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3. Epigenetik: Hintergrund und Bedeutung
des Forschungsgebietes

3.1 Vorbemerkung

Die Epigenetik hat eine fundamentale Bedeutung fiir nahezu alle Bereiche der Biologie
und der Biomedizin sowie viele Bereiche der Biotechnologie. Sie beeinflusst Diskurse in
den Geistes-, Rechts- und Gesellschaftswissenschaften tiber die Bedeutung und Auswir-
kung vererbbarer und veridnderbarer biologischer Prozesse im Menschen. In unserem
Artikel mdchten wir grundlegende Prinzipien der Epigenetik darlegen, die wichtigen
Forschungsergebnisse der Epigenetik skizzieren und ihre Bedeutung fiir die Biologie
umreifen. Wir beginnen mit einem kurzen Exkurs zur allgemeinen Verbreitung und
Bedeutung der Epigenetik.

3.2 Grundprinzipien, Verbreitung und Bedeutung der
Epigenetik

Die Forschung der vergangenen 30 Jahren hat gezeigt, dass in allen héheren Lebewesen
eine Reihe von molekularen Prozessen und Mechanismen zu einer, der Genetik nach-
geschalteten, Steuerung der Genome (der Gene) beitrdgt und dass diese Verdnderungen
iiber Zellteilungen hinweg weitergegeben, das heiflt ,vererbt“ werden kdnnen. Die Epi-
genetik erweitert grundlegend die biologischen Paradigmen zur Steuerung und Ver-
erbbarkeit genetisch bedingter Prozesse.

Die Grundlage fiir vererbbare epigenetische Prozesse sind chemische Verdnde-
rungen (Modifikationen), die entweder direkt an bestimmten DNA-Basen oder an be-
stimmten Histon-Proteinen enzymatisch angebracht oder auch wieder entfernt wer-
den. Histon-Proteine sind das Protein-Grundgeriist der Chromosomenstruktur. Uber
epigenetische Modifikationen an der DNA und den Histonen wird festgelegt, ob die
Struktur der Chromosomen (,,das Chromatin®) offen und zuginglich oder kompakt und
unzuginglich ist. Man unterscheidet entsprechend offenes, zugingliches Euchromatin
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und geschlossenes, unzugingliches Heterochromatin und bezeichnet die dazu passen-
den Modifikationen auch als euchromatische und heterochromatische Modifikationen.

Generell kann man zwischen allgemeinen und zell-/genspezifischen epigenetischen
Prozessen unterscheiden. Ein epigenetisch gesteuerter allgemeiner Prozess der epige-
netischen Kontrolle ist zum Beispiel die in allen Zellen stattfindende Steuerung der
Chromosomenstruktur im Verlauf des Zellzyklus. Man findet die dazu notwendigen
epigenetischen Verdnderungen in jeder Zelle eines eukaryontischen Organismus. Ne-
ben der Steuerung der DNA-Replikation sind auch Prozesse der DNA-Reparatur und der
Zellteilung abhingig von epigenetischen Modifikationen.

Die weitaus umfangreicheren epigenetischen Prozesse betreffen die zellspezifische
Regulation von Genen. Viele der hierzu beitragenden Modifikationen sind in den Orga-
nismen gleich. Im Verlauf der Evolution haben sich immer vielgestaltigere Formen und
komplexere Verschaltungen epigenetischer Modifikationen entwickelt. Es liegt daher
die Vermutung nahe, dass die differenzierte Nutzung epigenetischer Mechanismen
eine wichtige Funktion fiir die Ausbildung der Artenvielfalt hat (siehe auch Kapitel 6.2
in diesem Band). In Eukaryonten sind epigenetische Mechanismen essenziell, ein Le-
ben ohne epigenetische Modifikationen ist nicht mdglich. In allen héheren Eukaryon-
ten steuern epigenetische Prozesse die Entwicklung von zellspezifischen Prozessen
und sind daher essenziell fiir die stabile Ausbildung vielzelliger Strukturen (Gewebe,
Organe). Die zellspezifische Nutzung der genetischen Information geht einher mit der
Ausbildung zellspezifischer epigenetischer Eigenmuster, den sogenannten Epigenomen
(siehe Kapitel unten).

