anlagen des Skeletts werden von Mesenchymzellen
gebildet, die zu Chondrozyterreifen und eine Zwischenstufe aus Knorpel bilden, welche
spater durch Knochen ersetzt wird. Die Knorpelzwischenstufe entstelrt mehreren strikt
regulierten und komplexen Schritten, die entscheidend fur die Lange des spateren
Knochens sind. Zum Wachstum der Knorpelanlagebheginnen die Chondrozyten zu
proliferieren, daraufhin differenzieren sie und werden hypertroph. Schlussendth
werden die hypertrophen Chondrozyten durch Knochen ersetzt. An der Reifung,
Proliferation und Differenzierung der Chondrozyten sind unzahlige regulatorische
Molekile, darunter zahlreiche Signalmolekile und Transkriptionsfaktoren, beteiligt,
deren Funktionen und Regulationsmechanismen bereits sehr gut beschrieben wurden
(Akiyama und Lefebvre, 2011) In den letzten Jahren zeigte sich, dass epigenetische
Faktoren an der Regulation der enchondralen Ossifikation grundlegend beteiligt sind.
Dabei wurden Histon-modifizierende Enzyme identifiziert, welche die Zuganglichkeit des
Chromatins regulieren. Mittlerweile wurden zahlreiche HistorAcetyltransferasen und
Histon-Methyltransferasen, sowie ihre Gegenspieler, die HisteDeacetylasen und
Histon-Demethylasen identifiziert, die Uber Histonmodifikationen die Transkription
steuern (Bradley et al., 2011; Klose et al., 2006)

Bisherige Untersuchungen zeigten einen globalen Anstieg deéfiston-Acetylierung im
Verlauf derin vitro Differenzierung von Chondrozyten (Masterarbeit Thiesen A.M., 2012).
Zudem konnte eine Regulation der Histormodifizierenden Enzyme durch Chondrozyten
spezifische Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden(Kozhemyakina et al., 2009;
Wuelling et al., 2013) Ob Veradnderungen des Histe€odes im Verlauf derin vivo
Chondrozytendifferenzierung auftreten wurde bisher noch nicht untersucht.

In dieser Arbeit sollten die Histonmodifkationen von proliferierenden und hypertrophen
Chondrozyten umfassend analysiert werden. Dazu sollten HistonmodifikationBrofile
erstellt werden, um neue Erkenntnisse Uber die Veranderung des Histe@odes wahrend

der Chondrozytendifferenzierung zu gewinmen.
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Einleitung

1.1 Das Skelett: Knorpel und Knochen

Das Skelett der Vertebraten ist ein mechanisches und endokrines Organ, welches die
Bewegung ermoglicht und die inneren Organe schitzt. Es dientudem der
Mineralhomoostase und beherbergt hamatopoetische und mesenchyle Stammzellen
zur Blutbildung und Immunabwehr (Lee et al., 2007; Quarles, 2008; Yin und Li, 200@&)as
menschliche Skelett besteht aus 206 Knochen, die je nach Lage und Funktion
unterschiedliche Grél3en und Formen aufweisen. Die Ossifikation, also die Bildung von
Knochengewebe, kannauf zwei verschiedene Arten vonstattegehen, durch die
enchondrale und die desmale Ossifikation. Wahrend der desmalen Ossifikation
kondensieren Mesenchymzellen und differenzieren direkt in Osteoblasten, welche Teile
der Schadels und des Sdselbeins bilden. Wahrend der enchondralen Ossifikation,
durch die beispielsweise die langen Rohrenknochen des axialen und appendifudn
Skeletts gebildet werden, kondensieren Mesenchymzellen, differenzieren in
Chondrozyten und werden spater durch Knochen ersetzt. Die Chondrozyten bilden
gemeinsam mit extrazellularen Matrixmolekilen EZMMolekllen) das Knorpelgewebe.
Die Knorpelanlagensind somit das erste Skelett der Vertebraten. Iradulten Organismus
verbleibt der Knorpel an den Gelenken, der Nase, de@hren und den Atemwegen.
Abhangig von der MatrixZusammensetzung unterscheidet man drei Arten von Knorpel.
Der vorwiegende Knorpel im ausgewachsenen Organismus ist der hyaline Knorpel der
Gelenke. Im Unterschied dazu befindet sich der Faserknorpel beis@aleise in den
Bandscheiben und der elastische Knorpel tritt in den Ohrmuscheln auf.

Knorpel besteht zum gro3ten Teil aus Wasser, Proteoglykanen und Hyaluronsaure. In
dieseEZMsind die Chondrozyten eingelagert. Die Hauptaufgabe der Chondrozyten ist die
Bildung dieser EZM, die je nach Lage und Funktion der Chondrozyten unterschikche
Collagene und Proteoglykane produzieren. Neben den Chondrozyten existieren
Chondroblasten und Chondroklasten, welche fir den Autind Abbau des embryonalen
Knorpelgewebes wamend der enchondralen Ossifikation und fur die Heilung und
Reparatur von Frakturen im erwachsenen Kérper zustandig sind.

Der groldte Teil des Skeletts besteht jedoch aus Knochen, von dem etwa?%8Sdie
Kompakta ausmacht, die/erformungs-, Biege und Rotationskraften entgegenwirkt. Das
Innere des Knochens wird von der schwammartig aufgebauten Spongiosa ausgefillt und
macht 15% des Kochens aus. In den meisten Knochen sind die Collagenfibrillen der

Spongiosa gleichférmig angeordnet und bilden den sogenannten roallenknochen.
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Zwischen den Trabekeln der Lamellenknochen befindet sich das Knochenmark. Die
Architektur der Trabekel dient zur Herabsetzung der Druckund Zugbelastung. Um den
permanenten Umbau des Knochens zu gewahrleisten, werden die Osteoblasten, welch
fur den Knochenaufbau zustandig sind und die Osteoklasten, welche Knochensubstanz
abbauen konnen, bendtigt. Den Hauptbestandteil der Knochenzellen machen die reifen
Osteozyten aus. Diese sind von der Knochenmatrix umschlossen und dienen deren
Erhaltung und der Calciumhomoostase. NebeBZM-Molekulen, wiez. B.Collagenfibrillen,
besteht der fertig ausgebildete Knochen aus den festigenden Komponenten

Calciumphosphat und Hydroxylapatit.

1.1.1 Enchondrale Ossifikation

Wahrend der enchondralen OssifikatiorentstehenKnochen und Knorpelzellen aus einer
gemeinsamen OsteochondroprogenitoZelle. Diese Vorlauferzellen zur Bildung der
Extremitatenknochen und des Sternumsstammen aus dem Seitenplattenmesoderm,
wéhrend die Rippen und Wirbelsaule aus dem paraxialeMesoderm gebildet werden.

Zu Beginn der enchondralen Ossifikation kondensieren die mesenchymalen
OsteochondroprogenitorZellenund bilden eine knorpelige Anlage Abb.1A). Die inneren
Zellen der Matrize differenzieren in frihe proliferierende Chondrozyten, wahrend die
auleren Zellen das Perichondrium bilderfAbb.1B).In mehreren Schritten differenzieren
dieseChondrozytenin hypertrophe Chondrozytenund bilden die Wachstumsfuge, die fir
das Langenwachstum verantwortlich ist. Die proliferierenden Chondrozyten flachenu
Beginn der Differenzierung ab und ordnen gh longitudinal in S&ulen an (lolumnare
Chondrozyten) (Abb. 1C). Somit verbleiben runde Chondrozyten an den distalen
Enden (distale Chondrozyten) und abgeflachte, kolumnare Chondrozyten entstehen
zur Miete der Knorpelanlage Daraufhin beenden diesedie Proliferation, treten aus dem
Zellzyklus aus und werden prahypertroph. AnschlieBend nehmen sie stark an
Volumen zu und reifen zu hypertrophen Chondrozyten (Abb. 1C). Signale der
hypertrophen Zone induzieren dabei die Verknécherung des Perichondriums zum
Periost.

Mit den einwandernden Blutgefa3en werden OsteoblastenVorlauferzellen in die
hypertrophe Zone eingebracht, welche zu Osteoblasten differenzieren und das primare
Ossifikationszentrum zum Aufbau des trabekularerkKnochers bilden (Abb. 1D) (Clarkin

und Olsen, 2010Maes et al., 2010)Die hypertrophen Gondrozyten gehen in Apoptose
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oder transdifferenzieren in Osteoblasten(Roach et al., 1995; Zhou et al., 2014)as von
den hypertrophen Chondrozyten sezernierte Matrixgeflecht dient als Gerust, in welches
sich die Osteoblastervorlauferzellen und h&matopoetischen Stammzellen zur
Hamatopoese einlagern. Die Bildungles primaren Ossifikationszentrumsbeginnt bei
Mausen um den embryonalen Tag 14.5 (E14.5nd beim Menschen etwa in der flinften

Schwangerschaftswoche.

mesenchymale Zellen @ hypertrophe Chondrozyten
@ proliferierende Chondrozyten Mtrabekulsrer Knochen
M Perichondrium M pPeriosteum
= prahypertrophe Chondrozyten

Abb. 1 Schematische Darstellung der enchondralen Ossifikation

(A) Mesenchymzelen (gelb) beginnen zu kondensieren und (B) differenzieren in proliferierende
Chondrozyten (grun-orange) unddie sie umgebend®a, perichondralen Zellen (orange). (C) Proliferierende
Chondrozyten differenzieren weiter in prahypertrophe Chondrozyten (dunkelbhu-orange). Es kommt zu
einer GréRenzunahme und dem Austritt aus dem Zellzyklus. (D) Die reifen hypertrophen Chondrozyten
(blau-orange) gehen teilweise in Apoptose oder transdifferenzieren in Osteoblasten. Das Perichondrium
(orange) beginnt zu verkndchernund bildet das Periost (dunkelblau). Vom Periost wandern Blutgeféal3e ein,
die Osteoblasten und Chondroklasten transportieren. Die Chondroklasten degradieren die Knorpelmatrix
wahrend Osteoblasten die Knochensubstanz (violett) aufbauen. (E) Nach der Gebhittien sich sekundare

Ossifikationszentren in den Epiphysen.
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Wahrend der Embryogenese kommt es zu einem rapiden Knochenwachstum durch die
hohe Proliferationsrate der kolumnaren Chondrozyten und deren Differenzierung in
hypertrophe Chondrozyten. Erst nach der Geburt werden die sekundaren
Ossifikationszentrenin den Epiphysen ausgebildet Abb. 1E). Die Differenzierung der
Chordrozyten erfolgt gleich den primaren Ossifikationszentren. Zwischen den
sekundaren und den primaren Ossifikationszentren proliferierenund differenzieren die
Chondrozyten weiterhin und bilden die Wachstumsfuge die fir das postnatale

Langenwachstum verantwortlichist.

1.1.2 Molekulare Regulation der Chondrozytendifferenzierung

Entscheidend fur das kontrollierte Wachstum der Knochen ist die Balance zwischen
Chondrozytenproliferation und Hypertrophie. Wahrend dieser Prozesse entstehen
distinkte Zellpopulationen, die morphologisch und molekular unteschieden werden
kénnen. Eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren und Signalmolekilen wurde bereits
identifiziert, die diese Schritte regulieren.

Wahrend der mesenchymalen Kondensationexprimieren die Osteochondroprogenitor
Zellen den Masterregulator der fiuthen Chondrozytendifferenzierung Sox9 (sex
determining factor SRY)(Abb. 2) (Dy et al., 2012; Lefebvre und Bhattaram, 2010)Die
frihen Knorpelelemente bestehen zu Beginn aus runden Chondrozyten, die weiterhin Sox9
exprimieren, welches die Synthese der Chondrozytespezifischen Matrixmolekile
Collagen 2(Col2al) und Aggrecan (Acan) induziert (Liu und Lefebvre, 2015) Sox9
kooperiert dabeimit zwei weiteren Mitgliedern der SoxFamilie: Sox5 und Sox§Akiyama
et al., 2005; Bi et al., 1999Alle drei SoxMitglieder werden sowohlin den proliferierenden,
als auchin prahypertrophen Chondrozyten, jedoch nicht in hypertrophen Chondrozyten
exprimiert (Abb.2) (Lefebvre et al., 1998)

Wahrend die runden Chondrozyten proliferieren, ihre Form abflackn und sich in Saulen
anordnen, beginnt die Expression von weiterenvichtigen Differenzierungs-spezifischen
Faktoren, wie Runx2 (Runt domain transcription factor 2) Mef2c Myocytespecific
enhancer factor 2@ Fgfr3(fibroblast growth factor receptor 3)und Ihh (Indian hedgehog)
Die Differenzierung von kolumnaren zu prahypertrophen Chondrozyten wird durch
Runx2, den Masterregulator der spaten Chondrozytenund Osteoblastendifferenzierung
eingeleitet. De Expressionvon Runx2 beginnt bereits wahrend der mesenchymalen

Kondensation des E11.8Mausenbryos und kannin proliferierenden Chondrozyten und
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im Perichondrium des E13.5 Embryosletektiert werden. Imspateren Stadierbeschrankt
sich die Expression auf die prahypertrophen und hyperwphen Chondrozyten(Abb. 2)
(Gross et al.,, 2012; Stricker et al.,, 2002)Mef2c wird wie Runx2 bereits in der
mesenchymalen Knorpehnlage des E12.5 Mausembryos exprimiert. Zudemird es stak
in prahypertrophen Chondrozyten des E14.5 Embry® und gering in hypertrophen
Chondrozyten exprimiert (Arnold et al., 2007) Runx2 und Mef2c induzieren die
Hypertrophie und regulieren die Expression vonlhh und Col10al(Yoshida et al., 2004)
Sox9 interagiert und inhibiert Runx2 wodurch die hypertrophe Differenzierung in
proliferierenden Chondrozyten verhindert wird (Zhou et al., 2006)

Das Signalmolekutlhh wird ausschlie3lich in prahypertrophen Chondrozyten exprimiert
(Abb. 2). Es aktiviert die Chondrozytenproliferation und inhibiert die hypertrophe
Differenzierung durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der GlirFamilie: Glil,
Gli2 und Gli3(St-Jacques et al., 1999)Durch Ihh wird der Bmp (Bone morphogenetic
protein)-Signalweg und damit die Chondrozytenproliferation aktiviert. Der Bmp
Signalweg wirkt antagonistisch zum Fgf Kibroblast growth factor)-Signalweg. Der Fgf
Signalweg fuhrt zur Inhibition von Ihh und beschleunigt gleichzeitig die hypertrophe
Differenzierung. FgtSignale werden in Chondrozyten unter anderem uber den Fgf
Rezeptor 3 (Fgfr3) vermittelt. DasFgfr3-Expression beginnt bereits in proliferierenden
Chondrozytenund findet hauptséchlich in prahypetrophen Chondrozyten statt (Abb. 2),
wo Fgfr3die hypertrophen Differenzierung aktiviert (Minina et al., 2002)

- Sox9
£
Collagen 2 SESEeERisey
ssss== | Ihh
Collagen 10 !ii Mef2c
\ Runx2

N\
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Abb. 2 Expressionsmuster Chondrozy ten-spezifischer Markergene in der embryonalen
Knorpelanlage

Wahrend der enchondralen Ossifikation werden die EZNWolekile Collagen 2 (orange) in den
proliferierenden bis prahypertrophen Chondrozyten exprimiert, wahrend Collagen 10 (blau)
ausschlieBlich in den hypertrophen Chondrozyten exprimiert wird. Sox9 (grun) wird in allen
proliferierenden und préhypertrophen Chondrozyten exprimiert, wahrend Mef2c (schwarz) und Fgfr3
(orange) hauptséachlich von prahypertrophen Chondrozyten exprimiert werden. 2 Ihh-Expression (lila)
findet ausschlie3lich in den prahypetrophen Chondrozyten statt Diese prahypertrophen Chondroygten

bilden zudem Runx2 (dunkeblau), welcher ebenfalls in hypertrophen Chondrozyten exprimiert wird.

DasCol1l0atGenwird sowohl von Runx2 ds auch von Mef2c aktiviert und kann nur in
hypertrophen Chondrozyten nachgewiesen werden. Beim Umschalten von Proliferation
zur Hypertrophie wird die Bildung von fibrillarem Collagen 2 durch das Netzildende
Collagen 10 abgel6st.Abb. 2).

1.1.3 Skelettale Dysplasie

Mutationen von Knorpel oder Knochenspezifischen Genen fihren haufig schon wahrend
der enchondralen Ossifikation zur Stdérung der Proliferation und hypertrophe
Differenzierung. Diese Fehlregulationen haben schwerwiegende Folgen fir das
Auswachsen des Knochens und werden alskedettale Dysplasien bezeichnet Die
Pravalenz einer skel@talen Fehlbildung liegt bei 15.000 Geburten. Vorden Betroffenen
werden etwa 25 % tot geboren und30 % versterben bereits in der neonatalen Phase.
Momentan sind mehr als 350 skelettale Fehlbildungen bekannt, die unterschiedliche
Anomalien in Form und Grol3e des Skeletts aufweiseligemeine Symptome sind
verkurzte, verbogene odemgebrochene Knochen, das Fehlen von Knochen, Duplikationen
der Finger oder Zehen, asymmetrisches Knochenwachstum, ungleichmalige
Knochendichte und Mineralisierungsdefekte(Krakow und Rimoin, 2010; Savarirayan
und Rimoin, 2002). Diese Fehlbildungen von Knorpel und Knochen kénnen zu schweren
Lungen, Herz und neurologischen Stoérungen fihren, sowie orthopadische,
psychologische und auditorische Probleme mit sich bringen. Viele der skelettalen
Dysplasien sind zurzeit nur unzureichend behandelbarDie Stérung der normalen
Skelettentwicklung hat somit schwerwiegende Konsequenzen fur die Gesundheit und die

Lebensqualitat der Betroffenen.
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1.1.4 Knochenfehlbildungen durch Mutationen Chondrozyten -spezifischer Gene

Ursachen vieler skelettalen Dysplasiensind Mutationen in den Genen verschiedener
Proteine, wie Transkriptionsfaktoren, EZMMolekullen, Liganden undRezeptoren.

Eine heterozygote Mutation vonSox9im Menschen fuhrt zur campomelen Dysplasie, die
sich in einer starken Verformung der langen Réhrenknochen aulReftVagner et al., 1994)
Ebenso schwerwiegend sind &rschiedene humane Mutationen defRunx2Gens Diee
fuhren zur autosomaldominant vererbbaren Krankhet der kleidokranialen Dysplasie,
welche durch fehlgebildete oder fehlende Schlisselbeinknochen, sowie offene
Fontanellen und Schadelnéhte charakterisiert istMundlos et al., 1997; Otto et al., 2002)
Eine missenseMutation des Fgfr3-Gens fuhrt zur autosomal-dominant vererbbaren
Achondroplasie (Wilkin et al., 1998). Die Achondroplasie ist die haufigste Form des
Kleinwuchses.Hingegen hat eineheterozygote missenseMutation im Ihh-Gen geringere
Auswirkungen, indem es zu einer abormalen Fingerentwicklung fuhrt (Gao et al., 2009)
Neuste high-throughput Sequerzierungs-Technologien konnten in denletzten Jahren
zusatzliche Mutationen in epigenetische Regulatoren, wie HisteAcetyltransferasen
(HATs) und Histon Deacetylasen (HDACs) aufdecken, welche bereits im Fotus die
reguléare Bildung und das Wachstum der Knochen verhindern (Campeau et al., 2012;
Williams et al., 2010) Einige Knochenerkrankungen konnten bereits mit einer
veranderten HDAGExpressionin Verbindung gebracht werden. So wurde einerhdhte
Expression von HDACS5 bei jungen Osteoporo$tatienten und eine inaktivierende
HDAC4Mutation bei Brachydaktylie-Patienten entdeckt(Li et al., 2009; Williams et al.,
2010).

Wie sich die Histonmodifikationen wahrend der enchondralen Osfskation verandern
und wie die Differenzierung reguliert wird ist zum jetzigen Zeitpunktnoch weitgehend
unbekannt. Um jedoch effizientélTherapiemoglichkeiten entwickeln zu kbnnen, missen
die Grundlagen der komplexen Knorpel/Knochenentwicklung undRegulation aufgeklart

werden.
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1.2 Epigenetische Regulationsmechanismen

Die genomischeeukaryotische DNA bildet zusammen miDNA-bindenden Proteinen, den
Histonen, dasChromatin. Die Struktur des Chromatins ist sehr flexibel, so dass die DNA
lokal dekondensiert und remocklliert werden kann, um sie fur die Replikations,
Transkriptions- und Reparaturmaschinerie zudffnen oder fir die mitotische Teilung zu
kompaktieren. Das Chromatin wird unterteilt in unzugangliches, stark kompaktiertes
Heterochromatin und offenes, zugangliches und nur leicht verpacktes Euchromatin. Mit
Hilfe der Histone kann die DNA auf das 1000-fache kondensiert undihre Zuganglichkeit
reguliert werden.

Das Nukleosom ist die Untereinheit des Chromatins und besteht aus einem Oktamer aus
Histonen (je zwei H2A, H2B, H3 und H4), deren amirterminaler Schwanz
posttranskriptional durch Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung,
Ubiquitinylierung, SUMOylerung (small ubiquitin-like  modifier) und ADP
(Adenindiphosphat)-Ribosylierung modifiziert werden kann. Diese Modifikationen
dienen zum einen derAnderung der Chromatin-Kondensation und zum anderen der
Interaktion mit anderen Proteinen. Insgesamt sind 146Basenpaareum ein Nukleosom
gewickelt, welcheseiner 1,65fachen Umrundung der DNA um das Nukleos entspricht.
Die DNAUmrundung um das Nukleosonwird mit dem Linker-Histon H1 verschlossen

um eine hdher organisierte Kondensation zu erméglichen.