Die Art und Ausformung solcher epigenomischer Eigenmuster erfolgt nach weitge-
hend konservierten Grundprinzipien in allen eukaryontischen Organismen. Im Verlauf
der Evolution sind allerdings auch spezielle Formen der Musterbildung entstanden und
wurden teilweise artspezifischen Bediirfnissen angepasst. So sind einige epigenetische
Modifikationstypen in bestimmten Insekten und niederen Eukaryonten nicht mehr
aufzufinden. Bestimmte Mechanismen wie das Genomic Imprinting sind in héheren
Pflanzen und Sdugern unabhingig voneinander neu entstanden. Epigenetische Prozes-
se sind daher im Kontext des biologischen Objekts zu betrachten.

Die Epigenetik beeinflusst ein breites Spektrum zell- und entwicklungsbiologischer
Prozesse: Diese sind einerseits grundlegende Funktionen in jeder Zelle, aber auch sehr
spezifische Funktionen in differenzierten Zellen bis hin zu einem langlebigen Funk-
tions-Gedéchtnis von Genen und Chromosomen im gesamten Organismus. Einige epi-
genetische Prozesse treten nur zeitlich begrenzt auf, andere dagegen sind sehr lang-
fristig und werden tiber Zellteilungen oder Generationen hinweg vererbt. Im Gegensatz
zu genetischer Vererbung sind epigenetische Prozesse umkehrbar. Sie sind durch exo-
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gene Faktoren (,,die Umwelt“) modifizierbar und gelten daher als eine Ursache fiir die
oft festzustellende Variationsbreite genetisch bedingter Phidnotypen. Die Bedeutung
der Vererbbarkeit erworbener epigenetischer Eigenschaften erfihrt in der 6ffentlichen
Diskussion sehr viel Aufmerksamkeit. Die grundlegende Bedeutung epigenetischer
Steuerung fiir biologische Prozesse fiir die Entwicklung und ihre Bedeutung fiir die
Gesundheitsforschung tritt dabei manchmal in den Hintergrund.

3.3 Der Begriff ,,Epigenetik® in der gegenwirtigen Forschung

Der Aspekt der Vererbbarkeit der Epigenetik wird in zeitgendssischen Diskursen iiber
biomedizinische und sozialpsychologische Fragen hdufig als eine mogliche Erkldarung
fiir die individuelle Ausprigung der genetischen Grundkonstitution eines Individu-
ums herangezogen. Da der Begriff , Epigenetik” in diesen Diskursen sehr vielgestal-
tig genutzt und interpretiert wird, méchten wir seine Bedeutung zunéchst ein wenig
genauer betrachten. Epigenetik bedeutet so viel wie ,,oberhalb der Genetik* mit dem
Unterton ,,zusitzlich zum Genom®, Der Wortstamm Genetik deutet dabei auf die Verer-
bbarkeit hin. In der Fachdiskussion unterscheiden sich die Definitionsbezlige der Epige-
netik jedoch, je nachdem, ob molekulare, genetische, zelluldre und gesamtbiologische
Perspektiven im Vordergrund der Bewertung stehen (zur Geschichte des Begriffs Epi-
genetik siehe Kapitel 6.1 in diesem Band).

Molekulargenetische Definitionen vereinen unter dem Begriff Epigenetik meist ein
Spektrum direkt oder indirekt gesteuerter Kontrollvorgdnge der Genexpression. Als
Kernebenen der langfristig wirkenden epigenetischen Steuerung dienen vererbbare
biochemische Verdnderungen des Chromatins!, die gesetzt und wieder entfernt wer-
den kénnen, ohne die primire Nukleotidsequenz? zu veridndern (Knippers/Nordheim,
2015).