Abb. 3 Chromatinstruktur mit moglichen Histonmodifikationen

Durch den Aufbau des Chromatins lasssich die DNA in den Metaphasécomosomen (gelb) stark
kondensieren und ebenso flexibel fur die Transkription und Replikation wieder 6ffnen. i@ DNA (gelb mit

blau-roter Helix) ist als Doppelhelix (gelb) um das Nukleosom, bestehend aus einem Oktamer von je zwei
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H2A (helblau), H2B (lila), H3 (grin) und H4 (orange) Proteinen, gewickelt. Die Merminalen
Histonschwéanze kénnen an verschiedenen Amgsauren unterschiedlich modifiziert werden (kleine
Kreise), wobei sich die Aetylierung (A, pink) und die Methylierung (M) an derselben Aminosaure
ausschlieRen. DieMethylierung kann als Mone (M1, gelb), Di (M2, orange) oder Tri (M3, rot)
Methylierung vorliegen. Zudem kénnen die $tonschwénze phosphoryliert (P,griin) oder ubiquitinyliert

(U, lila) werden. Abbildung modifiziert nach Group of Computational Epigenetic Research, College of

Bioinformatics Science and Technology, Hlain Medical University, Qiina.

1.2.1 Genregulation durch Histon -modifizierende Enzyme

Die  wichtigsten  Chromatinveranderungen zur  Gerregulation sind  die
Histonacetylierungen und zmethylierungen, welche grof3tenteils an Histon 3 und 4
stattfinden (Abb. 3). Die Acetylierung und Deacetylierung erfolgt durch Hats und Hdacs
an den Lysinresten (K) von H3K4, H3K9, H3K14, H3K18, H3K23, H3K27 und H3K36.
Dabei sind alle Histonacetylierungen Genaktivierende Markierungen.
Histonmethylierungen und-demethylierungen erfolgen tber HistonMethyltransferasen
(Hmts) und Histon-Demethylasen (Hdmts) an H3K4, H3K9, H3K23, H3K27, H3KS36,
H3K37, H3K79 und H4K20. Dabei kdnnen die Lysinreste monali- und tri-methyliert
werden. Histonmethylierungen kénnen Tanskriptions -aktivierende und -reprimierende
Markierungen sein. Aktivierend wirken die Methylerungen an H3K4me13, H3K36me23
und H3K79me3 wohingegenH3K9me3, H3K27me3 und H4K20me3eprimierend sind
(Wang et al., 2008)

Offene Chromatinstruktur Kondensierte Chromatinstruktur
Aktive Transkription Repression der Transkription
T
HDM ) J 2 e 3 g 2
(A" P) HMT
, 0« ,\9 HAT ) 4/ - 5
Y ‘ \T/ “\.)
A P J : DNMT
HMT | e om Koaktlva Qr : Ny
,J‘ _ 4 - rd - C‘-q
N-terminaler Transkriptionsfaktoren
Histonschwanz
Nukleosom

Abb. 4 Modifikation der Chromatinstruktur
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Die Zuganglichkeit der DNA (orage) wird Gber Histon- und DNAmodifizierende Enzyme gesteuertHiston-
Acetyltransferasen (HATS) (lia) acetylieren (roter Kreis A) den Nterminalen Histonschwanz und 6ffnen
damit die Chromatinstruktur. Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren binden und initiieren die
Transkription. Histon-Methyltransferasen (HMTs) (dunkelgriin, rot) und HistorDemethylasen (HDMSs)
(gelb) transferieren oder entfernen eine Methylgruppe (griines Viereck M). Sie kdnnen sowohl aktivierende
als auch reprimierende Funktionen aufweisen.Histon-Deacetylasen (HDACs) (helgriin) und DNA:
Methyltransferasen (DNMTSs) (hellblau) fihren zurRepression der Transkription. Abbildung modifiziert

nachAnnals of the New York Academy of Sciences, 2011.

1.2.1.1 Histon -Acetyltransferasen (Hats)

Hats transferieren eine Acetylgruppe von AcetyCoAauf einEpsilon-N-Lysin der Histone.
Dadurch neutralisieren die Acetylgruppen die positive Ladung der Histone und
reduzieren die Affinitat zur negativ geladenen DNADies 6ffnet dieChromatinstruktur , so
dass Transkriptionsfaktoren und die RNAPolymerase binden konnen um die
Transkription einzuleiten. Hats werden ubiquitdr exprimiert. Basierend auf ihrer
subzellularen Lokalisation werden sie in zwei Gruppen, Tyg\ und TypB, engeteilt. TypA
Hats befinden sich im Nukleus und acetylieren DNAssoziierte Histone. Sie besitzen eine
Bromodomane, welche acetylierte Lysinrste erkennt und bindet. Zur TypA Gruppe
gehoren GenBPCAF, p300/CBP und TAFII250 als Untereinheit der RN#Rolymerase Die
Acetyltransferasen Gen5 und PCARp300/CBP-assoziierter Faktor) weisen eine hohe
Sequenzhomologe auf und acetylieren beide als Substrat H3 an Lysth(Jin et al., 2011)
Zwei weitere paralogeHats sindCBP (CREB:AMP response elemebtnding protein) und
p300, die beide essentielle Koaktivatoren der Transkriptionsind und die Lysinreste von
H3K18 und K3K27acetylieren (Jin et al., 2011)

Im Gegensatz zu den TyA Hats besitzen die TypB Hats keine Bromodoméane. Sie
befinden sich im Zytoplasma und acetylieren neu synthetisierte Histone bevor diese in
den Nukleus transportiert werden. Die TypB Hats tragen somit nichtdirekt zur
Genregulation bei(Roth et al., 2001)

1.2.1.2 Histon -Deacetylasen (Hdacs)

Hdacs arbeiten antagonistisch zu den Hats und entfernefcetylgruppen von Histonen,
welcheszur Kondensation der DNAI(hrt und so dieTranskription reprimiert (de Ruijter

et al., 2003) Hdacs werden aufgrund ihrer Struktur und Funktion in vier Klassen
unterteilt. Die Klasse IHdacs(Hdacl, 2, 3 und 8) werden ubiquitar exprimiert, sind im

Nukleus lokalisiert und besitzen eine @erminale katalytische DomangYang et al., 2002)
22



Einleitung

Klasse Il Hdacs (Hdag, 5, 6, 7, 9 und 10) werden gewebespezifisch exprert und
relokalisieren vom Zytosolin den Nukleus. Die Klasse Il wird aufgrund ihrer katalytischen
Doméanen nochmal unterteilt indie Klassen lla und lIb. Klasse lla (Hdag, 5, 7 und 9)
besitzt eine Nterminale katalytische Doméne, wahrend die Klasse IllfHdads und 10)
zwel katalytische Domanen besitzt. Hdac11 besitzt sowohl Eigenschaften von Klasse | als
auch von Klasse Il und wird deshalb in eine eigene Klasse (Hdac Klasse 1V) eingeordnet
Die Klasse Ill Hdacs sind Sirtuine (Sirts -X), die unterschiediche Lokalisationen
aufweisen. Sirt 1, 6 und 7 befinden sich nuklear, wahrend Si2tzytosolisch und Sirt 3, 4,

5 mitochondrial zu finden sind (Michishita et al., 2005) Wahrend Sirtuine NAD
(Nicotinamidadenindinukleotid )-abhangig sind, katalysieren die enzymatischen

Domanen der Klassen |, Il und IV Hda&nk-abhangigihre Ziel-Histone.
1.2.1.3 Histon -Methyltransferasen (Hmts)

Es gibt 2 Typernvon Hmts, Lysin und Arginin-Hmts. Sie transferieren eine Methylgruppe
von SAdenosylmethionin (SAM) an Lysin oder Argininreste von Histonen. Das SAM
entsteht im gleichnamigen SAMZyklus aus Methionin und Adenosintriphosphat.
Lysinreste kdbnnen monag, di- und trimethyliert werden wahrend Argininreste nur mono-
und dimethyliert werden kénnen. Lysinspezifische HistonrMethyltransferasen besitzen
eine evolutionar konservierte SETDomane zur Methylierung von H3 und H4.

Die meisten Erkenntnisse Uber Hmts wurde durch Untersuchungen in E&ellen
gewonnen. In ES Zellen stabilisiertdie Hmt ESET ERGassociated protein with SET
domain) den Stammzellcharakter und reguliert gemeinsam mitlem Polycomb Repressive
Complex(PRC) Entwicklungs- und Differenzierungs-spezifische Gene(Bilodeau et al.,
2009). Der PRC fuhrt zur reprimierenden Trimethylierung von H3K27 welches
wiederum mit H3K9me3 kooperiert und zur Aufrechterhaltung des Heterochromatins
fuhrt (Boros et al., 2014)Der Gegenspieler der PRC ist digithorax Group(TrxG), welche
aktivierende Trimethylierungen von H3K4 und H3K36 katalysiert(Miyazaki et al., 2013;
Schmitges et al., 2011)Uber die reprimierende H3K27me3- und die aktivierende
H3K4me3-Markierung steuern PRC und TrxGhivalente Gene $iehe Abschnitt 2.5).
Zudem regulierensie gemeinsam das epigenetische Gedéachtnis der Zellen tber die DNA
Replikation und Mitose hinaus(Steffen und Ringrose, 2014)Es existieren verschiedene
TrxG-Proteine, die in unterschiedlichen Trx@&omplexen agieren kénnenum Gene zu

aktivieren und sie im aktiven Zistand zu halten (Schuettengruber et al., 2011) Die
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Methyltransferase Setdales TrxGKomplexeskatalysiert die Trimethylierung von H3K36
wahrend der transkriptionellen Elongation (Edmunds et al., 2008)

Neben Proteirkomponenten, die fur die H3K4 und H3K36-Methylierung verantwortlich
sind, besitzt die Utx Ubiquitously transcribed tetratriopeptide repeat, X chromosome
Untereinheit des TrxGKomplexeseine Demehylase-Aktivitat fur H3K27me3 und CBP
eine HistonacetyltransferaseAktivitat spezifisch fur H3K27, um reprimierte Genezu

aktivieren (Geisler und Paro, 2015)
1.2.1.4 Histon -Demethylasen (Hdms)

Hdms werden abhangig von ihrer Struktur und enzymatischen Funktionalitat in zwei
Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe besteht awsvei Lysin-spezifischen Demethylasen:
KDM1A und KDM1B. Sie besitzen eine Flavin Adenin Dinukleotid AB)-abhéngige
Amin-Oxidase,die ein freies Elektronenpaar zur Demethylierung bendétigt und deshalb
nur Mono- und Dimethyllysine demethylierenkann.

Die zweite Familie der Hdms besitzt eine JumonC (JmjC)Doméane mit Oxygenase
Aktivitat zur Demethylierung von Mono-, Di und Trimethyllysinresten. Die Fe(ll) unda-
Ketoglutarat-abhangige Oxygenase verwendet nur ein Sauerstoffmolekul als Kofaktor zur
Demethylierung (Tu et al., 2007) Im menschlichen Kdrper existieren 32 Genmit JmjG
Domane, dawon besitzen 24 ene DemethylaseAktivitat. Diese werden wiederum in

sieben funktional divergente Proteinfamilien eingeteilt(Klose et al., 2006)

1.2.2 Regulative Funktion von Histonmodifikationen

Ob und in we stark ein Protein exprimiert wird von der Zugénglichkeit des Chromatins,
der Bindung der RNAPolymerase Il und Elongation derTranskripte sowie von der

Translation und Degradation der mRNAbeeinflusst Mittlerweile ist bekannt, dass
einzelne Histonmodifikationen nicht ausreichen um das Chromatin zu 6ffnen und die
Transkription einzuleiten. Stattdessen ist einedynamische Anderung des HistorCodes
und die Interaktion mit einer Vielzahl von Koaktivatoren anPromotor-, Enhancer und

Gengquenzn ausschlaggebendum die Expression zunduzieren (Abb.5).
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1.2.2.1 Aktivierung der Transkription

In humanen Zellen konnte bei einer Analyse von 3&rschiedenenHistonmodifikationen
insgesamt17 Modifikationen ausgemacht werden, die mit einer erhéhten Gexpression
einhergehen (Wang et al., 2008) Die Rekrutierung der RNAPolymerase Il an den
Promotor erfolgt durch H3K9ac und H3K4me3Guenther et al., 2007 Abb.5), wobei die
H3K4 Trimethylierung zuerst auftritt und fir die H3K9 Acetylierung benétigt wird (Wang
et al., 2008) Durch die Rekrutierung wird die RNAPolymerase Il am @erminalen Ende
an Serin 5 (S5) phosphoryliert (RNAPol II S5P). Das Gen igtun zur Transkription
geprimt, d. h. die RNAPolymerase Il wurde an d& Promotor rekrutiert, aber die
Transkription hat noch nicht begonnen. Erst die Phosphorylierung an Serin 2 (RN2ol 11
S2) und die Dephosphorylierung an S5 fihrt zuBtart der Transkription durch die RNA:
Polymerase lI(Ahn et al., 2004) ZurStart der Transkription muss ein spezifischeHiston-
Codeam Promotor vorliegen,bestehend aus H3K9ac, H3K4me2, H3K4meBd H3K27ac.
Dieser Histon-Code zur Aktivierung der Elongation konntemittels RNA-Expressionsdaten
bestétigt werden (Chen et al., 2011) Die Histonmodifikationen zur Elongation der
Transkripte durch die RNA-Polymerase Il befinden sth tber diekodierende Gensequenz
verteilt (Abb. 5) (Pokholok et al., 2005) Dabei dienen als Marker dertranskriptionell -
aktiven RNAPolymerase lldie H3K36me3, H3K79me3der H4K20mel Modifikationen
an der kodierenden Gensequenm Kombination mit den Transkriptions-initierenden
und zaktivierenden Markern H3K4me3, H3K9ac undH3K27ac (Bannister et al., 2005;
Karlic et al., 2010)
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Active gene

(b)

NDR
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(d)

& Promoter g

Abb. 5 Verteilung der Histonmodifikationen an aktiven und reprimierten Genen

An aktiven (a, b) und reprimierten (b, ¢) Genen treten unterschiliche Histonmodifikations-Muster auf. Bei
aktiven Genen zeigt dieNukleosomenUbersicht (a) offenes Chromatin zur Einleitung der Transkription.
Zur Initiation der Transkription kénnen Uber verschiedene Signalwege Kinasen aktiviert werden, die
Transkriptionsfaktoren (TF), Histone und die RNAPolymerase Il phosphorylieren(gelbe Kreise). Zudem
binden Histon-modifizierende Enzyme und die RNAPolymerase Il (RNAPII) zur Elongation defranskripte
an dem Promotor. An aktiven Genen zeigt diélistonmodifikations-Verteilung (b) die Akkumulation von
H3K9ac und H3K4me3 als starkst®eaks (rot) an der Promotorregion. Eine Anreicherung vo H3K4mel
(gelb), H3K4me2 (helgriin), acetylierten Histonen (orange) und der RNAPolymerase Il (dunkelgriin) ist
ebenfalls um die TSS (transcriptional start site) zu finden. Typisch fir offenes Chromatiind aktive Gene
ist die Nukleosomenfreie Region (NDR:Nucleosomedepleted regio) an der TSS. Die aktivierenden
Modifikationen H3K36me3 und H3K79me13, die mit der Elongation der Transkripte durch die RNA
Polymerase |l assoziiert sind, befinden sich Uberdie Genstruktur verteilt. Die reprimierenden
Modifikationen H3K9me2-3, H3K27me23 und H4K20me3 sind auferhalb der aktiven Genstruktur
lokalisiert (blau). An inaktiven Genen (c) ist das Chromatin dicht verpackt zu Heterochromatin. Die Histone
sind stark methyliert z. B. durch denPolycombRepressive CompleXPRC1), daraufhin bindetdaran das

Heterochromatin-Proteinl (HP1) zur Aufrechterhaltung des Heterochromatins. Digélistonmodifikations-
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Verteilung (d) weist einenH3K27me3 Peak am Promotor auf undie reprimierenden Marker H3K9me2-3
und H4K20me3 sind Uber das Chromatin verteilt. Abbildung modifizierhach (Barth und Imhof, 2010).

1.2.2.2 Enhancer-Regulation

Neben den Promotoren sind Enhancer von grofR3er Bedeutung zur Regulation der Gen
Aktivierung. Die Enhancer gehéren zu den wichtigstecis-regulierenden Elementen. Sie
kénnen mehr als1000 bp vom Gen entfernt liegenum die Transkription zu regulieren
(Visel et al., 2009)

Enhancer lassen sich durch H3K27alnreicherungen aulerhalb der TSS
charakterisieren. NebenH3K27ac wird oftmals auch H3K4mel zur Enhancer Detektion
verwendet, wobei H3K4mel sowohl an aktiven als auch ampoisedEnhancern zu finden
ist (Creyghton et al., 2010)Von diesentraditionellen Enhancern von 12 kb Langekann

i AT Ol C A Bubdrdni@rced gnterschieden. Siewerden charakterisiert durch
multiple H3K27ac Peaks, die Detektion von gewebespezifischen Masterregulatoren und
die Aktivitdt des dazugehorigen Gens, gemessen an der H3K9ac oder H3K4me3
Anreicherung (Adam et al., 2015; Whyte et al., 2013)

1.2.2.3 Bivalente Genregulation

Die spezifischen HistoAMarker fir bivalente Gene sind eine Kombination aus der
transkriptions -aktivierenden H3K4me3 und der reprimierenden H3K27me3
Modifikation. Bivalente Gene werden durch die H3K4me3 zur Transkription vorbereitet
aber durch H3K27me3 an der Transkription gehindert. So kdéren bivalente Genebei
denen es sich meistens um iBerenzierungs-spezifische Transkriptionsfaktoren handelt,

schnell aktiviert und feinreguliert werden (Alder et al., 2010; Bernstein et al., 2006)

1.2.3 Systematische Analyse der Histonmodifikationen

Im Folgenden werden die Funktionen der in dieser Arbeit verwendeten

Histonmodifikationen beschrieben.
1.2.3.1 H3K4me3

Die Transkriptions-aktivierende Histonmarkierung H3K4me3 ist an der TSS

(transcriptional start site) lokalisiert. Dabei kolokalisieren H3K4mel und H3K4me3 an
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stark transkribierten Genen an 520 Nukleosomen um die BS(Bernstein et al., 2005;
Schneider et al., 2004)H3K4me3 rekrutiert die RNAPolymerase Il (Pol Il S5P) und fihrt
damit zur Initialisierung der Transkription (Jin et al., 2011) Wahrend der frihen
Embryonalentwicklung regulieren H3K4me3 und H3K27me3 gemeinsam bivalente Gene

die fur die Entwicklung und Differenzierung von Zellen eine entscheidende Rolle spielen.
1.2.3.2 H3K9ac

H3K9ac zentriert sich ebenso wie H3K4me3 an der TSS und ist an altianskribierten
Genen lokalisiert(Karmodiya et al., 2012) H3K9ac wird zur Anlagerung und Elongation
der Transkripte durch die RNA-Polymerase Il (Pol Il S2P) bendétigfwang et al., 2008)

1.2.3.3 H3K9me3

Die reprimierende Markierung H3K9me3 ist verantwortlich fir die Bildung von
Heterochromatin und die Repression entwicklungssteuernde Gene (Bilodeau et al.,
2009; Peters et al., 2001) H3K9me3 bildet im Gegensatz zu H3K9ac keine deutlichen
Anreicherungen,sondern ist breit tiber das reprimierte Chromatin verteilt (Abb.5). In ES
Zellen weisen H3K9me3 und H4K20meahnliche Anreicherungsprofile auf und werden
an Telomeren, SatelliteADNA (ein Hauptbestandteil des Heterochromatins, sowie der
Zentromere und Telonere) und anlong-terminal-repeats(LTRs) detektiert (Mikkelsen et
al., 2007).

1.2.3.4 H3K27ac

Die aktivierende Markierung von H3K27ac istan der TSS von aktiv transkribierten Genen
zentriert und markiert aktive EnhancersequenzerfWamstad et al., 2012)Daherwird die
Acetylierung von H3K27 zur Detektion und Identifkation von Enhance-Elementen
herangezogenCotney et al., 2012; Ohba et al., 2015; Wamstad et al., 2012)

1.2.3.5 H3K27me3

Die reprimierende Trimethylierung von H3K27 reguliert den Differenzierungsstatus von
Zellen und wird auch wahrendder Replikation aufrechterhalten (Boyer et al., 2006;
Hansen et al., 2008; Lee dl., 2007) H3K27me3 tritt hauptsachlich sehr breit verteilt

Uber das ganze Genom auf, in Domé&nen von hundertenmvidilobasen(Pauler et al., 2009;

Squazzo et al., 2006)Durch ggnomweite Analysen konnten die beiden reprimierenden
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Histonmodifikationen H3K9me3 und H3K27me3 an Telomeren, an stillgelegten
Promotoren und an inakivierten X Chromosomen detektiert werden(Arnoult et al., 2012;
Bilodeau et al., 2009; Escamill®el-Arenal et al., 2013)

Fur H3K27me3 wurden drei unterschiedliche Anreicherungsprofile entdeckt, die mit der
Genexpression korrelieren(Young et al., 2011) Daserste Anreicherungsprofil ist eine
breite Doméane die die gesamte Genstruktur Gberspannt und mit der Inhibition der
Transkription verbunden ist. Die zweite ReaeAnreicherung tritt bei bivalenten Genenn
Verbindung mit der aktivierenden H3K4me3 Markierung um die TS&uf (Alder et al.,
2010; Bernstein et al., 2006) Die dritte ReadAnreicherung wurde ebenfalls an der TSS
entdeckt mit einer Verlagerung des Peaks zur Promotorregion. Diese korreliert mit der

Anreichung von RNAPolymerase Il und somit mit einer Aktivierurg der Transkription.
1.2.3.6 H3K36me3

H3K36me3 ist Uber die kodierende Sequenz voimanskribierten Genenlokalisiert, weist
einen breiten Peak am Ende aufund wird fur die Elongation der Transkripte durch die
RNA-Polymerase lI(Pol Il S2P)bendtigt (Abb.5) (Jin et al., 2011)In Hefen konnte gezeigt
werden, dassdie Hmt Set2 an die Pol Il S2P bindet unddhrend der Transkription die
H3K36 Trimethylierung katalysiert (Fuchs et al., 2012)Die durch H3K36me3 markierten
Exons von aktiv-transkribierten Genen zeigen mdem eine Interaktion mit dem
SpleiBosom, welches die prdimRNA in MRNA prozessiertKolasinska-Zwierz et al., 2009.

Somit dient die H3K36me3 aldMarker der aktiven Genexpression.

1.2.4 Regulation der Chondrozytendifferenzierung durch Histon -modifizierende

Enzyme

Durch Inaktivierung oder Entfernung Histon-modifizierender Enzyme in Zelllinien und
transgenen Mausen, sowie durch die Analyse verschiedener Signalwege konnten die
Funktionen einiger Histonrmodifizierender Enzyme wahrend der
Chondrozytendifferenzierung genaer beschrieben werden.

Bisherigein vitro Daten zeigten einen globaler Anstieg der H3K9 Acetylierung im Verlauf
der Differenzierung von proliferierenden zu hypertrophen Chondrozyten(Masterarbeit
Thiesen A.M, 2012).Zudemzeigte die Inhibition von Hdacsdurch TSA eine beschleunigte

Differenzierung der Chondrozyten (DissertationPasdziernik, 2012). Im Gelenkknorpel
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reduzierten die HdaclInhibitoren TSA und Natriumbutyrat die Expression von
Knorpelmatrix-abbauenden Enzymen wialie Matrixmetalloproteinase MMP13, welche
Collagene degradiert, und ADAMTSa(disintegrin and metalloproteinase domain with
thrombospondin motif$ Mitgliedern, die Aggrecan abbauefiYoung et al., 2005)

In vivoist die Deletion von Hats in Mauserembryonal letal (Bedford et al., 2010; Roth et
al., 2001) Wahrend der enchondralen Ossiiation wurde bisher nur die Funktion von
p300 untersucht, da es mit Sox9 interagiert und als Marker fiir Enhancersequenzen

herangezogen wird.

Den Hdacs der Klasse | und lkonnten in Chondrozyten bereits entscheidende
regulatorische Funktionen zugewiesen wrden. Hdacl und 2 reguliera die Expression
von Chondrozytenspezifischen EZMMolekilen wie Collagen 2, 9, 11 und Aggrecan
(Hong et al.,, 2009; Huh et al.,, 2007)Hdacldefiziente Mé&use sterben vor der
mesenchymalen Kondensation zum Zeitpunkt E10.5, wahrend die defizienten M&use des
Sequenzhomologen Hdac2 meistens erst nach der Geburt sterben und starke
Knochenwachstumsdefekte aufweisenLagger et al., 2002; Trivedi et al., 2007)Der
Verlust von Hdac3 fuhrt ebenfalls zum Tode wahrend der frithen Embryonalentwicklung
vor E10.5. Eine konditionale Deletion von Hdac3n Osterix-exprimierenden Zellen
(préhypertrophe, hypertrophe Chondrozyten und Osteoblasten) fihrt zu einer
verminderten KorpergrofRe durch reduziertes Knochenvolumen(Razidlo et al., 2010)
Hdac4 reguliert die hypertrophe Differenzierung, da eine HdacDeletion zu einer
beschleunigten Hypertrophie der Chondrozytenfihrt, welche mit einer vermindert
KorpergroRe einhergeht. Eine Uberexpression von Hd4 zeigt den gleichen Phanotyp
wie eine Runx2lossof-function Mutation mit verzégerter Hypertrophie (Vega et al.,
2004). Der Grund daftr ist die Interaktion vonHdac4 mit Runx2. Dabeiinhibiert Hdac4
die Runx2-Aktivitat und dadurch die hypertrophe Differenzierung. Uber den PTHrP
(Parathyroid hormonerelated protein)-Signalweg wird Hdac4 im Zytosol von der PP2A
(Protein Phosphatase 2Adephosphoryliert, dadurch wird es vom Geristprotein 143-3
befreit und transloziert in den Nukleus. Dort inhibiert Hdac4 den Transkriptionsfaktor
Mef2c (Myocyte-specific enhancer factor Jc und verhindert die Expression von
Collagen10 und die hypertrophe Differenzierung (Kozhemyakina et al., 2009) Daher
kann die reduziete hypertrophe Differenzierung und Ossifikation der Mef2edefizienten

Mause durch eine Hdac4 Mutation gerettet werdeArnold et al., 2007)
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Die Hmts Suv39h1l guppressor of variegation -® homolog) und ESET (SETDBISET
domain bifurcated]) werden beide in prahypertrophen und hypertrophen Chondrozyten
exprimiert, wo sie die Methylierung von H3K9 katalysierenParallel dazu wurde ein
erhohtes H3K9me3Level in pr& und hypertrophen Chondrozytenbeschrieben(ldeno et
al., 2013) Die mesenchymale Deletion von ESET fuhrt zur beschleunigten Hypertrophie
durch Inhibition von Ihh. ESET interagiert mit HDAC4 und inhibiert, durch dié¢imt- und
Hdac-Aktivitat, die Runx2 Aktivitat (Yang et al., 2013) Zudem rekrutiert ESET die
DNA-Methyltransferase DNMT3A, sowidtHDAC1 und HDAC2wodurch die Transkription
inhibiert wird (Li et al., 2006; Yang et al., 2013)

Hdms fungieren in Chondrozyten als Koaktivator der Transkription Phf2 (PHD finger
protein2) ist eine JmjGDomane tragende Hdm,die an Promotoren von Sox9 Zielgene
bindet und fur die Demethylierung von H3K9 sorgt. Die Eletion von Phf2 inhibiert die
Sox3abhangige Differenzierung der ChondrozyteriHata et al., 2013) Eine weitere Hdm
ist IJmJD3 Jumonji domaincontaining UTX, die antagonistisch zu der
Polycomb-vermittelten, transkriptionellen Repression wirkt und Bestandteil des
Trithorax-Komplexes seinkann. JMJD3 wirdvon prahypertrophen und hypertrophen
Chondrozyten exprimiert und der Verlust fuhrt zu einer starken Verkirzung der
Extremitaten. JMJD3 interagiert mit Runx2 und demethyliert H3K27me3 amnihh-
Promotor. Dies fuhrt zur Expression von lhh, welches zur Proliferation der Chondrozyten
bendtigt wird. Gleichzeitig fuhrt die Interaktion mit Runx2 zur Demethylierung von
H3K27me3 am Runx2-Promotor und zu einer beschleunigten hypertrophen

Differenzierung (Zhang et al., 2015)

Insgesamt haben Histon-modifizierende Enzyme grundlegende Funktionen bei der

Regulation von Entwicklungs und Chondrozytenspezifischen Genen. Uber die

biologische Funktion der Histonmodifikationen in der Chondrozytendifferenzierung ist
aber bisher noch nichs bekannt, deshalb sollten in dieser Arbat verschiedene

Kombinationen aus Histonmodifikationen zur Identifikation der Genregulation

untersucht werden. Dabeiwerden transkriptionell -aktive Gene, Enhancer und bivalenter
Gene analysiert.

Zur Bestéatigung von aktivtranskribierten Genen wird eine Kombination der vier

aktivierenden Histonmodifikationen H3K4me3, H3K9ac, H3K27ac und H3K36me3

genutzt. Dabei missen alle vier Histonmodifikationen gemeinsame Peaks an einem Gen
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aufweisen. Zur EnhanceiDetektion wird die Acetylierung von H3K27 unabhagig von der
TSS verwendet Des Weiteren weden die Marker H3K4me3 und H3K27me3 zur Analyse
der bivalenten Gene genutzt. Um reprimierte Genzu identifizieren werden die Marker
H3K9me3 und H3K27me3 verwendet.
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1.3 ChIP-Seq zur Identifizierung epigenetischer M arkierungen

Die Chromatin Immunopréazipitation mit anschlieRender Sequenzierung (ChiBeq) ist
eine Technik zur genomweiten Profilerstellung von Histonmodifikationen, DNA
bindenden Proteinen und Nukleosomen.

Mit der ChiRseq Methode kdnnen Bindungsstellen eines Zielproteins an der DNAund
DNA-Bereiche mit veranderten Hstonmodifikationen nachgewiesen werden. Dabeli
werden diese DNAFragmentedurch Antikdrper-Prazipitation angereichert, sequenziert,
dem Genom zugeordnet und somit die Bindestelfeder modifizierten Histone lokalisiert
(Abb.6).

Nach Fixierung der Histone an die DNAwird diese fragmentiert, so dass
Chromatinfragmente von 200-600 bp entstehen, dieimmunoprézipitiert werden . Fur die
Immunprazipitation (IP) sind hoch-spezifische Antikorper gegen die einzelnen
Histonmodifikations-Epitope notwendig. Als Negativkontrolle dient der IgG Antikorper
um unspezifische Bindungenauszuschliel3en Als Positivkontrolle wird geschertes
Chromatin vor der IP als Input entnommen. MitteldVlagnetgekoppelter IP kann ineine
reine, doppelstrangige DNA (dsDNA) eluiert werdenAus den isolierten DNAFragmenten
wird in mehreren Schritten eine Library prapariert (Abb. 6). Zuerst werden die
FragmentEnden repariert zur Stemloop Adapter Ligation. Daraufhin folgt die
Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion (PCR). Dazu werderPrimer, die
homolog zu denSem-loop Adaptern sind und spezifische Barcodes und Adapter fur die
Flowcelltragen, zugefugt Somit erhalten alle DNA-ragmente einer IP einen spezifischen
Barcode zur Zuordnung der Sequenziemngs-Sgnale. Zudem dient de Amplifikation der
Library der spé&eren robusten ReadDetektion am Genom(Metzker, 2010). Ziel ist es, die
Komplexitat der Library zu maximieren und die PCR und Amplifikationsbasierten
identischen Sequenzen zu minimierenDie gepoolten Libraries werden daraufhin auf die
Flowcell aufgetragen, dabeihybridisieren die DNAFragmente mit ihren universellen

Adaptern an die Adapteran der Floweell (Abb. 7).
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Abb. 6 ChlP-seq Workflow

Das Chromatin wird fixiert und fragmentiert. Mittels spezifischer Antikdrper (orange) werden
Histonmodifikationen (griin) gebunden und durch Bead separiert. Die gebundene DNA wird von dem
Antikorper -Histon-Komplex getrennt und aufgereinigt. Die dsDNA wird repariert und mitStemloop-
Adaptern mit Replikationsstopp (Kreuz) ligiert. Der Stemloop-Adapter bindet nur am 5"Ende der DNA und
weist eine Licke zum 3 "Ende auf (schwarze Pfeilspitze). Durch die Verlangerung der DiRFagmente wird
der StemLoop-Adapter am Replikationsstopp gespalten. Die DNAragmente werden daraufhin mittels
Primer, die Barcodesund Flowcell Adapter enthalten, amplifiziert. In der lllumina Flowcellkommt es durch

Bridgeamplification zur Clusterbildung gefolgt von der Sequenzierung. Abbildung modifiziert nactPark,
2009).

Durch die Bridgeamplification (Brickenamplifikation) jedes DNAFragmentes werden
Cluster aus ssDNA gebildetDanach hybridisier en SequenzierungsPrimer und mittels

Sequencing by SynthesiSechnologie werden die Fluoreszenznukleotide durch die
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Polymeraseinkorporiert. Das Fluorophor wird angeregt und emittiert Licht. Durch die
Clustermildung wird das Farbsignal verstarkt. Dieses wird vomlllumina Sequenzierer
fotografiert und ein Mikrobild erstellt (Abb.7). Aus denMikrobildern generiert der Base
caller Millionen von ReadSequenzen pro Library (Abb.8).

Je nach Anzahl der Zyklen entstehen unterschiedliche Rekédngen.Jelanger die Reads
sind, desto spezifischer kbnren sie dem Referenzgenom zugeordnet werden. Obwohl das
menschlichen Genonzu 52% aus repetitiven Sequenzen besteht, konnen 3bp lange
Reads 80% und 70bp lange Reads sogar 8% des Genoms detektiereffRozowsky et al.,
2009).
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mit Barcode Clusterbildung
und Adapter

Abb. 7 lllumina Sequenzierung

Die DNAFragmente inklusive Adapter und Barcode (rot und blau) werden auf die lllumin&lowcellgeladen.
Dort binden die DNAFragmente an die vorhandenen Adapter deFlowcell Das DNAFragment biegt sich
mit dem nicht gebunden Ende an den néchsten Adaptemd bildet eine Briicke (Bridgeamplification).
Dadurch werden Cluster gebildet zur Verstarkung der Sequenziengs-Sgnale. An jedem SingldNA
Strang bindet ein Sequenzierung®\dapter, an dem die Sequenzierung durch Zugabe der vier Fluorophor
gekoppelten Baen gestartet wird. Dieeinzelnen Fluorophore weden Uber die gesamta-lowcelldetektiert.
Das Mikrobild (50x50um) einer Flowcell zeigt die gebundenen Fluorophore als Lichtsignale nach
erfolgreicher Inkorporation eines Nukleotids durch die Polymerase. Abldung modifiziert nach (Johnsen
et al., 2013)
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Abb. 8 ChlIP-seq Analysen

Die Bilddaten der Illluminaplattform werden durch das Basecalling zu61bp langen Reads verarbeitet. Die
Reads jeder Library werden auf ihre Qualitat Gberprift und ggf. schlechte Red@hden gekiirzt. Die Reads
werden daraufhin gegen das Mausgenomaligniert. Der PeakCaller ermittelt die angereicherten Regionen
(Peaks) nach Akug der IgGKontrolle. Die Peaks konnen visuell auf Gerund ReadEbene analysiert
werden. Weiterfihrende bioinformatische Analysen kénnen Aufschliisse Uber die Korrelation der Peaks mit
der Genstruktur und der Genexpression geben. Ebenso konnen Modifikatgprofile, differenzielle
Analysen und die zugehotrige Ge®ntologie-Analysen durchgefuhrt werden.Abbildung modifiziert nach
(Park, 2009).

Zur Auswertung der Histonmodifikationen wurden die sequenzierten Reads gegen das
Referenzgenom (Masgenom mm10)aligniert. Dabei wude jede ReadSequenz mit dem
Genom verglichen und der zugehdrigen Chromosomenlokalisation zugeordnet. Da €iie
Fragestellungdieser Arbeit nur die Histonmodifikationen innerhalb der Genstrukturen
von Interesse sind, und icht die der repetitiven Sequenzen, wrden die ReadSequenzn,
die mehrfach im Genom binden wirden, verworfenZudem wuden Duplikate, die durch
den Amplifikationsprozess entstanden sind, subtrahiert. Alle Reads, die eine hohe
Spezifitdt und Qualitat aufweisen bilden die Coverage(Abdeckung des Genoms)Die
Reads staffeln sich an spezifischen Genabschnitten ReadProfilen und bilden Peaks
(Abb. 5). Diese Peaks konnen mit verschiedenen Algorithmen detektietind dem

nachstliegenden Genen zugeordneaterden. Die Anreicherungen der Reads in einem Peak
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werden charakterisiert durch denEnrichmentfactor(Anreicherungsfaktor) und die Read
Density(ReadDichte).

Somit kdnnen die dynamischen Veranderungen der Histonmodifikationen wahrend der
Differenzierung verschiedener Zelltypen verglchenwerden (Abb. 8).
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2 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die systematische Analyse der epigertischen Regulation der
Chondrozytendifferenzierung wahrend der enchondralen Ossifikation.
Die Knochen, die wahrendder enchondralen Ossifikation gebildet werden, entstehen
Uber eine Knorpelzwischenstufe. Ein essentieller Schritt ist die geordnete Differelgzung
von proliferierenden zu hypertrophen Knorpelzellen, denn nur diese kénnen durch
Knochen ersetzt werden. Zudem sind die Proliferation und Differenzierung der
Chondrozyten ausschlaggebend fur das Wachstum und die Lange der spateren Knochen.
Es ist beeits bekannt, dass die Chondrozytendifferenzierung tber ein komplexes
Netzwerk von regulatorischen Molekilen, wie Transkriptions und Signafaktoren,
reguliert wird (Wuelling et al., 2013; Wuelling und Vortkamp, 201Q)Es ist jedo® nur
wenig Uber die epigenetischen Veranderungen wahrend des Prozesses der
Chondrozytendifferenzierung bekannt.
Daten aus unserem Labor konnten eine globale Anderung der Histonacetylierung
wahrend der Chondrozytendifferenzierungin vitro nachweisen (Masterarbeit Thiesen
A.M, 2012). Zudemzeigte sich, dass die Mutation de€hondrozytenregulierenden
Transkriptionsfaktor s Trpsl, zur Reduktion der HdaeAktivitat und damit zu einer
erhdhten Histonacetylierung fihrt (Wuelling et al., 2013)
Um die epigenetischen Veranderungen wahrend der Chondrozytendifferenzierung zu
untersuchen, sollten mit Hilfe von transgenen Mausn proliferierende und hypertrophe
Chondrozyten von E13.5 bzw. E14:35.5 Embryonen isoliert werden. Dazu salen
transgene Mause genutzt werden, de Yellow Fluorescent Protein(YFP) in allen
proliferierenden Chondrozyten unter der Kontrolle des Collagen Promotors (Col2at
Cre, R26RRYFR bzw. in allen hypertrophen Chondrozyten unter der Kontrolle des
Collagen 10 Promotors Coll0atCre, R26FReYFP exprimieren. Die YFPRpositiven
Chondrozyten solten mittels FACS fluorescence activated cell sortingsoliert werden
und die Veranderungen der Histonmodifikationenmittels ChlP-seq untersucht werden.
Zur umfangreichen Analyse soten sowohl aktivierende Histonmodifkationen wie
H3K4me3, H3K9ac, H3K27ac und H3K36me3 als auch reprimierende
Histonmodifikationen wie H3K9me3 und H3K27me3 untersucht werden(Wang et al.,
2008).
Als erstes sollen Anreicherungsprofile de& einzelnen Histonmodifikationen an
Chondrozytenspezifischen Genen untersucht werden. Zur Bestatigung von
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aktiv-transkribierten Genen sollte eine Kombination der vier aktivierenden
Histonmodifikationen H3K4me3, H3K9ac, H3K27ac und H3K36me3 genutrterden.
Zusatzlichsollten EnhancerStrukturen tber die Acetylierung von H3K27unabhangig von
der TSSanalysiert und mit bereits publizierten Sox9 ChiPseq Daten verglichen werden
(Ohba et al., 2015)Dabeiwird die Anreichung vonSox9 zurldentifikation von Enhancern
verwendet (Ohba et al., 2015)Um reprimierte Gene zu identifizierensollten die Marker
H3K9me3 und H3K27me3genutzt werden. Weitere differentielle Analysen wie &n
Ontologie (GO) und Signalweg malysen solten herangezogen werden um noch
unbekannte Funktionen wahrend der Differenzierung nachzuweisen.

Zudem solte nicht nur auf GenrEbene sondern global dieHistonmodifikations-Profile
zwischen proliferierenden und hypertrophen Chondrozyten analysiert werden. Um
mogliche globale Anderungen zu erkennegn sollten Profile mit denen von
undifferenzierten, embryonalen Stammzellen (ES) verglichen werden.

Mit diesem Ansatz solle der Einfluss von epigenetischen Markierungen und deren
Anderung im Verlauf der Knorpelentwicklung und ihre Veranderung in verschiedenen

Differenzierungsschritten aufgeklart werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien, die fir diese Arbeit verwendeten wurden, stammen von den Firmen

AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Taufkirchen),

Chemikalien von anderen Firmen sind extra aufgelistet.

Chemikalien Firma
Agarose Serva(Heidelberg)
Collagenase NB4 Serva(Heidelberg)

Direct PCR Tailprep
DMEM:F12

dNTPs

DNA Marker 100bp

1x DPBS

DPXMounting Medium
Ethidiumbromid

FCS (fotales Kalberserum)
HBSS

K.O-:-DMEM

Proteinase K

Protease Inhibitor Cocktail

Tek

Einbettmedium

Tissue

Trypsin

O.C.T.