Neben der direkten epigenetischen Steuerung von Genen am Chromatin gibt es
aber auch ,.epigenetische” Prozesse, die oberhalb der Chromatin-Ebene stattfinden
und zum Beispiel nur auf der Ebene der abgelesenen RNAs operieren (RNA-Interferenz,
siehe unten und nachfolgendes Kapitel). Kleine RNAs wirken als ,,epigenetische®, das

1 Als Chromatin wird die Gesamtheit des firbbaren DNA- und Protein-Materials im Zellkern be-
zeichnet. Kernbestandteile des Chromatins sind Nukleosomen, d. h. Histonproteinkomplexe, um die
die DNA in Einheiten von ca. 150 Basen gewunden ist.

2 AlsNukleotidsequenz bezeichnet man die Abfolge der chemischen Grundbausteine der DNA (und
RNA), DNA bildet langkettige lineare Molekiile, in denen Nukleinbasen und Pentosen (Zucker) tiber
Phosphate miteinander verkniipft sind. Diese Molekiile werden durch Enzyme kopiert und so die In-
formation vermehrt und vererbt.
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heilt der Genetik ,,nachgeschaltete” Regulatoren und verhindern oder verstirken die
Umsetzung der genetischen Information. Kleine RNAs konnen aber auch direkt zur
Verbreitung von epigenetischen Prozessen im Organismus beitragen. Sie dringen in
neue ,epigenetisch* naive Zellen ein und I8sen hier epigenetische Verdnderungen am
Chromatin, also direkt an Ziel-Genen aus. Um all diese unterschiedlichen Phdnomene
zu erfassen, wird die Epigenetik auch offen als eine Fachrichtung definiert, die ,,nach-
haltige zelluldre und physiologische Variationen untersucht, die durch externe (Um-
welt-)Faktoren hervorgerufen wurden und Enzyme betrifft, die das Ablesen von Genen
beeinflussen®.

Generell gilt, dass der Begriff , Epigenetik® bis in die Fachliteratur hinein sehr breit
ausgelegt wird. Die breite Auslegung ist auch der Tatsache geschuldet, dass viele der
molekularen Ursachen und Wirkungen epigenetischer Prozesse im Detail noch unbe-
kannt sind. Zudem erschwert das komplexe Zusammenspiel von genetischen, zellbio-
logischen und epigenetischen Faktoren eine prizise Bestimmung von Ursachen und
Folgeprozessen. Es ist ratsam, sich dieser Verschriankungen bewusst zu sein und die
den Untersuchungen zugrunde liegenden molekularen Ursachen und Wirkungen epi-
genetischer Prozesse genau zu betrachten (Hennikoff /Greally, 2016).

Im Folgenden werden wir zunéchst die grundlegenden Ebenen epigenetischer Steue-
rung darlegen, um dann auf die Nutzung dieser Mechanismen und ihre Bedeutung fiir
die Biologie und die Biomedizin einzugehen.