Compount

Peqglab (Erlangen)

Gibco/ Thermo Fisher Scientific(Dreieich)
Thermo Scientific (Dreieich)

Thermo Fisher Scientific(Bonn)

Gibco/ Thermo Fisher Scientific(Dreieich)
Fluka (Deisenhofen)

Calbiochem (Bad Soden)

PAN-Biotech (Aidenbach)

Gibco/ Thermo Fisher Scientific(Dreieich)
Invitrogen/
(Dreieich)
Roche(Mannheim)

Calbiochem (Bad Soden)/ MercMillipore
(Darmstadt)

Thermo Fisher Scientific

Sakura Finetek Europe (Alphen am Rheir
NL)

Invitrogen/
(Dreieich)

Thermo Fisher Scientific
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Firmen

15 /50 ml Falcons
Deckglaser

Filtereinheit 0,45 um/0,22 pm
Objekttrager (SuperfrostPlus)
Zellkulturflaschen

Zellsiebe (falcon cell strainer, 7q m)

3.1.3 Antikorper

Corning (Amsterdam)
Roth (Karlsruhe)
Whatman (Dassel)
Roth (Karlsruhe)
Nunc (Zurich)

BD Biosciences Falcon (Heidelberg)

Antikorper Firma
aH3 Abcam
aH3K4me3 Diagenode
aH3K9ac Abcam
aH3K9me3 Diagenode
aH3K27ac Diagenode
aH3K27ac Abcam
aH3K27me3 Diagenode
aH3K36me3 Diagenode
aP300 Santa Cruz
aRNA Pol Il S2 Abcam
aRNA Pol Il S5 Abcam
aRNA Pol I CTD Abcam
IgG Diagenode

3.1.4 Genotypisierungsprimer

Primer Primersequenzen
5 TTT AGA GCATTATTT CAA G&T
BacCol10-Cre-P1 WT (fw) TICCA S

BacCol10-Cre-P4 (rev)

5 TTT AGAGCATTATTT CAA GGC AG
TTCCAZ
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BacCol10-Cre-P5 (rev)
Cre-Rekombinase (for)

Cre-Rekombinase (rev)

5 AGG CAAATTTTG GTG TAC GG 3
5 GAG TGA TGA GGTG CAA GA
5 CTA CAC CAG AGA C&G

RosaYFP Mut ve I P #4# " #' I
RosaYFP Common ve 11 44 ' #4 F4°
RosaYFP WT vee 'l B o e !
3.1.5 Gerate

Gerat Firma

Biorupter Diagenode

Fluoreszenzmikroskop
Fluoreszenzmikroskop Kamera
GelDokumentationsanlage
Heizblocke

Kryotom

Mikroliterpipetten

Mikrowelle

MilliQ-Anlage

PCRGerate Mastercycler epgradientS
PCRGerate Thermocycler T3000
pH-Meter

Pipettierhilfe

StepOne Reallime PCR System
Stereomikroskop MZ FLIII

Sterilbank HERAsafe, MS&dvantage
Sterilbank

Stromquelle Consort EV 231
Thermomixer

Vortex

Waagen

Axiovert 200M Zeiss
Spot23.0Diagnostic instruments
INTAS

Eppendorf Thermomixer compact
HM560; Microm (Walldorf)
Eppendorf

Sharp

Millipore

Eppendorf

Biometra

Mettler Toledo

Hirschmann Laborgeréte
Applied Biosystems

Leica

Thermo Fisher Scientific

BDK

Peqglab

Eppendorf

Scientific Industries
Mettler Toledo PL 3002 (max 310Qy)

Mettler Toledo AL 54 (max 51g, min
0,019)

42



Material und Methoden

Eppendorf Centrifuge 5810R
Zentrifugen Eppendorf Centrifuge 5417C
Eppendorf Centrifuge 5415D

3.1.6 Software

Software Hersteller Version
Excel Microsoft 14.2.5
FlowJo FlowJo, LLC 10.0.00003
Intas GDS 3.22
MetaMorph Molecular Devices 6.3r6
Photoshop Adobe 11.0
Powerpoint Microsoft 14.5.2
Spot Advanced Diagnosticlnstruments 4.6

Strand NGS Avadis 251

3.1.7 Puffer und Lésungen

Alle Puffer und Lésungen wurden mit den Chemikalien der Firmen Roth GmbH, Merck
und AppliChem GmbH hergestellt. Hersteller anderer Chemikalien wurden gesondert
aufgelistet. AllePufferlésungen wurden mit Milli Q'™ gereinigtem Wasser angesetzt und

steril filtriert.

Puffer und Losungen Zusammensetzung
FACSPuffer 2mM EDTA
1% FCS
PBS
OrangeG Ladepuffer (6x) 30 % Glycerol
0,1% Orange G
Penicillin/Streptomycin -L6ésung 50 U/ml Penicillin

5t g/ml Streptomycin
0,85% NacCl
1x PBS (Phosphat buffered saline) 8 g NaCl
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0,2 g Potassium chloride
1,449 NaHPQ,
0,29 KHPOy
11H0
Proteinase kL6sung auf 400ml:
8 mg Proteinase K
20ml 1M TrispH 7,5
4ml0,5M EDTA
TAE 40 mM Tris-Base
10 mM EDTA
pH 8,0 (Essigsaure)

TE 10 mM Tris pH 8,0
1 mM EDTA
IXxTBSTpH 7.4 1 x Tris + 0.3% Tween20
10x Trypsin 0.5% Trypsin, 0.2% EDTA4Na
1x Trypsin 1:10in 1x DPBS
X-Gal Waschpuffer 2 mM MgCt

0,01 % Natriumdeoxycholat
0,02% NP40
in 1 xPBS
X-Gal Farbeldsung 2 mM MgCt
0,01 % Natriumdeoxycholat
0,02% NP40
5 mM KaFe(CN} x 3 HO
5 mM KzFe(CN}
0,1% X-Gal
in1x PBS
X-Gal Stammldsung 50 mg/ml in DMSO
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3.1 Methoden

Alle Zellkulturarbeiten wurden an Sterilbdnken mit HEPAFiltern durchgefuhrt. Alle
verwendeten Materialen fur Zellkulturarbeiten sind von der Firma Eppendorf und sind

gammasterilisierte Einwegsmaterialien.

3.1.1 Zellkultur
3.1.1.1 Embryonale Stammzellkultur

Die embryonalen Stammzellehnie CCE(Robertson et al., 1986)wurde in K.O-DMEM,
1 % PenStrep, 1%% FCS, 0,2% Mouse rekombinant Leukemia Inhilitor Faktor 10 ng/ml,
1% L-Glutamin, Monothioglycerol (MTG) 1,5x10M auf gelatinierten T25 Flaschen
kultiviert. Zur Gelatinisierung der Oberflache wurden die Zellkulturflaschen mit einer
0,1%igen Gelantine/PBSL6sung fir 30min inkubiert und der Uberstand anschlieRend
verworfen. Taglich wurden die ES Zellen mit neuem HE8edium geflttert. Die
Kultivierung von Zellen erfolgte in Flaschen von Sarstedt (NUmbrecht). Die Inkubation
der Zellen erfolgte in Brutschrénken bei 37°C, % CQ und wasserdampfgesattigte
Atmosphéare. Die Zellzahl wurde mit der NeubaueZahlkammer bestimmt.

Die ESZellen wurden alle 23 Tage passagiert. Dazu wurden sie mit 1x DPBS (37)
gewaschen, daraufhin mit 1x Trypsin befeuchtetdieses direkt wieder abgesaugtnd die
Flasche anschéRRend fur 2 min bei 37 °C inkubiert. Die ProteaseAktivitat des Trypsins
wurde durch Zugabe von E&Zellmedium gestoppt. Die E&ellsuspension wurde 5min
bei 2709 zentrifugiert und das Zellpellet in E&Zellmedium aufgenommen und auf eine
Endkonzentration von 1x10 Zellen pro Flasche gesplittet. Die CCE Stammzelllinie wurde
freundlicherweise von Hannes Klump, Transfusionsmedizin, Uklinikum Essen

bereitgestellt.
3.1.1.2 Einfrieren und Auftauen von Embryonalen Stammzellen

Es wurden ca. 3x10ESZellen pro Vialeingefroren. Dazu wurden die E&ellen wie oben
beschrieben trypsinisiert und das Pellet in vorgekihltes Einfriermedium (90 FCS +
10 % DMSO) aufgenommen und anschlieRend b&i0 °C eingefroren.

Zum Auftauen wurden die Vials im Wasserbad bei 3TC erwarmtund in 5ml warmes ES

Medium Uberfuhrt. Zur Entfernung des Einfriermediums wurden die Zellen fur Bnin bei
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270 g zentrifugiert und das Pellet anschlielend in E$ledium resuspendiert. Die

Kultivierung erfolgte in gelatinierten T25 Flaschen.

3.1.2 Charakterisier ung transgener Mause
3.1.2.1 Transgene Mause

Die Méause wurden nach der Quarantdnestation im Zentralen Tierlaboratorium des
Universitatsklinikums Essen zur Zucht und Haltung in die Maushaltung der Universitat
Duisburg-Essen gebracht, wo sie nach gentechnologischemd tierschutzrechtlichen
Bestimmungen gehalten wurden.

Zur Analyse von proliferierenden Chondrozyten wurderCol2atCreMause(Ovchinnikov

et al., 2000) mit ROSA2#f YFP Mausen (JAX strain:
B6.129X1Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cpgkkreuzt.

Zur Analyse von hypertrophen Chondrozyten wurderBac-Col10CreMause(Gebhard et
al., 2008) mit ROSA2# YFP  Mausen (JAX strain:.  B6.129X1
Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cosiekreuzt. Die Elterntiere wurden mit Hilfe einer PCR
genotypisiert und die Embryonen mittels endogenen¥YFP Fluoreszenzsignal analysiert.
Zur frGhen Detektion der BacCol10Cre Expression wurden die BacCol1GCre Mause
zusatzlich mit R26RLacZ (Gt(ROSA)26S#11So) Reporter Mausen gekreuzt(Soriano,
1999). DieBacCol16Cre Mause wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Klaus von der
Mark zur Verfigung gestellt.

Um die Mausembryonen zu einen bestimmten Embryonalstadium zu gewinnen, wurde
jeweils ein Mannchen mit zwei Weibchen eines bestimmten Stammes verpaart. Durch
Befruchtung des Weibchens entsteht am datdfolgenden Tag ein Vaginalplug. Der Tag
des Plugs wird als Embryonalstadium EO0.5 festgelegt. Zum gewinschten
Embryonalstadium wurde das Mutterier durch zervikale Dislokation getttet und die

Embryonenaus dem Uterus freiprapariert.
3.1.2.2 Praparation genomischer DNA

Zur Genotypisierung der transgenen Mause wurden Schwanzspitzenbiopsien
entnommen und mit 200l Direct PCRTailprep Losung und 4ul Proteinase K [10mg/ml]
bei 55°C UN inkubiert. Die Direct PCRailprep Losung in Kombination mit Proteinase K
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lysiert das Gewebe und fuhrt zur Freisetzung der genomischen DNA. Danactrge die

Proteinase K be&85 °C fur 45min inaktiviert.
3.1.2.3 Polymerase -Kettenreakt ion (PCR)

Mit Hilfe der PCR konnen bestimmte Genabschnitte amplifiziert und mittels Agarose
Gelelektrophorese visualisiert werden. Die Methode beruht auf der Polymeraseaktivitat
der Taq Polymerase, ein Enzym aus dem Bakteriurthermus Aquaticusmit der
Besanderheit auch bei hohen Temperaturen aktiv zu sein. Um bestimmte Genabschnitte
zu amplifizieren bendétigt die Taq Polymerase spezifischen Primer (Oligonukleotide), die
mit der zu amplifizierende DNASequenz hybridisieren. Die Primer werden durch den
Einbau mit dNTPs (Desoxyribonucleosidtriphosphat) durch die TaePolymerase
verlangert und somit die gewiinschte Gensequenz repliziert.

Zur Herstellung eines geeigneten Reaktionsmileu wird ein 10x Taqg Puffer zur Einstellung
des optimalen lonenhaushalt fiir die Tad?olymerase und Millipore Wasser zur Bildung
eines Reaktionsvolumen bendtigt. Das DMSO (Dimethylsulfoxid) unterbindet dabei die
Ausbildung von Sekundarstrukturen der TemplateDNA und der Primer. Die DNA wird
denaturiert damit die forward- und reverse-Primer spezifisch an jeweils einen DNA
Strang des gewlnschten Genabschnitts hybridisieren kénnen. Die dNTPs werden als
Energielieferant (Abspaltung von Pyrophosphat) und zur Verlangerung der Primer als
Desoxyribonukleosidmonophosphate genutztDabei werden dreigrundlegende Schritte
zyklisch wiederholt. Im ersten Schritt erfolgt die Denaturierung der doppelstrangigen
DNA bei 95°C. An die Einzelstrange der DNA werden anschlie3end die spezifische Primer
anlagert (Annealing), wodurch die zu amplifizierende Sequenzeingegrenzt wird.
Ausgehend von den Primern synthetisiert die Taq DNRolymerase einen DNA
Doppelstrang komplementar zur vorhandenen Matrize bei 72C(Elongation). Daraufhin
beginnt der Zyklus erneut. Die Annealingfemperatur sowie die Elongationszeit undlie

Anzahl der Zyklen wurden den Primern angepasst.

Bac Col10-Cre: PCR Programm

H20 19,711 94 °C 5min

10x TaqgPuffer 2,511

DMSO 1,0l 94°C 30s

P1(100 mM) 0,2t | 58 °C 1 min 35 Zyklen
P4 (100 mM) 0,1t I 72°C 1min
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P5 (100mM) o,1ul

dNTPs 00 mM) 0,2l 72°C 4 min
DreamTagPolymerase (5U/1 |) 0,211 4°C

DNA 2,0t 1

Auswertung:

P1-P4: Wildtyp-Bande von 538bp
P1-P5: Col10Cre-Bande von 305bp

Cre-Rekombinase: PCR Programm

H20 20,9t | 94 °C 5min

10x Tag-Puffer 2,5t 1

DMSO 1,25ul 94°C 30s

Cre Rec for(100 mM) 0,11 55°C 30s 30 Zyklen
Cre Reaev (100 mM) 0,1l 72°C 45s

dNTPs (00 mM) 0,2l

DreamTagPolymerase (5U/1 |) 0,21 72°C 5min

DNA 2,011 4°C

Auswertung:

Cre-Bande von 650bp

Rosa-YFP: PCR Programm

H20 19,711 94 °C 5min

10x TagPuffer 2,511

DMSO 1,0ul 94°C 30s

RosaYFPcommon (100 mM) 0,211 58 °C 1min 35 Zyklen
RosaYFP WT(100 mM) 0,1t 72°C 1min

RosaYFPmut (100 mM) 0,1l

dNTPs (L0O0 mM) 0,2l 72°C 4 min

DreamTaqg Polymerase (5U/11) 0,21 4°C

DNA 2,0t 1
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Auswertung:
RosaYFRBande von 320bp
Wildtyp -Bande von 600bp

3.1.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die AgaroseGelelektrophorese ist eine Methode zur Gr6Renauftrennung von
DNA-Fragmenten im elektrischen Feld und wird zur Viszualisierung der DNA
Fragmentgrolenbestimmung nach Sonifizierung (sieh8.1.3.2 und der Genotypisierung

nach FCR (siehe3.1.2.3 genutzt.

1 %ige Agarosegele wurden mit 1x TAE gegossen und zur Visualisierung der DNA mit

02t CTi 1 %OEEAEOI AOT I EA 0OAi0DBrangedEd adgptiferiosung x O O/
zu einer 1x Orange G Endkonzentration versetzt. Die DNAagmente wurden bei 120V
elektrophoretisch aufgetrennt, unter U\fLicht (345 nm) fotografiert und die Grél3e der

DNA Fragmente anschlieRendnit dem DNAMarker verglichen.

3.1.2.5 Kryoschnitte

Zur Analyse der Collagen 2und Collagen 16Expression wurden Kryoschnitte von
Col2a1Cre ROSA28! YFP, BatCol10Cre; ROSA28 YFPund BacCol1GCre; R26R.acZ
angefertigt. Dazu wurden dieExtremitaten der Mausanbryonen im Stadium E®.5 bzw.
P1 (postnatal Tag 1) in 1x PBS entfernt und in Tissue Tek O.C.T. Compound
Einbettmedium eingebettet. Die Extremitatenim Einbettmedium wurden sofort in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei80 °C gelagert. Die Blécke wden bei -18 °C
(Klinge: -18 °C, Block:-16 °C) im Kryotom bei 4um Schnittdicke geschnitten und auf
18 °C kalte Glasobjekttrager gezgen und kurz bei RT getrocknet.

3.1.2.6 Fluoreszenzfarbung (Dapi -Farbung)

Zur Expressionskontrolle des YFPs in proliferierenden und hypertrophen Chondrgizn
wurden Kryoschnitte der Extremitaten angefertigt (siehe 3.1.2.5 wund eine
Zellkerngegenfarbung mit Dpi | t @hmidin-2-phenylindol) (100 ng/ml)
vorgenommen. Dazu wurden die Schnitte 2x mit 0,0% PBT und 1xmit 1x PBS
gewaschen Darauf erfolgt die Zellkerngegenfarbung mitDapi fir 2 min. Dapi ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, der bevorzugt an AT reiche Regionen in der kleinen Furche der DNA

bindet. Nach Anregung mit ultraviolettemLicht (358 nm) fluoresziert Dapiim sichtbaren,
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blauen Bereich mit einem Emissionsmaximum fur doppelstrangige DNA bei 46in.

Uberschussiges Bpiwurdefur 5 min mit 1x PBS abgewaschen. Die Deckglaschearden

mit Moviol-Eindeckmedium fir Fluoreszenz auf den Objekttragern fixiert.

Das YFP Signal wird bei 514nm angeregt und erreicht bei 527m das
Emissionsmaximum.Die Auswertung wurde mit dem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert
200M Zeiss) und mit Hilfe der Auswertungssoftware MtaMorph durchgefuhrt (Exposure
Zeiten: 10x: Dapi = 300ms; GFP = 5000ns; RedFP = 30@ns; 20x: Dapi 100 ms, GFP:
1000 ms; RedFP 150ns; 63x:Dapi 50 ms, GFP: 200ns; RedFP 100ns).

3.1.2.1 R-Galaktosidase Farbung

Zur Analyse derCreAktivitat wurden BacCol1lGCre Mause mit R26RLacZ Reporter
Mausen gekreuzt (siehe3.1.2.1) und die Embryonen zum Zeitpunkt E14.5 und E17.5
(Kontrollembryonen) sektioniert. Fir Kryoschnitte wurden die Extremitaten der Bac
Col10Cre; R26R.acZMéause in 1x PBS prapariert und b mit 4 % PFA bei £C fixiert. Fur
die Ganzkoérperfarbung wurde die Haut der E17.5 Embryonen in 1x PBS entfernt und Uber
Nacht mit 4% PFA bei £ C fixiert. Daraufhin wurdedas Gewebe x in X-GalWaschpuffer
gewaschen und anschlieRend bei 37C Gber Nacht in der XGal Farbel6sung inkubiert
Das in der XGal Farbeléosung enthaltene 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-r -D-
galaktopyranosid (XGal) wird durch dasLacZE | A E A O O A-Ga&kaktdsidase irr den
unléslichen, blauen Farbstoff v h-gitBomo-T h-didhloro-indigo umgesetzt. Nach
ausreichender Farbgebung wurden die Embryonen in 1x PBS gewaschen und unter der
Stereolupe fotografiert.Die Extremitatenwurden fir 2 h in 30 % Sucrose schiielnd bei

4 °C inkubiert um beim Einfrieren die Kristallbildung im Gewebe vazubeugen. Danach
wurden die Extremitatenin TissueTek O.C.T. Compound Einbettmedium eingebettet, in
N2 eingefroren und Kryoschnitte angefertigt (siehe3.1.2.5 Die Schnitte wurden mit
100 % Methanol fixiert und mit 1x PBS gewaschen. Als Gegenfarbung wurdenth mit
0,1% Kernechtrot inkubiert und die restliche Farbelésungmit 1x PBS entfern. Die
Schnitte wurden mit warmer Kaisergelantine eingedecktund im Hellfeld fotografiert

(100x VergrofRerung: Exposure 10; 200x Vergrol3erung: Exposure:15).
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3.1.3 Zellisolation und ChIP -seq
3.1.3.1 Analytisches und praparatives FACS (Fluorescence -activated cell sorting)

Fur die fluoreszenzaktivierte Zellsortierung wurden E13.5 bzw. E14.5 Embryonen der
Mauslinie Col2atCre ROSA26! YFPoder E14.5 bzw. E15.5 Embryonen der Mauslinie
BacCol10Cre; ROSA28 YFPverwendet.

Die Knorpelanlagen der Embryonenwurden in 1x PBS durch das Entfernen von Haut,
Muskeln, Kopf und innerer Organe freiprapariert und anschlieend mit einer Schere
zerkleinert. Das Vereinzeln der Zellen aus dem Gewebe erfolgte fuihdei E13.5E14.5
Embryonen und 4h bei E15.5 Embryonen ineiner Verdaulésung (Collagenase NB4,
0,6 U/ml; 1x Trypsin ohne EDTA; B4FCS; 1x PBS) bei 3T im Schuittelwasserbad.
Danach wurde die Verdaulésung durch die Zugabe von Zellkulturmedium (DMERL2
1:1, 10% FCS, Pen/Strep) inaktiviert und die Zellsuspensiodurch ein 70um Zellsieb
filtriert.

Die Zellen wurden 7,5min mit 1 % Formaldehyd fixiert und daraufhin die Fixierung mit
Glycin (0,05mM) fir 5min gestoppt. Die Zellen wurden bei 1000pm fir 5 min
zentrifugiert und anschlieRend mit 4°C kalten DPBS geaschen. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt bei 1000 rpm fur 5 min, wurde das Zellpellet in FAC®uffer mit 1x
Protease Inhibitor resuspendiert und bei 4°C gelagert.