3.4 Grundlegende Mechanismen epigenetischer Kontrolle

Alle chromosomal vererbbaren epigenetischen Modifikationen werden im Chromatin
enzymatisch ,gesetzt” und enzymatisch wieder entfernt. Kernbestandteile des Chro-
matins sind Histon-Protein-Komplexe, die zusammen mit der um sie gewundenen DNA
die Kerneinheiten des Chromatins, die Nukleosomen, bilden. Fast die gesamte DNA der
Chromosomen ist in Nukleosomen organisiert (,,verpackt®). Zwischen Nukleosomen
liegen kurze Abschnitte freier DNA (,linker*). Chromosomenbereiche, die der Regulati-
on von Genen dienen, sind weniger dicht mit Nukleosomen besetzt. Nukleosomen sind
daher in genaktiven und geninaktiven Bereichen unterschiedlich dicht auf den Chro-
mosomen angeordnet. Nukleosomen kénnen zusitzlich noch in héheren Ordnungs-
strukturen dichter ,verpackt* vorliegen. Solche hoheren Ordnungsstrukturen der
Chromosomen sind in der Regel auf Dauer unzuginglich fiir Genregulation. Fiir eine
héhere Ordnungsbildung von Chromatin spielen nicht codierende lange RNA-Molekii-
le und eine Vielzahl Nicht-Histon-Proteine, die mit dem Chromatin verbundenen sind,
eine wichtige Rolle.
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Am Chromatin kommt es zu Modifikationen der DNA und Modifikationen der His-
ton-Proteine (in Nukleosomen). Zusammen bestimmen beide Modifikationen die Ver-
packungsdichte und Zuginglichkeit der DNA im Chromatin. Die Modifikationen regeln
dabei entweder direkt die Erkennung und die Bindung von Molekiilen/Enzymen fiir die
Genregulation oder sie blockieren ,,indirekt” die Zugédnglichkeit zur DNA und damit
die Mdglichkeit des Ablesens (Transkription) der Gene. Epigenetische Modifikationen
fungieren somit als ,,zu lesende und zu interpretierende® Verdnderungen im Genom.
Fiir die Umsetzung epigenetischer Prozesse spielen daher drei generelle Proteinklassen
eine wesentliche Rolle: Enzyme, die epigenetische Modifikationen setzen (,writer®),
Enzyme, die die Modifikationen ,lesen” und interpretieren (,,reader) und Enzyme, die
die Modifikationen wieder entfernen (,,eraser®). Dieses generelle Aufgabenspektrum
epigenetisch wirkender Enzymklassen spaltet sich weiter in folgende generelle Funk-
tionen auf:

Enzyme, die Histone an bestimmten Aminosduren modifizieren

Enzyme, die Histon-Modifikationen an bestimmten Aminosiuren entfernen
Enzyme, die modifizierte Histone gegen nicht modifizierte austauschen
Enzyme, die an modifizierte Histone binden

Enzyme, die Nukleosomen im Chromatin aktiv verschieben

Enzyme, die DNA-Basen-Modifikationen setzen

Enzyme, die DNA-Modifikationen wieder entfernen

Enzyme, die DNA-Modifikationen binden

vV vV Vv vV v VY

Zu der Vielzahl von direkt epigenetisch wirkenden Enzymen kommt noch ein Spek-
trum von Proteinen, die die Transkription von Genen steuern und die gemeinsam mit
den epigenetisch wirkenden Enzymen den Rahmen der Gensteuerung festlegen. Neben
Enzymen sind auch kleine oder ldngere nicht codierende RNAs von groRer Bedeutung.
Diese sind entweder direkt an epigenetischen Prozessen im Chromatin beteiligt oder
steuern auerhalb des Zellkerns nachhaltige epigenetische Prozesse im Zytoplasma.

Im néchsten Kapitel mdchten wir zunidchst die Bedeutung der DNA-Methylierung
betrachten.