Das fluoreszenzaktivierte Zellsortieren wurde im Uniklinikum Essenn der Abteilung fur
Infektionsimmunologie bei Prof. Dr. Astrid M.Westendorf an einem BD FACS Aria Il
vorgenommen. Dabei wurde digZellzahl der sortierten Zellen fir die spateren Chieq
Versuche bestimmt. Mittels Reanalyse von 10.000 sortierten Zellen wurde die
Anreicherung der YFPpositiven Zellen bestimmt. Dieanalytische Auswertung wurde

mittels FlowJo 10.0 durchgefihrt.
3.1.3.2 Chromatin Immunoprazipitation

1x108 Col2al-YFP positive E14.5 Chondrozyten bzw. 3,5x1@ol2al E13.5 und Col10al
YFP positive E14.5815.5 Chondrayten wurden pro Antikdrper (siehe Antikorperliste)
verwendet. Fur proliferierende Chondrozyten wurde jeder ChIP 3x bzw. fir H3K9ac 4x
wiederholt. FUr die hypertrophen Chondrozyten wurde jeder ChIP 2x und fur H39ac 3x
wiederholt. Die Prazipitation erfolgte mit einigen Modifikationen mittels des True
MicroChlP Kits (C01010130) von Diagenode.
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Vor dem FACS wurden die Zellen bereits durch% Formaldehyd fixiert. Dabei wurden
die Histonproteine mit der DNA vernetzt (siehe3.1.3.]). Diemittels FACS isolierten Zellen
wurden mit 4 °C kalten 1x DPBS gewaschgimm die FACSPufferreste zu entfernen.

Fur den ESZell ChiIPwurden 3,5x10 Zellen 7,5min mit 1 % Formaldehyd fixiert und
5min mit Glycin (0,05 mM) gestoppt. Die Zellen wurden bei 1000pm fir 5 min
zentrifugiert und anschlie3end mit 4°C kalten DPBS gewaschen.

Mit den ESZellen und Chondrozyten wurdewie folgt fortgefahren: Die Zellen wurden ein
weiteres Mal mit 1x HBSS und 1x Protease Inhibitor gewaschen und bei 10G@m far
5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde bei80 °C gelagertbis eine ausreichende Anzahl
an Chondrozyten fir énen ChiIRAnsatz gesammelt war Fur die Zelllyse von 3,5x19
Zellen wurden 42ul Lt1 Lysis Puffer mit 1x Protease Inhibitor verwendet und nach einer
5 minatigen Inkubationszeit bei 4°C mit 130ul HBSS und 1x Protease Inhibitor aufgefullt.
Zur Chromatinfragmentierung wurden die Zellen 30min im 30 s on/off Rythmus im
Biorupter (Ultraschallbad) von Diagenode behandelt. Daraufhin wurden die lysierten
Zellen fir 10min bei 4°C und 13800rpm zentrifugiert, um Zellmembran und
Organellreste von dem Chromatin zu trennen. Zur Fragmentgrof3enbestimmung wurden
0,5x10 Zellen mit 10pl Proteinase K (Img/ml) versetzt und fur 2 h bei 65°C und
400 rpm im offenen Eppendorfgefal verdaut und aufkonzentriert. Die DAFFragmente
wurden mittels eines 1%igen Agarosegels analysiertund durch einen DNA
Langenstandart (106:3.000 bp) verglichen.

Das gesherte Chromatin wurde 1:1 mit dem CtiChIRPuffer verdinnt und die
spezifischen Antikorper 3.1.3) zugefugt. Fur 1x10 Zellen wurden 5ugbzw. fur 3,5x10
Zellen 25ug Antikorper verwendet. Fur den Input wurde 1/10 des IRPAnsatzes als
Positivkontrolle bei -80 °Ceingefroren. Als Negativkontrolle dient der IgG Antikorperum
unspezifische Bindungen von spezifischen unterscheiden zu kénneBie Antikérper
wurden 16 h bei 4°C rotierend inkubiert. Zur Immunoprazipitation der DNAHiston-
Komplexe wurden 11ul der magnetischen Beads 2x mit tB1 Bead Waschpuffer
gewaschen und je Immunoprazipitation 1Qul zum Antikérper-Chromatin-Mix
hinzugefiigt und4 h bei 4°C rotierend bindengelassen. Um nur spezifische Bindunder
Antikbrper und Beads zu gewdrleisten, wurden die Chromatin-Antikérper-Bead
Komplexe mittels steigendenSalzkonzentrationen gereinigt. Dazu wurden die Komplexe
mit je 200 ul Waschpuffe 1-4 je 4min rotierend bei 4 °C inkubiert und mit Hilfe des
Magneten die unspezifischen Bindungemntfernt. Zur Aufhebung derQuervernetzung

wurden die Beads durch Zughe von 200ul Etl Puffer entfernt Der Input wurde ebenfalls
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auf 200l mit Etl Pufferaufgefillt und 30min rotierend bei RT inkubiert. Nach kurzem
zentrifugieren wurden die Beads mittels Magnet aus der Losung entfernt und der
Uberstand mit 8ul Et2 Puffer versetzt und 4nh schutteind bei 65°C und 1300rpm
inkubiert. Der Et2 Puffer fihrtezum Proteinverdau von den DNAgebundenen Proteinen.
Die DNA wurde daraufhin mittels DiaPure Saulend03040001 Diagenode) aufgereinigt.
Dazu wurde die DNAL6sung 1:5 mit DNABInding-Puffer verdinnt, auf die S&ulen
gegeben und 3G bei 10000g zentrifugieren lassen. Dabei wurde die DNA an die Silika
Saulen gebunden und die verdauten Proteinreste weggewaschen. Um die Ausbeute zu
erhdhen, wurde der Durchfluss ein zweites Mal auf die Saule geladen. Darauf folgten zwei
Waschschritte durch Zugabe von 30Ql ethandhaltigem DNAWaschpuffer fur 30s bei
10000 g. Zur Elution der DNA wurde zwei Mal @ des Elution-Puffers fir 5min auf der
Saule einwirken gelassen und bei 10000y fir 2min in ein steriles Eppendorfgefald
zentrifugiert.

Die Analyse der DNAKonzentrationen und der Fragmentierung erfolgte mittels Agilent
Technologies, 2100 expert, High Sensitivity DNA Assay im BiocHiabor, IFZ Essen von
PD Dr. LudgerKlein-Hitpass. Die DNA wurde bis zur Library Praparation ber 80 °C

gelagert.
3.1.3.3 Erstell en der Library

Die Library wurde mittels MicroPlex Library Preparation™ Kits (C05010010) und der
darauffolgenden Version MicroPlex Library PreparatiofM Kit V2 (C05010012)der Firma
Diagenode durchgefihrt.

Die Library Praparation wird benétigt, um DNAFragmente zu reparieren, Adapter und
Barcodes zu ligieren und eine ausreichende Menge an DN#&agmenten zu amplifizieren
um dasNext Generation Sequenciray ermoglichen.

Aus dem ChIP Ansatz (sieh&.1.3.2 wurden 10yl DNA zur Template Pr&paration
verwendet. Durch Zugabe von 2l Template Preparation Buffer und lul Template
Preparation Enzym pro ChlPwurden Brtche in Einzelstrdngen und Giberh&ngetie Enden
durch Auffillen der dDNA wéhrend der Inkubation (siehe3.1.3.3.] im Eppendorfcycler
repariert. Zur Library Synthese wurden 1ul Library Synthesis Buffer und lul Library
Synthesis Enzym zum Ansatz pipettiert und 2énin bei 55°C im Cycler inkubiert. Dies
fuhrte zur Blunt-end Ligation der Stemloop Adapter an beide 3’"Enden der d3NA. Der

Stemloop Adapter besitzt eine spaltbare Replikationsstoppstelle und einen Log-
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Uberhang am5 Ende zur Vermeidung von Primerdimeren. Durch die Elongation des
3"Endes der DNA wird deiStemLoop-Adapter an demReplikationsstopp gespalten.
Wahrend der Library Amplifikation werden die Primer mit Barcodes an die Adapter
gebunden und die DNAFragmente amplifiziert. Dazu wurden 25pl Library Amplification
Buffer, 1pul Library Amplification Enzym und 4pl Nuclease Free Water zum Ansatz
hinzugeflgt. Die Amplifikationszyklen wurden von der DNA Konzentréon abhéangig
gemacht und betrugen 818 Zyklen (siehe 3.1.3.3.9 Die DNA Konzentrationen wurden
mit Agilent Technologies, 2100 expert, High Sensitivity DNA Assay Biochip-Labor, IFZ
Essen von PD Dr. Ludgd€lein-Hitpassbestimmt. Nach der Amplifikation wurden die DNA
Konzentrationen ein weiteres Mal mittels Agilent und zusétzlich durch dieKAPA PCR im
Biochip-Labor, IFZ Essen von PD Dr. Ludgdtlein-Hitpass bestinmt, um dasaquimolare
Poolenzu erméglichen. Nach dem aquimolaren Poolegrfolgte die Aufreinigung mittels
Agencourta AMPurea XP Beckman Coulter Beads (A63880). Der &quimolare DNpdol
wurde 1:1 mit den DNABeads gemischt und %nin bei RT inkubiert. Mit frisch
angesetztem 80%igen Ethanol wurden die DNABeadKomplexe 2x gewaschen. Um das
Ethanol verdampfen zu lassen, wurde das Eppendorfgefald offen bei 32 23 min
inkubiert. Das Losen der DNA von den Beads erfolgte durch zweimalige Zugabe voru5
TE-Puffer und je 10minutiger Inkubation. Die Beads wurden daraufhin mittels Magneten
entfernt und die DNA bei-80 °C eingefroren. Dieendgultige Librarykonzentration wurde
zum Beladen derFlowcell mittels Agilent und KAPA PCR bestimmt und im Illumina
Analyser, Highseq 2500, im Biochigd-abor, IFZ Essen von PD Dr. Ludgé€lein-Hitpass

sequenZert.

3.1.3.3.1 Cycler Programme zur Library Praparation

Template Praparation:

22°C 25 min
55°C 20 min
4°C

Library Synthese:
22°C 40 min
4°C
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Library Amplifikation:

72°C 3 min

85°C 2 min

98 °C 2 min

98°C 20s

67 °C 20s 4 Zyklen

72°C 40s

98 °C 20s 8-18 Zyklen abhangig vom DNA Gehalt nach
72°C 50s Agilent Messung(siehe 3.1.3.3.9

4°C

3.1.3.3.2 Anzahl der Amplifikationszyklen

DNA Input Anzahl der
(ng) Zyklen

50 5

20 6

10 7

5 8

2 10

1 11

0,2 14

0,05 16

3.1.3.3.3 lllumina Barcodesequenzen

Index Sequenz

ATCACGTT
CGATGTTT
TTAGGCAT
TGACCACT
ACAGTGGT
GCCAATGT
CAGATCTG
ACTTGATG
GATCAGCG
TAGCTTGT
GGCTACAG
CTTGTACT

© 0 N O 0o b W N P

e e
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3.1.3.4 Illumina Next Generation Sequencing(NGS)

Die lllumina Sequenzieungs-Technik basiert auf der Bindung von DNAragmenten an
eine Flowcell mit anschlieBenden Bridgeamplification durch PCR und einer
Sequenzierung durch Synthese. Dabei entstehen Millionen von sequenzierten Sequenzen
(Reads), die der DNAFragmentenden entsprechen

Die Flowcell ist ein Glasobjektrager mit mehreren Spuren, auf deren Oberflache zwei
unterschiedliche Adaptersequenzen (Oligonukleotide) zur Hybridisierung der DNA
Fragmentenden vorhanden sind. Wahrend der Library Praparation wurden die
entsprechenden Adater zur Hybridisierung an die DNAFragmente ligiet. Die dsDNA
wurde durch 2N NaOH denaturiert. Die ssDNA&ragmente hybridisieren an die Adapter
der Flowcell dabei fungieren die Adapter als Primeiir die PCR. Daraufhin folgt eine erste
Verlangerung des hybridisierten DNA-Fragments. Der Doppelstrang wird wieder
gespalten und die Originalmatrize entfernt. Der Einzelstrang biegt sich mit seinem freien,
nicht gebundenen Ende, zum zweiten Adapter und bildet eine Bricke zur sogenannten
Bridgeamplification (Bruckenamplifikation). Der zweite Adapter dient ebenfalls als
Primer zur Verdopplung des Strangs. Die doppelstrangige Brucke wird daraufhin wieder
denaturiert wodurch zwei kovalent-gebundene DNAEinzelstrdnge entstehen. Dieser
Vorgang wiederholt sich bis einCluster aus ca. 1000 Kopien entstanden ist. So entstehen
tber 150 Millionen Cluster proFlowcell Beim letztenBridgeamplification-Schritt wird der
ReverseStrand entfernt und nur der Forward-Strand wird sequenziert. Dazu hybridisiert
ein SequenzierungsPrimer an das freie obere DNAEnde und die Fluoreszenznukleotide
werden hinzugeftigt. Durch die Inkorporation eines Fluoreszenznukleotids durch die
Polymerase wird dasNext Generation SequencingdNGS) eingeleitet. Wahrend des NGS
findet direkt beim Einbau de Nukleotide die Sequenzierung statt durch dieSequencing
by SynthesiFechnologie. Jedes Nukleotid: Adenin, Guanin, Cytosin und Thymidin ist mit
einem spezifischen abspaltbaren Fluorophor (rot, gelb, blau, grin) gekoppelt. Die
Nukleotide besitzen zudem aien reversiblen 3’"GN2 Terminator, der den Einbau von nur
einer Base pro Zyklus sicherstellt. Pro Sequenzierungg/klus werden alle vier Basen zur
Inkorporation bereitgestellt. Je nach DNAremplate wird ein Nukleotid eingebaut. Das
Fluorophor, des Nukleotds, wird durch einen Laser angeregt und emittiert das Licht in
einer bestimmten Wellenlange. Durch die Bindung vieler, gleichfarbiger Nukleotide in
einem Cluster wird das Farbsignal verstarkt. Der lllumina Sequenzierer fotografiert alle

Farbsignale derFlowcell, wobei 1200 Mirkobilder pro Zyklus verarbeitet werden @Abb. 7).
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Daraufhin werden die Fluorophore und die Terminatorsequenz abgespalten und die
Flowcellausgewaschepum mit einen neuen Zyklus zu beginnen. Der Bassaller generiert
aus den Mikrobildern Millionen von ReadSequenzpro Library, dieseReadSequenen
werden als FASTQ Daten gespeichdrbb. 8).

Die Sequenzierung erfolgte mittels HiSeq2500 Illumina Genome Analyser im Biochip

Labor, IFZ Essen von PD Dr. Ludgé&iein-Hitpass.

3.1.4 ChIP-seq Rohdaten und Peak-Detektion
3.1.4.1 Bearbeitung der ChlP-seq Rohdaten

Die 61bp DNA Reads von FASTQ Rohdaten wurden mit dem StrandNGS Programm
(Strand Genomics Co) analysiert.

In diesem Ansatz wurden 61bp lange Reads sequenziert. Diese Reads unterliefen einer
Qualitatskontrolle bevor siealigniert wurden. Dazu wurde derPhredquality scoreund die
Verteilung der Basen pro Read analysiert. EifPhred scorevon Uber 20 wurde als
Qualitatsstandart der Sequenzierung verwendet, dabei bedeutet elPhred scorevon 20,
dass mit einer Wahrscheinlichkeit von 1 in 100 Basen ein Fehler ined Sequenzierung
auftrat. Die Enden der Reads sind &chnik-bedingt anfélliger fur Fehler und wurden bei
schlechtemPhred quality scorg>20) getrimmt.

Das DNA Alignment wurde gegen das mml10 Mausgenom mit UCSC Annotation
vorgenommen.

Um die ReadSpezifitdt zu erhhen wurden nur geringe Basenunterschiede innerhalb der

ReadSequenz toleriert.

Pre-Alignment Qualitatskontrolle:

Set Alignment Parameter:

Minimum Percentage Identity: 90
Maximum Percentage Gaps: 5
Minimum match length: 50
Maximum numberof matches reported per read 1

Ignore reads with more than 1 valid match
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Set Trimming Parameters

Fixed timming
Number of bases to trim from 3"end
Number of bases to trim from 5 end

Quality Trimming

Trim 3"end with average quality less than

Post alignment trimming

Trim poorly aligned portion at 3"end

Post-Alignment Qualitatskontrolle:

Filter by read metrics:

- Remove nonprimary multiply mapped reads

- Remove reads with more tharil match

- Remove reads with average base quality below
- Remove reads with number of "Ns"above

- Remove reads with alignment score below

- Remove reads with mapping quality below

- Remove reads with failing vendor’s QC

- Remove reads with length less than

Filter on Duplicats

3.1.4.2 Peak-Detektion

20

20

90
20

45

Zur PeakDetektion wurde der Enriched region detection (ERD)Algorithmus von

StrandNGS verwendet. Dieser errechnet die 5fache ReadAnreicherungen von

Histonmodifikationen gegenuber des Kontroll 1gGs. Es wurden zwei ERE®ettings

verwendet, da zwishen breiten-hohen und breitenflachen Peaks unterschieden werden

Mmuss.

Der PeakDetektion-Algorithmus gibt die Chromosomenlokalisation der Peaks, die

Anzahl der Reads, de&nrichment FactorfAnzahl der Reads im Verhaltnis zur Gesamtzahl

der Reads), die Oihte der Reads in einem Peak und das dazugehérige GenAlle Peak

Listen befinden sich auf der beiliegenden DVD.
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ERD fur breite -hohe Peaks (H3K9ac, H3K4me3 und H3K27ac)
Abzug der 1gG reads

Parameters:

Enrichment factor 5
Window Size (bp) 200
Minimum reads in window 10
Window Slide Size (bp) 100
Minimum region size (bp) 200
Minimum reads in regions 15
Upstream padding distance for genes 5000

ERD*flr breite -flache Peaks (H3K9me3, H3K27e3 und H3K36me3)

(Calling narrow and broad peaks from ChlFSeq data in Strand NGS, Rohit Gupta et al.,
2015 Strand Life Sciences)

Abzug der 1gG reads

Parameters:

Enrichment factor 5
Window Size (bp) 400
Minimum reads in window 10
Window Slide Size (bp) 100
Minimum region size (bp) 200
Minimum reads in regions 10
Upstream padding distance for genes 5000

3.1.4.3 Einlesen publizierter Daten

3.1.4.3.1 Bearbeitung der Mikkelsen ChIP -seq Daten

Die ESChIP Daten (CCHJieser Arbeitwurden mit den publizierten Daten von Mikkeken

et al., 2007 verglichen. Dazu wurden die Chgeq Daten vom Geo NCBI Server (GSE
12241) heruntergeladen. Die Mikkelsen ESChIP (MES) Daten wurden mit 1x1@
murinen V6.5 embronalen Stammzellen fir H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3 und
H3K36me3 angefertigt. D&ir wurden die M-ChIPs fir H3K27me3 siebenmal, der
H3K4me3 ChIP sechsmal, H3K9me3 und H3K36me3 je zweimal sequenziert. Alle

Einzelexperimente wurden zusammen verrechnet Die ReadLange fiur H3K9me3,
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H3K27me3 und H3K36me3betrug 30 bp, fiur H3K4me3 34bp und fir die RNAPol I
45 bp. Die Rohdaten wurdenprinzipiell wie in 2.14. prozessiert allerdings wurden die

Parameter der verkirztenReadLangeangepasst.

Pre-Alignment Qualitatskontrolle mit Strand NGS.:

Set Alignment Parameter:

Minimum match length: 25

Filter by read metrics:

- Remove reads with length less than 15

3.1.4.3.2 Bearbeitung der Sox9 Daten
Zur Bestatigungaktiven Enhancer in Chondrozyten wurden Daten eines Sox9 und RNA
Pol II S5 ChiIRsegs von ChondrozytenOhba et al., 2015)analysiert. Dazu wurden die
Daten bei NCBI Geo GSE6910®eruntergeladen. Dieser ChIP wurde ausRippen
Chondrozyten von P1 Mausen angefertigt und stellt eine gemischte Population aus
proliferierenden und prahypertrophen Chondrozyten dar. Die Rohdaten wurden wie in
2.14 beschrieben mit den gleichen Settingaligniert und entsprechend ihrer verkirzten
ReadLange(Sox9=63bp, RNAPol || S5=32bp, IgG=43bp) bearbeitet (siehe unten). Die
PeakDetektion wurde mit MACS vorgenommen, da es sich um schmale, hohe Peaks des
Transkriptionsfaktors bzw. der RNAPol Il handelt. Bei derPeakDetektion wurde nicht

das IgG vom Datensatabgezogen, da es aus einem anderen Experiment stammte.

Pre-Alignment Qualitatskontrolle mit Strand NGS:

Set Alignment Parameter:

Minimum match length: 25

Filter by read metrics:
- Remove reads with length less than 15

3.1.4.4 Korrelation zwischen biologischen Replikaten

$AO +1 OOAI AGET 1 OET AEEEUEAI
Al E CATE A2OR0OA A OROT1AA H CGoOOM AE CE I



Material und Methoden

| ACOBOABAE ' A9OOI BEBOA +1 1 PAOAOETT 1T EO AAO

(T £EI ATTh $08 'TEA |, RGO O0ERE § OBOE @A O AODRAEA
AET A &OTEOEITT ET AAO2 0#®i GOAKARIHO DD dAM RO AX Aj
AT OEOITiIi AT O &£ O OOACEAOEAA]I AADI BOAPEOBDERAIT 1

~ 2 A xN_ -z -

. A

&O1T EOET T Al EOAaOAT &A1 cCATAAO 0AEAOA UbOOOGa AECO
BEI OO2BRAATOCAT h 38 1T AAOONK - QAOGHxQHTAAIRAS AB !
jcnnmnwdd c¢3ET OO2AAAq ! "ET AT T AOAOT O PAAEACA

Agbl 1T OAOKIEIOTIOE EEPEODE OANOGAT AA AA@Acecr@ps8" ET ET /£l O
Z ATT 1T EAITECAY BAIOOA - h OAOARDG TWMIWAGT oh #AO01I O
3T #O0A A& O #1711 DPOOEI ¢ AT A 117111 O0AOCET C '"ATT1EAZ
Apnmnmoppy8 AT Edpmn8poxpZEI OO1T Al 8PAAE8Spnmappw(q
ZATTT EA2AT CAO |, AxOAAMA (-hh (AJAKADT7 hoho A#CA O1 Ol
31 £OxAOA &I O #1101 DPOOET ¢ AT A0,)1T3 T DADBDOOQ " BT T |
Apnmnoppy8 AT Eqdpmn8poxpZEI OO1 Al 8DPAAE8pnmaoppyq

DOOAAET AUAO -8 , AxOAIUAA he ODD A A B TDARARLIAR 1A O
ET OAOZEAAET C xEOQOE CATTIT A APpwoOdd@ecs "EI ET &l O
22A1T CAOOAT AA -h ODAAOh 7hADBALCOT oh #AOI1I 011 -h
Al O #1 1 POOETC ATA 11T1TI100AGET« 1'DAG 1"EEA 12 AdbjCQUACT
Al Egqpm8poxpTEI OO1T Al 8PAAESBpmnmaoppyPQ

5%

$EA &OTEOEIT EIDBlIAIi Al OEAOO AEA MBRIOCAABART UC
ET OOAT EAOAT AAT $AOAT EAxXxAEI O BADAEAGHDAT EO
AET CA1 AOAT h 2ACEITAT EI "ATTih AEA Ai PEOEOA
UAEGCAT | %. #/ $%Ti T A%. #/ $%. /O3 BARAOI BEAAOI @OE Oi

ETORMOAA AT AUAT T PAAEA T &£ $.! ARBOBRO®OGpED9 O
i NYovji AP wd Al Eq VTB8ULTXOTT A
EOODPGTTxxx8A0T AAET DOPOEAADODCTOLARADBDAAE]I EOOT
Al ARE] EQOIOBABABEIVAOG ET i1ipm "ATTITEITOAET AGAT Q

OAOAT AEAAT AAT CATT 1 EOAEAT OAXPACEN T AR A AROREAA c4Q

&AT OOAOT jained OCA ONTTD AVA OAT A AsordafrErt AAGDAT =T AT GV EEAA C

x OOAAS

&0a 0 AEA " AOAAET O1 ¢ AAO O0AAOOIT +1 OOAT AOET T C
61


http://www.broadinstitute.org/~anshul/projects/mouse/blacklist/mm9-blacklist.bed.gz
http://www.broadinstitute.org/~anshul/projects/mouse/blacklist/mm9-blacklist.bed.gz

Material und Methoden

c.i OAO i1 OACOAOOET T IAEAOEN COMBOMDBEE EO O£ AO
31 AEAOU vl ,dadu@Bi x OOAAT 100 Oil AEA &AT OOAOD
i ET AAOOAT O A B Ak QAGIAMM RETOR | EAOOAIT 8

. 00 COADPEEOAEAT $AOO0OAI T 61 C

7TEAEEAI 8 Ccchil O0¢cqg %l ACAT O
OAOx AT AAOS

AR AEIBO®A 1| OQE Tj 1
GABH EACO . AixQ 9§ O&A

3.1.5 Biologische Auswertungen der ChIP -seq Daten
3.1.5.1 Transkriptionell -aktive Gene

Um herauszufinden wie viele Gene eindeutig zur Transkription aktivienvurden, wurden
alle Gene, welche durch alle vier aktivierenden Histonmodifikationen (H3K4me3,
H3K9ac, H3K27ac und H3K36me3) markiert wurden, miteinander verglichen. Um gleiche
statistische Vorrausetzungen zu schaffenwurden jeweils zwei Datensatze von
proliferierenden Chondrozyten mit den zwei Datensatzen der hypertphen

Chondrozyten verglichen.
3.1.5.2 Bivalente Gene

Gene werden als bivalente Gene bezeichnet, weil sie sowohl mit der aktivierenden
Histonmodifikation H3K4me3, als auch mit der reprimierenden Histonmodifikation
H3K27me3 markiert sind. Zur Detektion von bivalenten Genen wurden die Genlisten von
H3K4me3 und H3K27me3 in allen drei Zelltypen verglichen. Um den
Regulationsmechanismus dahinter aufzuklaren, wurden @i bivalenten Gene der
proliferierenden Chondrozyten auf Aktivitdt in hypertrophen Chondrozyten und die
bivalenten Gene der hypertrophen Chondrozyten auf Aktivitdt in proliferierenden
Chondrozyten untersucht. Dazu wurden Genlistewerglichen, die ineiner Chondrozyten-
Population alle vier aktivierenden Histonmodifikationen (3.1.5.1) aufwiesenund in der

anderen Populationals bivalent markiert wurden .
3.1.5.3 Enhancer-Detektion

Zur Detektion von Enhancern wurden diealignierten, metrisch behandelten und von
Duplikaten entfernten Reads von H3K27ac, H3K9ader ESZellen und Chondrozyten
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sowie die Reads der publizierterRNAPol Il und Sox9Ohba et al., 2015yerwendet. Um
nur Regionen zu analysieren die auf3erhalb der TSS liegewurde auf ReadEbene
wahrend der PeakDetektion, die Reads der H3K9ac von den Reads der H3K27a
abgezogenDies bedeutet, dass nur eine-fache Anreicherung von H3K27ac tiber H3K9ac
als Peak ermittelt wurde.Um Peaks auch Genen zuzuordnen, die weiter vom Gen entfernt
liegen, wurde die Distanz (Gene padding) auf 10.00fp erweitert. Die Peaks wurden
mittels StrandNGS (overlap type) auf ihre Lokalisation in den Genstrukturen analysiert.
Um denEnhancerPeaksaktiven Gene zuordnen zu kénnen, wurden die annotierten Gene
nach PeakDetektion mit durch H3K9ac markierten Genen des jeweiligen Zelltyps
verglichen.

Zusatzlich wurden diePeakListen von proliferierenden und hypertrophen Chondrozyten
jeweils mit der PeakListe von Sox9 verglichen (StrandNG&ompare two region lisfs
Dabei weaden die Koordinaten der angereicherten Region verglichen, wobei die
Peakregionen uberlappend sein miussen. Um daraufhin die Enhancer ihren Genen
zuzuordnen und deren Aktivitat zu bestmmen, wurden die Giberlappenden Regionslisten
in Genlisten transferiert (StrandNGSTransfer regions to gengsDiese Genlisten wurden
mit den H3K9ac Genlisten der jeweiligen proliferierenden, hypertrophen Chondrozyten
und ES Zellen verglichen. Die Chondrgiendaten wurden zusatzlich mit der GerListe
der RNAPol Il S5(Ohba et al., 2015)erglichen.

3.1.5.4 Signalweg Analysen durch StrandNGS

Mittels Signalweg Analyse wird aie Anreichung von Genen innerhalb eines Signalwegs
analysiert und eine Signifikanz dieser Anreicherung gegentber der Gesamtzahl in diesem
Signalweg befindlichen Genen errechnet. Dazu wurdetie Genlisten der aktivierenden
Histonmarkierungen herangezogen. 89 Signalwege wurden mittels Wikipathways,
Biocyg StrandNGS untersucht. Es wurden nur Gene verwendet, die alle aktivierenden
Histonmarkierungen trugen. Dazu wurden jeweils die Peakisten von H3K4me3,
H3K9ac, H3K27ac und H3K36me3 eines Datensatzes vecbkn und die daraus
resultierenden identischen Gene mit den identischen Genen desveiten Datensatzes

verglichen. Die Signifikanz wurde mit p<0,05 berechnet.
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3.1.5.5 Gen Ontologie (GO)-Analyse durch StrandNGS

Mittels GGAnalyse werden Genanreicherungen innerhallson funktionellen Gengruppen
analysiert. Sind die analysierten Gene in einer Gengruppe Uberreprasentiert ermittelt die
GO die Signifikanz. Dieses wird aus der Anzahl der annotierten Gene (Input) im Verhaltnis
zur Genanzahl in einem GOerm berechnet. Nur &-Terms mit einem p<0,05 wurden
berucksichtigt.

Um heraus zu finden, ob die aktivierten Gene der beiden Chondrozytentypen
Chondrozyten-spezifische Anreicherungen in bestimmten Gengruppen aufweisewurde

die GOAnalyse mit StrandNGS durchgefuhrt. Dazu wuesh die beiden Genlisten der
exklusive in proliferierenden und in hypertrophen Chondrozytenidentifizierten Gene
verwendet (3.1.5.4).

Die GQOAnalyse fur aktive Enhancer wurde genutzt um differentielle Nutzung der
Enhancer aufzuklaren. Dazu wurden Genlisten, nach Vergleich der aktiven Gene mit
H3K9ac, verwendet. Dabei wurden die aktiven Enhancer der proliferierenden mit den der
hypertrophen Chondrozyten verglichen. Die daraus resultiesnden drei Listen (Enhancer
nur von proliferierenden Chondrozyten, Enhancer nur von hypertrophen Chondrozyten
und gemeinsam detektierte Enhancer) wurden zur G@®nalyse verwendet
(Abb.34b,3.1.5.3.

Ebenfalls wurde eine G@Analyse nach Sox9EnhancerDetektion vorgenommen.
Enhancer, die sowohl eine Sox9 Binding als auch eine Aktivitdt am nachstliegenden Gen
nachweisen konnten, wurden in proliferierenden und hypertrophen Chondrozyten
verglichen und die daraus resultierenden drei Genlisteanalysiert (Abb.35c,3.1.5.3.

Zur Aufklarung von bivalenien Genen wurden die bivalenten Gene der proliferierenden
Chondrozyten auf Aktivitat in hypertrophen Chondrozyten und die bivalenten Gene der
hypertrophen Chondrozyten auf Aktivitat in proliferierenden Chondrozyten untersucht.
Dazu wurden nur Genlisten vervendet, die in einer Gruppe albivalent markiert wurden
und in der anderen Gruppe alstranskriptionell -aktiv durch alle vier aktivierenden

Histonmodifikationen detektiert wurden (3.1.5.2.
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4 Ergebnis

Die Chondrozytendifferenzierung istein essentieller Prozesswahrend der enchondralen
Ossifikation. In dieser Arbeitwurde durch die Analyse von Histonmodifikationen der
epigenetische Status von prolifeerenden und hypertrophen Chondrozytenin vivo
verglichen, um Unterschiedam Histon-Code wahrendder Chondrozytendifferenzierung

zu identifizieren.

4.1 Charakterisierung der transgenen Mauslinien

4.1.1 Spezifische Expression von YFP in proliferierenden und hypertrophen

Chondrozyten

Proliferierende Chondrozyten, welche Collagen 2 exprimierenund hypertrophe
Chondrozyten, die Collagen 10 exprimieren, kbnnen mit Hilfe von Reporterméusen
markiert werden. Dazu wurden Col2atCre und BacColl0atcre Méduse mit R26RYFP
Reporterméusen gekreuzt. DieR26RYFPMa&use besitzen ein von Loxites flankiertes
Stoppcodon gefolgt von einerYFRSequenz im ubiquitdrexprimierten RosaLokus. Die
Cre-Rekombinase der transgenen Mause wird Chondrozytespezifisch unter der
Kontrolle des Collagen 2 bzw. des Collagen-Poomotors exprimiert und rekombiniert
die LoxRsites des Stoppcodons, so dasss zum Verlust der Stopsequenz und damit zur
Expression der folgendenYFRSequenz kommt. [ Aktivitat der Cre-Rekombinase und
die damit verbundene YFRExpression wurden im ganzen Embryound histologisch
Uberprift. Die Col2atCre R26RYFP Méause zeigten im Stadium E13.bis E15.5eine
starke YFPEXxpressionin allen Knorpelanlagen(Abb.9). Im E13.5 Embryoexprimierten
die Wirbelséaule, Teile des Schade und die noch fusionierten Korpelanlagen der
Extremitaten das YFPIm E14.5 Embryo exprimierten auch die Rippen und dikutopoden
YFP.In den Extremitaten des E14.5 Embryos wurde die hypertrophe Zone durch ein

schwécher werdendes Fluoreszenzsignal irdentrum der proximalen Anlagensichtbar.
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Col2al-Cre; R26R-YFP Mause

E13.5 E14.5

E14.5 Arm

w

Abb. 9 Col2al-Cre; R26R-YFPMause exprimieren YFP in allen pr oliferierenden Chondrozyten

Die Embryonen im Stadium E13.8215.5 wiesen eine starke YFEXxpression in allen Knorpelanlagen auf.

Im E13.5 Embryo sind die Knorpelanlagen der Extremitaten noch fusionie(Humerus, Ulna und Radius
roter Pfeil). Im E14.5Embryo exprimieren auch die Rippen und der Fingereleente YFP. Die VergroRerung
einer freipraparierten E14.5 Vordergliedmafe zeigt einen Teil des Humerus, sowie Ulna und Radius und
die Fingerarlagen. In Ulna und Radius zeigsich die Bildung der hypertrophen Zone (H) durch ein
schwécheres Fluoreszenzsignal im Gegensatz zu den proliferierenden Zonen (P). In den Fingerelementen
sind noch YFPfreie Zonen erkennbar, in denen sich die Mesenchymzellen (weiRe Pfeile) noch nicht zu

Chondrozyten differenziert haben. VergréRerungen: Embryonen 5x, Arm 10x.

Um die Expressiondes Reportergensauf zeluldarer Ebene zu untersuchenwurden
Kryoschnitte der GliedmalRen angefertigt. Die distalen sowie die kolumnaren
Chondrozyten wiesen eine starke YFExpression in jeder Zelleauf (Abb. 11 a-f; Abb.
12e-l). Da die CreRekombinase auch wahrend der Diffeanzierung der kolumnaren
Zellen in hypertrophe Chondrozyten aktiv bleibt, ist YFP auch in den neu entstandenen,
hypertrophen Chondrozyten nachweisbar. Daher wurde die YFP Expression in Mawsa
postnatalen Tag 1 (P1untersucht. Beim Ubergang in diehypertrophe Zone verringerte

sich dasYFRSignal und wartrotz konstanter Expressionnur noch in vereinzelten Zellen
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sichtbar (Abb.11 g-I, Abb.12 a-d). Dadie Zellen im Verlauf der Hypertrophie deutlich an
Volumen zunehmen, fuhrt diesvahrscheinlich zur Reduktion desYFRSignak.

Beim Ubergang der hypertrophen Zone in die mineralisierte Zone lieRen sich
YFRpositive Zellen deutlich von der Autofluoreszenz (rot)im Knochen unterscheiden

(Abb. 11k-l). Der NachweisYFP positiver Zellen im Knochen untersti#t die Hypothese

der Transdifferenzierung von hypertrophen Chondrozyten in Osteoblaste(iI'sang et al.,
2015; Yarg et al., 2014; Zhou et al., 2014)

Abb. 10 Schnittmodell durch die verschiedenen Chondrozytenzonen

Fur die Analyse der YFHEXpression in distalen (D) und proliferierenden Chondrozyten (P) wurden Schnitte
im distalen Bereich der Knorpelanlagemnter Fluoreszenzlicht fotografiert (orangener Rahmen, siehe dazu
Abb. 11 a-f). In der gelb umrandeten Abbildung Abb. 11g-1) lasst sich die Zone der prolifeierenden

Chondrozyten (P), sowie die hypertrophe (H) und die mineralisierte Zone (M) erkennen.
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Abb. 11 Die YFP-Expression kann in proliferierenden Chondrozyten, jedoch nicht in hypertrophen
Chondrozyten von P1 Col2al-Cre; R26R-YFPM&ausen detektiert werden

In Kryoschnitten von P1 Mausen weisen id distalen (D) und kolumnaren Chondrozyten (P) starke YFP
Signale im Humerus derCol2atCre R26RYFPMauseauf (b, d, e, f). Das Periost zeigt Autofluoreszenz in
allen Kanalen (rotePfeile). Das YFFSignal der proliferierenden Chondrozyten (P)st stark reduziert in der
hypertrophen Zone (H)(h, j, k, 1). Die Zellkerne der hypertropherChondrozyten sind anhand der Dapi
Farbungerkennbar (g, j, I). Die mineralisierte Zone (M) weist eia starke Autofluoreszenz auf (i, k, In der
mineralisierten Zone sind YFRpositive Zellen zu erkennen, die keine Uberlagerung mit dem roten
Autofluoreszenzsignal aufweisen (weil3e Pfé). Die Zellkerne sind mit Dapgefarbt (a, d, f, g, j, Pas RedFP
wurde als Kontrolle der Autofluoreszenz verwendet (c, e, f, i, k, I). Abbildunga gi zeigen einzelne
Farbkanale (a, g= Dapib, h=YFP; ¢, i=RedFP), die Abbildungerf,d-l zeigen Overlays (d, =DARIYFP; e,
k=YFP+RedFP; f, I= Dap¥FP+RedFP) i100x VergréRerung.
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Abb. 12 Hypertrophen Chondrozyten im Stadium P1 wiesen nur ein geringes YFP -Signal in Col2al-
Cre; R26R-YFPMé&usen auf

Die distalen(i-) und kolumnaren Chondrozyten (eh) weisen ein starkes YFRSignal auf. BeimUbergang
von prahypertrophen zu hypertrophen Chondrozyten vergrdf3en sich die Zellen, wodurch es zu einer
Reduktion des YFPSignalskommt (a-d) (Pfeile). Die Abbildungen a, e, i zeigen die Overlays von Dapi, YFP
und RedFP, die anderen Abbildung zeigen d&nzelnen Farbkanéle (b, f, j=YFP; ¢, g, k= Da, h, I=RedFP)

in 630x VergroRerung.

Insgesamt wiesen die Col2atCre R26RYFP Mé&use in allen proliferierenden
Chondrozyten eine starke Expression von YFP im E13.5 Embryo auf. Diese Expression
bleibt in spateren Stadien der Differenzierung, in hypertrophe Chondrozyten und
Osteoblastengrhalten. Zur Isolation reiner proliferierender Chondrozyten wurdendaher

fur die weiterfihrenden Experimente nur Embryonen des Stadiums E13.5 verwendet, da

in diesem Stadiumnoch keine typertrophen Zellen entstanden sind
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Zur Analyse der hypertrophen Chondrozyten wurderBacCol10atCre R26RYFPMéause
genutzt. In den BacColl0al-Cre; R26RYFP Mausen wurde zum Zeitpunkt E14.5ein
schwaches YFFSignal in der Mitte der Knorpelanlagen sichtbarDeutliche Signale
konnten erst zum Zeitpunkt E15.5 festgestellt werdenAbb. 13). Wie bereits von Yang et
al. beschrieben, zeigten di®acCol10atCre; R26RYFPLinie eine ektopische Expression
in der Haut (Yang et al., 2005) Zur Isolation von Chondrozyterwurde diese vollstandig
entfernt. Um ein geeignetes Embryonalstadium zur Isolation der hypertrophen
Chondrozyten zu finden wurden Kryoschnitte von BacColl0atCre; R26RYFP
Extremitaten angefertigt. In E14.5 und E15.5 Embryonen konnten keine Yfgnale
detektiert werden, weshalb die Expression desBacColl0atCre Allels mit Hilfe einer
R26RLacZ Reportermaus geruft wurden. Diese R26RLacZ Reportermause besitzen,
anstelle des YFRGens ein R-GalaktosidaseGen Nach Farbumsatz durch die
[3-Galaktosidase zeigte die E17.5BacCol10atCre; R26RLacZEmbryonen,im Vergleich
zum Wildtyp (WT) Geschwistertier (Abb. 14), eine spezifische Farbung in den
hypertrophen Chondrozyten. Die Kryoschnitte eines E14.BacCol10atCre; R26RLacZ
Tieres zeigten im Gegensatz zum fehlenden YA/agnal in denBacCol10atQe; R26RYFP
Méauseneine spezifische BGalaktosidaseFarbung in der hypertrophen Zone Abb.14c, f).
Die CreRekombinase ist somit in hypertrophen Chondrozyten des E15 Embryos aktiv
und sollte auch in denBacCol10atCre; R26RYFP Tieren aktiv sein. Aufgrund dieser
Versuche wurden E14.5 und E15.5 Embryonenzur Isolation von hypertrophen
Chondrozyten verwendet die noch keine Transdifferenzierung in Osteoblasten

aufweisen.
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Bac-Col10-Cre x R26R-YFP

WT E14.5 E14.5

E15.5 Arm

Abb. 13 YFP-Expression in Coll0al-Cre; R26RYFPMé&usen

Im E14.5 Embryoist die YFREXxpression in hypertrophen Chondrozyten kaum sichtbar. Nur die ektopische
Expression von YFP in der Haugsst Unterschiede zum WT Geschwistertier erkennen. Erst im Stadium
E15.5zeigt sich eine deutlich punktuelle Expression in der Mitte der Knorpelanlagen von Humerus, Radius
und Ulna und in den Fingern (weil3e Pfeile). In der VergrolRerung des praparierten Vordezins eines E15.5
Embryosist eine distinkte Lokalisation in hypertrophen Chondrozyten erkennbar. Die blauen Pfeile zeigen

die Fluoreszenzsignale in Humerus und Ulna. VergréRerungen: Embryonen 5x, Vorderbein 10x.
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Bac-Col10-Cre; R26R-LacZ

BWrE17.5, . b) E17.5 ¢) E14.5 Humerus

d) WT E17.5 Arm 317.5 Arm

Abb. 14 Nachweis der Col1l0al-Cre Aktivitat in hypertrophen Chondrozyten

WT (a, d) undCol10atCre;R26RLacZ(b, c, e, f) Embryonen des Stadiums E17.5 (a, b, d, €) und E14.5 (c, f)
wurden zum Nachweis der spezifischen Cre Rekombinase Aktivitat in hypertrophen Chondrozyten mittels
X-GalFarbung angefarbt.Der E17.5Col10atCre; R26RLacZEmbryo weist eine grof3e gdarbte Zone auf,
die zentral mineralisierten Knochen enthélt (e, blaue Markierung). Nur die Enden der gefarbten Zone
enthalten hypertrophe Chondrozyten (schwarze Kastchen). Im WKontrollarm (d) markiert die orangene
Linie die Epiphyse mit ungeféarbten Chodrozyten. In der mineralisierten Zone (blaue Linie) sind kleine
partielle Blaufarbungen zu erkennen, die durch die endogene-GalaktosidaseAktivitat der Osteoblasten
entstehen (blaue Pfeile)Die Kryoschnitte eines E14.5Col10atCre; R26RLacZEmbryos zegen eine breite
hypertrophe Zone im Humerus (c, f). Die VergréRerung (blawge Kastchen) (f) weist hypertrophe
Chondrozyten morphologisch durch ihre Grof3e und die blaue Farbung desGéalsFarbsubstratesnach. Als
Gegenfarbung wurde Kernechtrot verwendet. Pgroliferierende Chondrozyten; H=hypertrophe
Chondrozyten VergroRerung: a, bpx; c) 50x, d, e) 10x; f) 100x.