3.4.1 DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierung ist eine in fast allen Lebewesen vorkommende Form der epi-
genetischen Modifikation. Sie wird von DNA-Methyltransferasen (DNMTs) gezielt an
bestimmte Bausteine der doppelstrdangigen DNA gesetzt. Die DNA-Methylierung ist
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eine chemisch sehr stabile, kovalente Modifikation bestimmter Adenin- und Cytosin-
Basen. In Bakterien findet man beide Formen der DNA-Methylierung. Jiingste Befunde
deuten an, dass auch in niederen Eukaryonten und in Pflanzen neben Cytosinen auch
Adenine spezifisch methyliert vorliegen kénnen (Luo et al., 2015). Die Bedeutung der
Adenin-Methylierung ist aber noch nicht abschlieRend gekldrt. Im Menschen (und Sau-
gern) konnte man bislang nur Modifikationen an der Base Cytosin nachweisen. Diese
kovalente Modifikation direkt an der Base ist sehr stabil. DNA-Methylierung an Cyto-
sinen verdndert zwar die Struktur der Base, nicht jedoch ihre natiirliche Eigenschaft,
im DNA-Doppelstrang Basenpaarung mit Guanin einzugehen. Das hei3t, epigenetisch
modifizierte und nicht modifizierte Basen sind - genetisch betrachtet - gleich und
werden bei einer Replikation der DNA in gleicher Weise , kopiert*. DNA-Methylierung
wird durch Enzyme nach erfolgter DNA-Replikation in den DNA-Doppelstrang einge-
fithrt. Ist eine DNA methyliert, kommt es nach jeder Verdopplung der DNA zu der Si-
tuation, dass nur noch der Elternstrang diese einmal eingefiihrte DNA-Methylierung
besitzt. Die fehlende epigenetische Information kann aber nachtréglich ,,nachkopiert*
werden: Die auf dem alten Strang vorhandene DNA-Methylierung dient als Erken-
nungs-Signal fiir diesen epigenetischen Kopiervorgang nach einer DNA-Replikation.
Die DNA-Methyltransferase DNMT1 ist das Enzym, das dieses Kopieren Base fiir Base
entlang der DNA durchfithrt. DNMT1 erkennt dabei methylierte Cytosin-Bausteine in
der Basen-Abfolge Cytosin-Guanin (CpG). Die kurze gegenldufige Symmetrie dieser Ba-
sen-Abfolge ermdglicht den Kopiervorgang. DNA-Methylierung wird so tiber Zellteilun-
gen hinweg als Kopie einer ,,alten” urspriinglichen DNA-Methylierung vererbt. Diese
vererbbare Funktion reflektiert sich in der Tatsache, dass jeder Zelltyp unseres Kor-
pers, der aus einer Ursprungszelle hervorgegangen ist, ein charakteristisches epigene-
tisches Muster dieser Ur-Spezifikation trigt. Variablere Ausnahmen scheinen Neuro-
nen und Stammzellen zu sein. In den sich sehr schnell teilenden Stammzellen und den
sich nicht mehr teilenden Neuronen beobachtet man einen Verlust der urspriinglichen
DNA-Methylierung an CpG-Basenabfolgen und einen Neugewinn von unspezifischer
Methylierung auerhalb dieser Basenabfolge. In Neuronen scheint dieser Prozess alter-
sabhdngig stattzufinden. Die biologische Funktion dieser Nicht-CpG-Methylierung ist
Gegenstand intensiver Forschung.

Die kanonische DNA-Methylierung an CpG-Dinukleotiden beeinflusst das Andocken
von Proteinen an die DNA. Sie kann so direkt (Zugang zu DNA-Abschnitten) oder indi-
rekt (Beeinflussung von Verpackungsproteinen in Chromatin) zur Regulation von Ge-
nen beitragen. Je nach Position (Lage und Methylierungszustand) wirkt DNA-Methylie-
rung dabei als ein Signal, das zum Abschalten oder Aktivieren von Genen beitrégt. So
werden Bereiche im nahen Umfeld von Genen (Startstellen, Verstirker und Abschal-
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tungsregionen) hiufig iiber die Menge von DNA-Methylierung so beeinflusst, dass eine
Zunahme der DNA-Methylierung zu einer Abnahme der Genaktivitit fithrt. Eine dhn-
liche Rolle spielt DNA-Methylierung vermutlich in weiten genarmen Abschnitten un-
seres Genoms. Sie dient hier als ein zentrales epigenetisches Signal, durch dessen An-
wesenheit nicht codierende DNA-Elemente, Viren und springende Gene (Transposons)
(transkriptionell) abgeschaltet werden. Es wird vermutet, dass diese groRflichige epi-
genetische Stilllegung weiter Teile des Genoms zwei Griinde hat: 1. die Zugénglichkeit
des Genoms fiir Gen-regulierende Faktoren reduziert sich auf die wirklich genreichen
Regionen des Genoms und 2. die im Genom angehduften fremden DNA-Elemente wer-
den daran gehindert, sich weiter auszubreiten, da sie hierfiir abgelesen (transkribiert)
werden miissten.