4.1.2 Isolation von proliferierenden und hypertrophen Chondrozyten mittels
FACS

Nachdem die Spezifitat der YHEXxpression in proliferierenden und hypertrophen

Chondrozyten bestatigt wurde, sollten diese Zellen mittel$luorescencectivated cell

sorting (FACS) isoliert werden. Die typischen FAGCRotokolle sehen die Sortierung

lebender Zellen vor. In Vorversuchen zeigte sicjgdoch, dass dieser Versuchsaatz flr

die rigiden und sensiblen Chondrozyten nicht geeignet ist, da durch ihre unbewegliche
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Zellmembran und ihre Sensitivitat gegentber aul3eren Einflussen der grof3te Prozentsatz
der Chondrozyten durch den Sortierprozess zerstort wurde. Sowohl die Bect@ickinson
Aria 1l Technologie, bei der die Zellen durch einen Stromimpuls abgelenkt werden, als
auch die FACS Calibur Technologie, bei der sie durch einen Stol3 sortiert werden, zerstorte
die Chondrozyten (Daten nicht gezeigt) Deshalbwurde ein neues Prookoll fur die
Chondrozytenisolation etabliert. Anstattlebende Zellen zu sortieren wrden die Zellen
nach Vereinzelung direkt fixiert, wie es fur das ChIP Experiment vorgesehen ist. Diese
frihzeitige Fixierung fuhrt nicht nur dazu, dass die Chondrozyten de Sortierprozess
standhielten, sondern verhindert auch potentielle Veranderung der Chromatinstruktur
durch den Stress desSortierprozesses.

Um reine Chondrozyten zu erhalten, wurden die Knorpelanlagen freiprapariert und die
Zellen mittels Collagenaseund Trypsinverdau vereinzelt und fixiert um die Histone an
die DNA zu koppelnDie Analyse mittels FACS zeigte, dasgedellsuspension der E13.5
Col2atCre R26RYFPEmbryonen im Durchschnitt aus 1324 % YFRpositiven Zellen
bestand, die mittels FACS au5-95 % angereichert werden konnten @Abb. 15b, e€). Um

1x107 Zellen zu erhalten, wurden 1620 E13.5 Embryonen prépariert.
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Abb. 15 Anreichung von proliferierenden und hypertrophen Chondrozyten durch FACS
Das Seitwartsstreulicht (SSC = Sideward Scatter;Athse) gibt die Granularitdt der Zellenan, das
Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter, -Achse) die GroRRe der Zellen (a). Zwiben WT- und YFPR
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Mausen sind in Gro3e und Granularitat der Zellen keine Unterschiede zu erkenn@aten nicht gezeigt)
Im GFRKanal der WTZellen (d) ist kein Fluoreszenzsignal sichtbar. In derCol2atCre R26RYFP
Zellsuspension (b) wurden 16,4% Zellen uind in Bac-Col10a%Cre;R26RYFP(c) 1,3 % YFRpositive Zellen
detektiert. Nach derAnreicherung durch FACS zeigte die Reanalyse (RA), dass @iel2atCre R26RYFP
Zellen auf 94,5% und die BacCol10atCre;R26RYFPauf 88,1% angereichert werden konnten.

Um den optimalen Zeitpunkt mit derhdchsten Ausbeute an YFRositiven Zellender Bac
Col10atCre; R26RYFPMausezu ermitteln, wurden E14.5 und E15.5Mauseanalysiert.
Zum Zeitpunkt E14.5 wurden durch das schwache YFSignal in denBacCol10atCre;
R26RYFP Tieren selten YFPpositive Zellen detektiert (0,1-0,5%), so dassnur eine
Anreicherung auf 1.@0 Zellen pro Embryo méglich war In E15.5 Embrysmenwar mit 0,3-
1,3% ein erhohter Prozentsatzan YFRpositiven Zellenvorhanden. Somit wurden E15.5
Embryonen zur Gewinnung hypertropher Chondrozyten verwendet.

Ebenso wiefir die proliferierenden Chondrozyten konnten auchfir die hypertrophen
Chondrozyten durch das Sortiereneine Anreicherung der YFRpositiven Zellen auf
77-90 % erreicht werden (Abb. 15f).

Typische ChiPProtokolle verwenden zwischen 1x10 und 1x108 Zellen pro Antikdrper
(Ohba et al., 2015; Whyte et al., 2013)Ym 1x10’ hypertrophe Chondrozytenzu erreichen,
waren ungefahr 200 Embryonen pro Antikérper bendtigt worden. Aus diesem Grund
wurde ein ChiRseq Protokoll etabliert, in demdie Zelzahl auf ein Minimum reduziert
wurde. Dazu wurde das Chromatin aus 1x10 3,510, 1x10%, 3,5x105 und 1,5x105
proliferierenden  Chondrozyten mittels des MicroChiFKit von Diagenode
immunoprazipitiert, sequenziert und mit dem bereits im Labor etabliertenProtokoll fir
1x107 Zellenverglichen. Dabei kmnte gezeigt werden, dass das MicroChRit mit 3,5x105
Zellen nahezu identische Readahlen wie das bereits etablierte ChifProtokoll fir 1x107
Zellen aufwies. Mit 1,5x18 Zellen konnten ebenfalls eindeutige Areicherungen an
identischen Genen nachgewiesen werden wie mit 3,5x20Zellen, jedoch mit einer
geringerenCoveragales Genoms. Deshalb wurden alle weiteren Experimente mit 3,50
Zellen durchgefunhrt.

Aufgrund dieser Vorversuchewurden die Embryonalstadien E13.5 fur proliferierende
und E15.5 fur hypertrophe Chondrozyten als ideale Stadien zur Isolation Y#g®sitiver

Zellen ausgewahlt.
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4.2 Analytische Auswertungen der ChIP -seq Daten

4.2.1 Die ChlIP-seq Rohdaten zeigen hohe Read-und Alignment -Qualitat en

Zur umfangreichen Analyse de Histon-Codeswvurden Modifikationen ausgewahlt, die alle
wichtigen Aspekte der Genregulation umfassen. Es wurden Antikdrper gegen die
Transkriptions -aktivierenden Histonmodifikationen H3K4me3, H3K9ac, H3K27ac und
H3K36me3 genutzt. Zur Detektion der Transkriptions-Initiation wurde H3K4me3
verwendet. H3K9ac, H3K27ac und H3K36me3 dienen zdiranskript-Elongation durch
die RNAPolymerase H3K27ac ist zudem an Enhancern angereichert. Fur die
Transkriptions-reprimierenden Histonmodifikationen wurden Antikorper gegen
H3K9me3 und H3K27ne3 verwendet H3K9me3 und H3K27me3 dienen zusammen der
Repression von Genen und zur Bildung des Heterochromatins. H3K27me3 markiert
aul3erdem, gemeinsam mit der aktivierenden H3K4me3 Markierung, bivalente Gene. Als
Positivkontrolle wurde der Input, bestehend aus unpréazipitierter, fragmentierter
genomischer DNA, und als Negativkontrolle die Immunoprézipitation durch den IgG
Antikorper verwendet. Alle ChiRseq Experimente sind zur Verifikation der Daten
dreimal fur proliferierende Chondrozyten und aufgrund der aufwendigen Zellisolierung,
zweimal fur hypertrophen Chondrozytenund einmal fur ESZellen durchgefihrt worden.
Die ChiRseq Daten wurden als fasteiles der Illuminaplattform entnommen und
enthalten die Information Uber jedes sequenzierte DNA-ragment des ChIFExperiments

in Form einer ReadSequenzvon 61 bp.

Diese Reads wurden bezuglich der Basenqualitahd Basenfrequenz pro Basenposition,
der Basenqualitat pro Basenfrequenz und der Basenqualitdtsmittelwert de Reads
untersucht (Abb.16). Die Reads aller Modifikationen zeigten eine sehr hohe Basenqualitat
pro Basenposition und pro Read. DePhred scorelag bei allen Untersehungen im
Durchschnitt zwischen 30 und 40. Das weist auf einen sehr niedrigen Fehlerquotienten
der Sequenzierung von 1 Base in 1.0000.000 Basen hin. Aufgrund der verwendeten
Sequenzierungstechnologie zeigten die Enden der Reads die héchste Fehlerrate
allerdings lag auch derPhred Scoreder Endbasen bei tber 30 und bendtigte nicht
zwangslaufig ein Trimming. Zur Steigerung derAlignment-Qualitéat wurden trotzdem
jeweils die erste und letzte Base pro Read entfernsowie bei einzelnen Reads die
endstandigen Basen, die unter einenPhred scorevon 20 lagen. Die Reads wurden

daraufhin gegen das Mausgenom mma28ligniert, wobei nur ein einmaliges Binden der
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Reads im Genom zugelassen wurde. Nach dem Alignment wurden die Readgisth auf
die Lange der gebundenen Basen kontrolliert und die Duplikate entfernt. Dieses

stringente Setting ermdglichte eine sehr hohélignment-Qualitat.

H3K9ac Proliferierende Chondrozyten = H3K9ac Hypertrophe Chondrozyten
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Abb. 16 Pra-Alignmentkontrollen zeig en sehr gute Read-Qualitaten
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Die Reals jedes ChlFExperiments wurden beziiglich der Basenqualitat pro Basenposition im Read (a, b),
der Basenfrequenz pro Basenposition im Read (c, d), der Basenqualitat pro Basenfrequenz (e, f) und der
Basenqualitatsmittelwert der Reads (g, h) untersucht. Alseprasentatives Beispiel sind die Reads von
H3K9ac in proliferierenden (a, ¢, e, g) und hypertrophen (b, d, f, h) Chondrozyten dartglk. Alle
Modifikationen zeigen eine sehr hohe Basenqualitét pro Basenposition im Read mit einem Mittelwert des
Phred scoesvon Uber 30 (a, b; blaue Linie). Die Basenfrequenz ist pro Basenposition ausbalanciert (c, d)
(A=rot, T=griin, C=orange, G=blaupPie Basenqualitat pro Base (e, f) liegt bei den meisten Basen bei einem

Phred scorevon 40. Ebenso ist der Basenqualitatsrttelwert eines Reads zwischen 30 und 40 (g, h).

Im Durchschnitt wurden fur beide Pgulationen 18-46 Mio. Reads pro ChIP und Input
sequenziert (Tab. 1). Die Reads der manskriptions-aktivierenden Markierungen
(H3K4me3, H3K9ac, H3K27ac, H3K36meXonnten zu 81-86 % aligniert werden. Von
den Reads derTranskriptions-reprimierenden Markierungen (H3K9me3, H3K27me3)
konnten mit 71-81 % weniger Readseiner genomischen Sequenz zugeordnet werden.
Dies liegt an ihrer Eigenschaft an repetitiven Sequenzen aufzutrete@abei war das
Alignment der H3K27me3 Reads sowohl in proliferierenden als auch in hgptrophen
Chondrozyten um 510 % hoher als das der H3K9me3 Datenséatz83% der Input Reads
und 77 % der Kontroll IgG Reads wurderligniert. Nach demetrischen Verrechnung und
dem Entfernender Duplikate verblieben 5482 % der Rohdaten fiur aktivierende-, 56-
74 % fur reprimierende Markierungen, 46-77 % fur den Input und 41-51 % fur daslgG.
Im Durchschnitt verblieben 10-23 Mio. Reads pro ChlifDatensatz unterden gewahten,

stringenten BedingungenDiesewurden fur weitere Verrechnungen genutzt.

Proliferierende Chondrozyten

Rohreads Unique Metrisch Duplikate Reads
MW %  STABW MW % STABW MW % STABW MW
Input 31.812.22539.814.958 82,83 0,49 47,94 0,49 45,75 3,13 16.408.082
H3K4me3 22.052.60827.112.669 80,63 0,21 67,24 0,21 54,04 20,33 13.540.135
H3K9ac 16.634.665-32.112.091 84,75 6,84 74,25 6,84 64,47 15,65 17.036.228
H3K9me3 18.269.596-32.409.151 71,90 3,19 66,68 3,19 61,72 3,31 16.429.586
H3K27ac 31.188.687-35.996.885 86,40 4,36 74,49 4,36 59,99 37,11 19.945.557
H3K27me3 18.822.038-26.385.691 73,13 0,97 60,29 0,97 55,48 11,96 12.535.398
H3K36me3 20.809.18845.787.121 85,30 2,21 82,74 2,21 78,46 2,08 23.213.539
19G 24.548.472-37.531.639 76,90 5,37 69,21 5,37 51,09 11,96 15.223.931
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Hypertrophe Chondrozyten

Rohreads Unique Metrisch Duplikate Reads
MW %  STABW MW % STABW MW % STABW MW
Input 21.905.974 83,20 79,92 77,40 16.955.212
H3K4me3 26.383.800-28.272.694 80,43 4,10 77,19 4,77 64,03 11,97 17.368.755
H3K9ac 23.926.194-26.878.543 87,77 2,90 85,37 3,37 68,20 16,35 17.135.704
H3K9me3 32.406.65338.524.859 70,70 5,37 66,08 5,95 61,73 6,52 21.892.839
H3K27ac 19.567.110-32.628.262 86,27 3,11 83,42 5,01 66,00 23,17 17.883.026
H3K27me3 22.696.172-30.949.380 80,90 9,05 77,57 10,36 73,90 11,22 19.822.710
H3K36me3 19.602.160-25.700.904 87,05 0,07 83,84 1,16 81,77 1,56 18.521.662
19G 12.453.033-33.809.514 76,78 3,20 72,86 4,26 41,09 18,67 10.344.241

Tab. 1 Rohdaten der ChlP-Sequenzierung von proliferierenden und hypertrophen  Chondrozyten

Die Tabellen zeigen die Daten aller ExperimenteDie Rohdaten der lllumina Sequenzierung von
proliferierenden und hypertrophen Chondrozyten wurden gegen das mm10 Genom gliiert. Dabei wurde
nur ein einmaliges Binden (unique) der Reads im Geno zugelassen. Diese Daten wurden metrisch
bearbeitet und die Duplikate wurden subtrahiert. Die verbleibenden Reads zuReakDetektion sind in der
letzten Spalteder Tabelle aufgelistet. Alle Alignment Reports sindler Arbeit auf DVD beigefigt. MW=
Mittelwe rt; STABW= Standardabweichung.

Inwieweit die einzelnen ChIRseq Replikate untereinander korrelieren und sich die
einzelnen Modifikationen untereinander unterscheiden, wurde mit Hilfe des Pearson
Korrelation Tests bestimmt. Diese Pearson Korrelation wurde Kooperation mit Dr. Anja
Lange,AG Hoffmann, Universitat Duisburgessen durchgefuhrt. Dazu wurde die Anzahl
der Reads der jeweiligen Replikate in 5.000p Bins (FenstergrofRe) verglichen. Ein
Korrelationskoeffizient (cor) von 1 weist dabei auf zwei linare, identische Verteilungen
hin. Die Replikate jeder Histonmodifikation wurden untereinander korreliert. Dabel
zeigten alle Replikate der aktivierenden Histonmarkierungen sowohl in proliferierenden
als auch in hypertrophen Chondrozyten mit einem Korrelabnskoeffizienten von 0,838
bis 0,923 eine sehr hohe Reproduzierbarkeit der DaterApb.17). Nur die Datensatze der
H3K27ac Prazipitationin hypertrophen Chondrozyten zigte eine geringere Korrelation
von 0,639. Die reprimierenden Markierungen zeigten im Durchschnitt ebenfalls einen
geringeren Korrelationskoeffizienten von 0,770,82, wobei H3K27me3 der hypertrophen

Chondrozyten mit 0,356 die niedrigste Korrelation aufwies.
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Abb. 17 Die biologischen Replikate der Datenséatze wiesen eine hohe Reproduzierbarkeit auf

79



Ergebnis

Die Replikate der Experimente von verschiedenen Histonmodifikationen wurdeantereinander korreliert
und weisen mit Korrelationskoeffizienten (cor) von 0,780,92 eine sehr hohe Vergleichbarkeit auf. Jedes
Bild zeigt den Vergleich von zwei ChH8eq Experimenten einer Histonmodifikation. Die Pearson

Korrelationen aller Replikate befnden sich auf der beigeftigten DVD.

Die Korrelation der Verteilung verschiedenerHistonmodifikationen kann ahnliche oder
unterschiedliche Lokalisationen der Histonmodifikationendarstellen (Abb. 18). Hierzu
wurde jeweils ein Datensatz jeder Histonmodifikation miteinemder anderen verglichen.
H3K9ac und H3K4me3 zeigten mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,793, dass ihre
Anreicherungen an &ahnlichen Genstrukturen,wie z. B. der TSS, zu finden sindDa
H3K27ac nicht nur Promotor sondern auch Enhancersequenzen markiert, weicht der
Korrelationskoeffizient zu H3K9ac und H3K4me3 etwas weiter ab Abb. 18b,e).
H3K36me3 markiert nicht nur die Promotorregion, sondern wirdauch am 3'Ende der
Gensequenz angereichert (Abb. 5b)Daher korrelieren die Reads der H3K36me3
Markierung weniger mit den anderen, aktivierenden Histonmodifikationen (Abb.
18c,d, f). Beim Vergleich der aktivierenden und reprimierenden Histonmodifikationen
miteinander konnte der gegenseitige Ausschluss zweier Modifikationen, wie es bei
H3K9ac und H3K9me3 auftritt durch den niedrigen Korrelationskoeffizienten bestatigt
werden (Abb. 18g). Insgesamt wiesen dieVerteilungen der reprimierenden und
aktivierenden Histonmodifikationen sehr niedrige Korrelationskoeffizienten auf. Die
héchste Korrelation bestand mit 0,287 zwischen H3K4me3 und H3K27me3 da sie
simultan an bivalenten Genenauftreten (Abb. 18i). Ahnliche Werte wurden auch fiir
H3K27ac und H3K27me3 (cor=0,209), sowie H3K36me3 und H3K9me3 (cor=0,225)
errechnet (Abb.18m, I).

Beim Vergleich der reprimierenden Markierungen wiesen H3K9me3 und H3K27me3
ebenfalls einige Abweichungen auf, da H3K27me3 im Gegensatz zu H3K9me3 zur
Repression von bivalenten Genen an derfPromotorsequenzen angereichert wird.Die
H3K9me3Markierung verteilt sich hingegentiber dasHeterochromatin.

Im Allgemeinen konnten die Datensatze mit einer sehr homeReadQualitat aligniert
werden. Siezeigten auf3erdemeine hohe Korrelation de Replikate und die erwarteten
niedrigen Korrelationskoeffizienten beim Vergleich der  verschiedenen

Histonmodifikationen.
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Vergleich aktivierender Histonmodifikationen
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Vergleich aktivierender und reprimierender Histonmodifikationen
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Abb. 18 Pearson Korrelation der unterschiedlichen Histonmodifikationen

Der Vergleich der aktivierenden Histonmodifikationen in proliferierenden Chondrozyten (a-f)
untereinander zeigt das simultane Auftreten von H3K4me3 und H3K9aber Vergleich von aktivierenden
und reprimierenden Histonmodifikationen (g-n) beweist mit einem niedrigen Korrelationskoeffizienten

(cor) den Ausschluss der Modifikationen. Die Korrelationder reprimierenden Histonmodifikationen
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H3K9me3 und H3K27me3 weist auf unterschiedliche reprimierende Eigenschafte der

Histonmodifikationen hin.

4.2.2 Die Peak-Detektion mit der StrandNGS Software weist mehr Gene durch

aktivierende Histonmodifikationen nach

Mit Hilfe von PeakAlgorithmen werden ReadAnreicherungenim Genom erkannt und
dem néachstliegendem Gen zugeordnet. Es existieren unterschiedliche Algorithmen zur
Bestimmung von schmalen und breiten Peaks wobei schmale Peaks durch
Transkriptionsfaktorbindu ngenund breite Peaksdurch Histonmodifikationen entstehen
Zur PeakAnalyse wurde der von StrandN@ AT O x EeAriehkd @glon detectib O
Algorithmus (ERD) mit unterschiedlichen Parametern flrbreite-hohe Peaks, wieflr
H3K4me3, H3K9awnd H3K27ac (ERD)und fiur breite-flache Peaks, wie es fir H3K9me3,
H3K27me3 und H3K36me3 (ERD*) zutrifft, verwendetGupta et al., 2015)Fur denERD*
wurde die WindowsGrol3e, diewindows SlideGro3e erhoht und die Minimum Anzahl der
Reads pro Peak verringertDer Algorithmus ermittelt Peaks nach Abzug der IgG Reads
mit einer 5-fachen ReadAnreicherung gegentuiber der GesamLibrary. Peaks, die bis zu
5.000 bp aul3erhalb der kodierenden Sequenz liegen, wurden dem néchstliegenden Gen
zugeordnet. Innerhalb eines Gens kdnnen gtihzeitig mehrere Peaks auftreten.

Im Durchschnitt wurden fur die aktivierenden Histonmodifikationen in proliferierenden
und hypertrophen Chondrozyten zwischen 15.000 und 25.000 Peaks nachgewiesen, die
zur Annotation von 10.000-15.000 Genen fihrten(Tab.2).

Im Allgemeinen zeigten die Tanskriptions-aktivierenden Histonmarkierungen
H3K4me3, H3K9ac und H3K36me3 eine ahnlich hohe Anzahl an Peaks und der dadurch
markierten Gene in beidenChondrozytenPopulationen auf. Die Anzahl von H3K27ae
Peaks und den reprimierenden Markierungemwar jedochin hypertrophen Chondrozyten
deutlich erhéht (Tab.2). Fur H3K27ac wurde 17 % mehr Peaks in hypertrophen als in
proliferierenden Chondrozyten gefunden, vas 13% mehr Genen entspricht. In
hypertrophen Chondrozyten wurden durch H3K9me3doppelt soviele Peaksund die 1,5
fache Anzahlan markierten Genenwie in proliferierenden Chondrozyten nachgewiesen
Fur H3K27me3 war die Anzahl der Peaks um dasfdche erhdht und markierte dreimal

so viele Gene wie in proliferierenden Chondrozyten. Somit wiesen die hypssphen
Chondrozyten im Gegensatz zu den proliferierenden Chondrozyten global gesehen eine

leicht erhdhte Histonacetylierung, gemessen an H3K27, und eine stark erhéhte
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Trimethylierung von H3K9 und H3K27 auf. Dies deutet daraufhin, dass die Regulation

durch Reprimierung der Gene mit dem Grad der Differenzierung zunimmt.

Proliferierende Chondrozyten

ERD Gene ERD Gene ERD Gene
H3K4me3 20.353 15.943 | 22.426 | 16.563 | 16.616 | 14.975
H3K9ac 17.193 12.869 | 14.948 | 12.326 | 14.763 | 11.929
H3K9me3* 23.737 5.439 28.281 | 6.962 15.400 | 5.408
H3K27ac 5.417* 4.935¢ 22.772 | 13.076 | 28.088 | 13.796
H3K27me3* 9.411 3.275 15.653 | 5030 17.528 | 5.727
H3K36me3* 294560 | 19.552 | 30.600 | 8.879 57.909 | 11.587

Hypertrophe Chondrozyten

ERD Gene ERD Gene ERD Gene
H3K4me3 22.379 16.637 | 22.913 16.497
H3K9ac 19.736 14.047 | 11.810 10.013 | 16.473 | 13.167
H3K9me3* 63.795 10.543 | 28.495 7.258
H3K27ac 21.207 16.266 | 36.388 15.028
H3K27me3* 69.087 11.343 | 44.410 16.488
H3K36me3* 86.045 12.987 | 227.634 | 18.370

Tab. 2 Peak-Analyse durch den Enriched region detection (ERD)-Algorithmus

Jedes Einzelexperimentvon proliferierenden und hypertrophen Chondrozyten wurde mittels ERD
analysiert und die Anzahl der Peaks und der dazugéligen Gene analysiert. Der ERBIgorithmus wurde
mit unterschiedlichen Parameter Settings furbreite-hohe Peaks (ERD) und breitédlache Peaks (ERD?*)
berechnet.Die H3K27ac* Werte der proliferierenden Chondrozyten wurden fir die Verrechnungen nicht

verwendet. Alle PeakListen, inklusive derannotierten Gene sind auf DVD beigefigt.

4.2.3 Hohe Ubereinstimmung der durch aktivierende Histonmodifikationen

markierten Gene

Zusatzlich zur Pearson Korrelation,welche die Einzelexperimente auf ReadEbene
vergleicht, wurden nach der PeakDetektion durch den ERDAIlgorithmus die
Einzelexperimente auf GerEbeneverglichen.

Insgesamt zeigten die aktivierenden Histonmarkierungen H3K4me3, H3K9ac, H3K27ac
und H3K36me3 in beiden Chondrozyten Populationen eine héhere Ubereinstimmung in
der Anzahl der markierten Geneals die der reprimierenden Histonmarkierungen @Abb.

19; Tab.3). Unterschiedezeigte ein Datensatzler H3K27ac Markierungder nur eine sehr
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geringe Abdeckung des Genoms aufwies. Dieser wurde wahrend der
Antikorperetablierung mit einem anderen Antikdrper (Diagenode) durchgefuhrt. Mit
diesem Antikorper konnte im Gegensatz zu dem Abcam AntikOrper nur eine geringe
Anzahl an Genen nachgewiesen werden, die jedoch identisch mit den beiden gréf3eren
Datensatze von H3K27ac (Abcam) warenApb. 19; Tab. 3). Zu weiteren Verrechnungen

wurde dieser Datensatz ausgeschlossen.

Proliferierende Chondrozyten

H3K4me3 H3K9ac H3K27ac

H3K36me3 H3K9me3 H3K27me3
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Hypertrophe Chondrozyten

H3K4me3 H3K9ac H3K27ac

1
4
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H3K36me3 H3K9me3 H3K27me3

2‘ .9 .

Abb. 19 Vergleich der durch Read -Anreicherung markierten Gene

Die Venn Diagramme zeigen die Ubereinstimmung der annotierten Gene aller Cls&) Experimente einer
Histonmodifikation. Es wurden jeweils drei Experimente fur proliferierende- und zwei fiir hypertrophe
Chondrozyten durchgefuhrt. Fir H3K9ac wurden ebenfalls drei Wiederholungenin hypertrophen
Chondrozyten angefertigt. Jeder Kreis zeigt die Gene eines Experiments, die Uberlappungist die

identischen Gene aller Experimente nach.

Die groften Unterschiece in der Genannotation zwischen proliferierenden und
hypertrophen Chondrozyten machten die reprimierenden Histonmodifikationen aus.
Dabei konntennur etwa die Halfte aller Gene in allen Replikaten gefunden werden. Dies
ist ein grundlegendes Problem der reprimierenden Histonmodifikationen, daaufgrund
der schlechteren Fragmentierbarkeit desHeterochromatins auftritt (Herlofsen et al.,
2013; Mokry et al., 2010)
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Proliferierende Chondrozyten

Alle markierten Gene Anzahl identischer Gene %
H3K4me3 16.710 14.840 88,8
H3K9ac 13.596 11.161 82,1
H3K9me3 11.155 1.814 16,3
H3K27ac 14.468 4.838(n=3); 12.436 (n=2)* 33,4(n=3); 86 (n=2)*
H3K27me3 7.130 2.485 34,9
H3K36me3 19.944 7.431 37,3

Hypertrophe Chondrozyten

Alle markierten Gene Anzahl identischer Gene %
H3K4me3 16.914 16.220 95,9
H3K9ac 14.475 9.782 67,6
H3K9me3 12.932 4.869 37,7
H3K27ac 17.300 13.994 80,9
H3K27me3 21.214 6.617 31,2
H3K36me3 18.640 12.717 68,2

Tab. 3 Die aktivieren den Histonmarkierungen wei sen gegeniber den reprimierenden eine héhere
Anzahl an identischen Genen auf

n! 11 A [ AOEEA Q@ CesamtzAll ded GeGeEwAeBer, welche in allen ChéBq Experimenten
annotiert wurden. Dabei wurden bei alle Experimenten identische Gene ermittelt, deren Anzahl und

Prozentsatzhier aufgelistet sind. H3K27at sind die Ergebnisse der Rdjkate mit dem gleichem Antikorper.

4.2.4 Ein neuer ES Zell-ChIP erweitert die publizierten ES Zell -Daten

Um Anderungen in den Histonmodifikationen wahrend der Differenzierng besser
beurteilen zu koénnen, sollten die Daten von proliferierenden und hypertrophen
Chondrozyten mit undifferenzierten, embryonalen Stammzellen (E&ellen) verglichen
werden. Viele Studien nutzen hierzu dereSZell ChiRseqDatensatzvon Mikkelsen et al.,
2007. In dieser Studie wurden die Histonmodifikationen von undifferenzierten, murina
ESZellen mit differenzierten, neuronalen Progenitorzellen und MEFsriouse embryonic
fibroblasts) verglichen (Mikkelsen et al., 2007) Da sich die NGSechnologien in den
letzten 10 Jahren grundlegend verbessert habemnd in dieser Arbeit mit deutlich
verringerter Zellzahl gearbeitet wurde, wurde ein Histonmodifikations-Profil von
murinen ESZellen (CCE) generiert und mit den Daten der Mikkelsen Studie verglichen.
Wahrend der Mikkelsen E&Zell-ChiRseq (M-ChIP) mit 1x1(® Zellen angefertigt wurde,

wurden fir den neuen ESChIP nur 3,5x16 Zellen verwendet. Die
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M-ChIR-Sequenzierungen enthalten Daten deHistontrimethylierungen an H3K4, H3K9,
H3K27 und H3K36 Die Reads der MChIP Experimenteenthalten, im Gegensatz zu den
61 bp ReadLangen des neuen E&hIPs nur ReadLangen zwischen 30-34 bp. Alle
Settings zum Alignment wurden der Lange der Reads angepasst. Ansonsten wurden die
ESChIRseq Daten unter den gleichen Bedingungen und Settings wie die Daten der
proliferierenden und hypertrophen Chondrozyten analysiert. Wahrendder ESChIP nur
einmal auf zweiFlowcellSpuren sequenziert worden ist, wurde die MChIR-Prazipitation

fur H3K27me3 siebenmal sequenziert, die H3K4me3 Prazipitation sechsmal, H3K9me3
und H3K36me3 je zweimal. Alle Einzelexperimente wurden flr das Alignment
gemeinsam verrechnet.Trotzdem lag dieAnzahl der Rohreads im Mikkelsen Datensatz
mit 18-20 Mio. Reads etwas niedriger alglie 18-28 Mio. Readsn dieser Arbeit (Tab.4).
Nach dem Alignment der metrischen Analyse und denEntfernen der Duplikate standen
beim M-ChiRseq Datensatz am Ende nur noch 133 % der Rohreads (2,55,8 Mio.) zur
PeakDetektion zur Verfligung Beim ESChIRseq Datensatz blieben zwische®6-84 %
der Rohreads (13,7-22,6 Mio.) der einzelnen Histonmodifikationen zur PeakDetektion
erhalten. Fur diePeakDetektion wurden bei dem neuen ESChIP Datensatz, ebenso wie
bei den Chondrozyten, die Reads der IgG ChBequenzierungwahrend der Peak
Detektion von den Reads der Histonmodifikationen abgezogen. Beim-BhP Datensatz

wurden aufgrund der fehlenden IgG Chiseq Daten keine weiteren Reads abgezogen.

ESChIP Rohreads Unique Metrisch  Duplikate Reads ERD Gene
% % %

Input 24.234.752 82,40 79,32 77,07 18.676.986

H3K4me3 26.876.013 87,60 85,84 77,47 20.821.658 42.646 | 18.337
H3K9ac 27.673.956 88,80 87,09 80,52 22.283.900 45,949 | 17.180
H3K9me3* 26.750.062 65,80 61,28 56,42 15.093.030 33.083 | 8.736
H3K27ac 27.091.770 88,70 86,71 83,62 22.653.064 58.486 | 16.292
H3K27me3* | 18.065.789 81,50 78,83 76,29 13.782.521 10.898 | 7.710
H3K36me3* | 20.235.283 81,70 78,89 76,48 15.476.842 23.511 | 13.273
IgG 18.071.001 79,80 76,81 63,97 11.559.224
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M-ChIP  Rohreads Unique Metrisch  Duplikate Reads ERD Gene
% % %

H3K4me3 18.849.854 51,40 14,60 13,06 2.462.512 13.642 | 13.490

H3K9me3* 19.105.881 35,80 13,99 12,92 2.469.371 640 247

H3K27me3* | 17.517.643 51,70 36,62 32,91 5.764.580 15.265 | 6.417

H3K36me3* | 19.815.298 47,10 21,89 21,39 4.239.015 19.106 | 5.635

Tab. 4 Der ESChIP zeigt gute Alignment -Ergebnisse im Vergleich zu dem Mikkelsen -ChlIP

Die Rohreads wurden gegen das Mausgenom mm10galiert, wobei nur ein einmaliges Binden (unique)
ermoglicht wurde. Die Reads wurden entsprechend ihrer Quigt getrimmt (metrisch) und die Duplikate

entfernt. Der ERDAlgorithmus zeigt die Anzahl der detektierten Peaks und dieainit markierten Gene. Der
ERDAIgorithmus wurde mit unterschiedlichen Parameten fir breite-hohe Peaks (ERD) und breitélache

Peaks(ERD? berechnet. Die Alignment Reports sowie die Peakisten mit annotierten Genen befinden auf

der beiliegenden DVD.

Im Allgemeinen wurde im MChIP Datensatz im Vergleich zum EShIP Datensatz eine
geringere Anzahl an Peaks und damit an markierten Genedtetektiert. Im ESChIP
Datensatz wurde fur H3K27ac die héchste und fir H3K27me3 die niedrigste Anzahl an
Peaks nachgewiesen, wahrend bei dem-KhIP Datensatz fir H3K36me3 die hochste und
fur H3K9me3 die niedrigste Anzahl an Peaks ermittelt wurde Tab. 4). Die durch
H3K4me3, H3K9me3 und H3K36me3narkierten Geneder M-ChIP Experimente waren
bis zu 99% uUbereinstimmend mit den ESChIP Experimenten, wobeiim letzteren
zusitzlich eine grol3e Anzahl weiterer Genddentifiziert wurde. Zudem wurde der
vorhandene Datensatz durch die Analyse der Histonmodifikationen H3K9ac und
H3K27ac erweitert. Einzig fur die H3K27me3 Modifikation wurd@ in der Mikkelsen
Studie mehr Peaks ermitelt als im ESChIP Experiment.Diese konntenjedoch weniger
Genen zugeordnet werden

Insgesamt konnte trotzder niedrigen Zellzahl von 3,5x18 Zellen eine hohere Anzahl an
Peaks und Genen ermittelt werden. Dien M-ChiPidentifizierten Gene waren imESCHP
Datensatzenthalten, zusatzlich konnten viele weitere Geneachgewiesen werden. Somit
kann die neue ESChIRSequenzierung als reprasentativ und als Erweiterung der
Mikkelsen Daten angesehen werdenAus diesem Grundwurden fur die weiteren

Analysen nur de Daten des neur ESChIP Datensatzes verwendet.
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H3K4me3 H3K36me3
l I |
H3K9me3 H3K27me3

l l 0

Abb. 20 Hohe Ubereinstimmung der markierten Gene beim Vergleich der ES -Zell Datensétze

Der ESChIP Datensatz (rot) weisim Vergleich zu denpublizierten M-ChIP Datensat£blau) deutlich mehr
Gene mit den Histonmodifikationen H3K4me3, H3K36me3, H3K9me3 und H3K27me8uf. Die
Ubereinstimmungen der gemeinsam identifizierten Gene (Uberlappung=violett) waren fiir H3K4me3,

H3K36me3 und H3K9me3 sehr hoch. Mit H3K27me3 wurde in beiden Datsdtzen eine hohe Anzahl
unterschiedlicher Gene detektiert.
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4.3 Biologische Auswertung der ChIP -seq Daten

4.3.1 Chondrozyten -spezifische Gene zeigen aktivierende Peaks, welche in ES

Zellen reprimiert sind

Zur Evaluation der Histonmodifikations-Anderungen wéahrend der Chondrozyten
differenzierung wurden die genomischen Sequenzemer Chondrozytenspezifischen
Markergene Sox9 Col2alund Coll0alin allen drei Zellpopulationen analysiert. Die
Expression von Sox9 beginnt wahrend der mesenchymalen Kondensation der
Knorpelanlagen und bleibt in proliferierenden Chondrozyten erhalten. Charakteristisch
fur proliferierende Chondrozyten ist die Produktion von Collagen 2, wahrend die
Produktion von Collagen 10 spezifisch fur hypertrophe Chondrozyten ist.

Das Sox9Gen zeigte inproliferierenden Chondrozyten die starkste Anreicherung der
aktivierenden Histonmodifikationen H3K4me3, H3K9ac und H3K27ac an der TS®
Gegensatz zu den anderen Histonmodifikatione(Abb. 21). Wie erwartet war der RNA
Pd 1l Transkript Elongationsmarker H3K36me3 stark Uber die kodierende Region
angereichert. Im Gegensatz dazu zdégn die beiden reprimierenden
Histonmodifikationen H3K9me3 und H3K27me3 keine Anreicherngen am Sox9Gen.
Damit wies Sox9in proliferierenden Chondrozyten das erwarteteHistonmodifikations-
Muster fur transkriptionell -aktive Gene auf.

In hypertrophen Chondrozyten wurden nur Anreicherungen fir die zwei aktivierenden
Histonmodifikationen (H3K4me3 und H3K9ac) ebenso wie fir eine reprimierende
H3K27me3 Markierung gefunden. Diese Modifikationen charakterisierenSox9 als
bivalent markiertes Gen ohne transkriptionelle Aktivitdt (Abb. 21). Interessanterweise
ahnelten die Histonmodifikationen in ESZellen denen in hypertrophen Chondrozytemit
der bivalenten H3K4me3 und H3K27me3Markierung, ohne transkriptionelle Aktivitat
(Abb.21). DaESZellen in verschiedene Zktypen differenzieren kénnenund Sox9 fur die
Differenzierung verschiedener Gewebe, wie. B. Nerven, Hoden, Haut- und Haarzellen
notwendig ist (Adam et al., 2015; Hanley et al2000; Scott et al., 2010dient die bivalente
Markierung dazu Sox9fur die Expression im Verlauf der Differenzierung zyrimen. In
proliferierenden Chondrozyten wird die Sox9Transkription aufgrund der aktivierenden
Histonmodifikations-Marker hochreguliert und anschlieBend in hygrtrophen

Chondrozyten durch H3K27me3 reprimiert, um die Transkription zu terminieren.
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Proliferierende Chondrozyten
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Abb. 21 Das Sox9 Gen weist in proliferierenden Chondrozyten das typische

Muster fur transkriptionell -aktiv e Gene auf

Histonmodifikations -

Die Histonmodifikationen desSox9Gen in proliferierenden Chondrozyten weisen, durch die Anreicherung

von H3K4me3, H3K9%ac, H3K27ac und H3K36me3 auf transkriptionelle Aktivitat hin. Zudem liegt keine

Repression durch H3K9me3 oder H3K27me3 vor. In hypertropgn Chondrozyten und E<ellen weist das

Sox9Gen die bivalente Markierung durch die Anreicherung von H3K4me3 und H3K27me3 alber

Bildausschnitt zeigtdie Sox3Sequenzvon 6.102bp auf Chromosom 11 ¢hr11:112.781.933-112.788.034).

Die zwei moglichen Trangripte des Sox9Gens beginnend an der TSS (Pfeil) mit drei (oben) bzw. zwei

(unten) Exons (blaue Késtchen) und der Intronsequenz (blaue Linien) wurden mit UCSC annotiert.

Die Untersuchungen der Histonmodifikationen fiir dasCol2atGen ergab unspezifische

Bindungen aller Antikérper, sowie Anreicherungen des Inputs an der Promotorregion in

proliferierenden Chondrozyten (Abb.22). Die Anreicherung der Reads zeigtsich in zwei

Blocken, die durch die Nukleosomeifreie Zone an der TSS unterié wurden. Diese

Anreicherung konnte nicht in hypertrophen Chondrozyten oderin ESZellen beobahtet

werden. Sie scheintypisch fur proliferierende Chondrozyten zu sein und kann auf eine

Anderung der ChromatinOrganisation aufgrund der hohen transkriptionellen Aktivitat

hinweisen. Neben den zwei Readblécken zeigte sich die Akt&itvon Col2aldurch die

Anreicherungen und die hohe Dichte der Reads von H3K4me3, H3K9ac, H3K27ac und
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H3K36me3. Wie erwartet wies H3K4me3 die meisten Reads nahe der TSS (Nahe der
Readblocke) auf. Die H3K9awnd H3K27acAnreicherungen zogen sich zusatzliczum
TSSPeakiber die gesamte Gensequenz. Eifereicherung von H3K36me3als Zeichen
fur die aktive Transkription war deutlich Gber die kodierende Sequenz sichtbar. Die
reprimierenden Markierungen H3K9me3 und H3K27me3 wiesen, &hnlich wie die 1gG
Kontrolle und der Input, neben den unspezifischen Readbltcken keine Anreicherungen in
den genomischen Regionen auf.

In hypertrophen Chondrozyten waren am Col2atGen die reprimierende
Histonmodifikationen H3K27me3angereichert und die ReadDichte der aktivierenden
Histonmodifikationen im Vergleich zu den proliferierenden Chondrozyten deutlich
reduziert (Abb. 22). Wahrend mit den Antikérpern gegen H3K4me3, BK27ac und
H3K36me3flache Peaks detektiert wurden, wurde kein Peak fur H3K9ac fymden.

In ESZellen fanden sich um die TSS deé3ol2atGens Anreicherungen der H3K4me3
H3K9ac und H3K27ac Markierungen, jedoch nicht fur H3K36me3. Zusatzlich wurden
wie in hypertrophen Chondrozytendie reprimierende Histonmodifikation H3K27me3 am
Col2atGengefunden(Abb.22). Neben den Peaks an der TSS konnten Peaks downstream
der TSSSequenz fiur HEBK4me3, H3K9ac und H3K27ac nachgewiesen werden.
Madglicherweise kdonnte es sich um ein regulierendes Element in der Intronsequenz des

Col2atGens handeln, welches in Chondrozyten nicht aktiv ist.
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Proliferierende Chondrozyten
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