DNA-Methylierung existiert, wie oben bereits erwihnt, in nahezu allen multizellu-
ldren Organismen, Im Verlauf der Evolution wurden die oben beschriebenen allgemei-
nen Funktionen der DNA-Methylierung spezifischen biologischen Prozessen angepasst.
In Extremfillen kam es dazu, dass sich epigenetische Regulierungen so entwickelt ha-
ben, dass Organismen ganz auf DNA-Methylierung verzichten konnten. Hierzu zdhlen
die klassischen Modellorganismen Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccaromyces pom-
be, Drosophila melanogaster (Fruchtfliege) und Caenorhabditis elegans (Fadenwurm). Para-
doxerweise findet man in nah verwandten Spezies dieser Modellorganismen, die selbst
iiber keine DNA-Methylierung verfiigen, durchaus funktionelle DNA-Methylierung mit
vermutlich wichtiger genregulatorischer Funktion. In sozialen Insekten (Bienen, Ter-
miten, Ameisen) findet man hochentwickelte Systeme fiir die DNA-Methylierung. Diese
dienen unter anderem der Steuerung von Genen, die fiir die morphologischen Verdnde-
rungen und verhaltensbiologische Anpassung im Verlauf des Lebens bendtigt werden.
In Bienen wurde beispielsweise beobachtet, dass die Differenzierung von Kéniginnen
durch Inhaltsstoffe in der Erndhrung (Gelee Royal) beeinflusst wird, die epigenetische
Verdnderungen ausldsen. Kéniginnen und ,,Arbeiterinnen® unterscheiden sich epige-
netisch. Es gibt aber auch Hinweise, dass erlerntes und angepasstes Verhalten {iber
epigenetische Verdnderungen im Gehirn gesteuert wird (Wang et al., 2006; Maleszka,
2008).

Auch und besonders in Pflanzen spielt DNA-Methylierung eine zentrale regulato-
rische Rolle (Henderson/Jacobsen, 2007). So findet man in Pflanzen eine Reihe verer-
bbarer, adaptiver epigenetischer Prozesse, fiir deren Vererbung DNA-Methylierung
essenziell ist (Hirsch et al., 2012). Pflanzen besitzen ein sehr hochentwickeltes System
zur Kontrolle von DNA-Methylierung und es wurden hier sehr spezialisierte Formen
epigenetischer Regulierung entdeckt. So kommt es unter anderem (wie oben ange-
sprochen) zu einer Riickkopplung von RNAi-vermittelten Regulationsvorgingen auf
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die DNA-Methylierung an Startstellen (Promotoren) der Gene. Diese Riickkopplung
wird liber spezielle RNA-Polymerasen und spezielle, nur in Pflanzen vorkommende
DNA-Methyltransferasen vermittelt. Dieser Aspekt einer posttranskriptionellen Gen-
Stilllegung wird im nachfolgenden Kapitel eingehender besprochen. Das Zusammen-
spiel von RNA-Interferenzmechanismen, DNA-Methylierung und Histon-Modifikatio-
nen zur epigenetischen Kontrolle der Genregulation hat sehr groRe Bedeutung fiir die
pflanzliche Anpassung an verdnderte Umweltbedingungen.

In Pflanzen kann man durch gezielte Ziichtung genetisch identische, aber epigene-
tisch (DNA-Methylierung) unterschiedliche Sublinien ziichten und diese iiber lingere
Zeitrdume stabil vermehren. Es wird vermutet, dass eine Selektion epigenetisch stabi-
ler Sub-Linien in der Pflanzenziichtung die Mdglichkeiten der Funktions- und Ertrags-
kontrolle erweitert (Quadrana/Colot, 2016).

In Pflanzen wurden zudem erstmalig Mechanismen nachgewiesen, wie DNA-Methy-
lierung durch DNA-Reparaturprozesse gezielt und ,,aktiv* von Genabschnitten wieder
entfernt werden kann, um Gene wieder zu aktivieren (Zheng et al., 2008). Analoge Me-
chanismen wurden spéter auch in einigen Vertebraten (Zebrafisch und Xenopus) sowie
in Sdugern (Maus und Mensch) nachgewiesen (Gehring et al., 2009).

Im Sduger, also auch dem Menschen, kann DNA-Methylierung in drei weiteren Mo-
difikationsformen vorkommen. Diese zusdtzlichen Modifikationen findet man vor-
nehmlich in Stammzellen und in Neuronen. Aufbauend auf 5-Methyl-Cytosin entste-
hen dabei, durch sogenannte TET-Enzyme katalysiert, zusétzliche Modifikationen in
drei Oxidationsstufen: 5- Hydroxy-Methyl-Cytosin, 5-Formyl-Cytosin und 5-Carboxy-
Cytosin. 5-Hydroxy-Methylcytosin (5hm-Cytosin) wird von speziellen Proteinen
erkannt und anders als die einfache DNA-Methylierung interpretiert (z. B. bei der
Replikation nicht korrekt kopiert). Die hdheren Oxidationsstufen 5-Fluoro-Cytosin und
5-Carboxy-Cytosin dienen als Erkennungssignale fiir die DNA-Reparatur, das heilt, sie
sind nur kurzlebig und werden wieder aus der DNA entfernt. Es gibt klare Hinweise dar-
auf, dass oxidative Modifikationen fiir den Verlust der DNA-Methylierung in der frithen
Keimzell- und Embryonenentwicklung wichtig sind (Wossidlo et al., 2011; Seisenber-
ger et al., 2013; Arand et al., 2015; Habibi et al., 2013; Gier et al., 2016). Zurzeit wird die
Bedeutung der oxidativen Formen der DNA-Methylierung, die neben Keimzellen und
Embryonen vor allem in Stammzellen und Neuronen vorkommt, eingehend untersucht.
In allen Zelltypen mit einem hohen Anteil oxidativer Formen der DNA-Methylierung
beobachtet man umfassende epigenetische Verdanderungen im Verlauf der Entwicklung
(Stammzellen) und des Alterns (Neuronen). Es gibt deutliche Hinweise, dass die ver-
schiedenen oxidativen Zustands-Formen der DNA-Methylierung genutzt werden, um
in Zellen i) ein kurzfristiges Umschalten von genregulatorischen Effekten zu erreichen
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und ii) eine epigenetische Programméinderung (Léschen epigenetischer Muster) ein-
zuleiten. So zeigen Untersuchungen in Stammzellen, dass sich die DNA-Methylierung
abhingig von den Umweltbedingungen (z. B. Hormone und Vitamine in den Ndhrme-
dien) extrem schnell und stark verdndern kann und dass hierbei oxidative Modifikati-
onen eine Rolle spielen (Ficz et al., 2013; Habibi et al., 2013; Azad et al., 2013; Giehr et al.,
2016; von der Meyen et al., 2016). Es liegt zudem die Vermutung nahe, dass auch in den
langlebigen Nervenzellen unseres Gehirns dhnliche dynamische Umwandlungen eine
Rolle fiir das epigenetische und genregulatorische Gedichtnis einzelner Zellen spielen.

3.4.2 Histon-Modifikationen

Die zweite zentrale Ebene der epigenetischen Regulation bilden Modifikationen der
Histone. Circa 95 Prozent der DNA unseres Genoms ist um Nukleosomen, das heilt His-
ton-Protein-Komplexe gewunden und ist somit in weiten Teilen nicht frei zugénglich,
sondern ,verpackt®. In aktiven Genbereichen sind Nukleosome weniger dicht und es
gibt Abschnitte freier zugénglicher DNA. Die Verpackungsdichte und die Verteilung
der Nukleosomen wird iiber chemische Modifikationen der Histon-Proteine gesteuert
(Kubicek et al., 2006). Modifiziert werden vornehmlich bestimmte Aminosiuren in den
Anfangs- und Endregionen der Histon-Proteine H3 und H4. Wichtige Modifikationen
findet man aber auch an den Histonen H2A und H2B. Histon-Modifikationen sind zu-
dem extrem variantenreich. Bislang sind etwas mehr als 140 verschiedene Histon-Mo-
difikationsvarianten bekannt. Es handelt sich stets um sogenannte posttranslational
eingefithrte Modifikationen?, die meist an polaren und basischen Aminosduren wie
Serin, Threonin, Lysin und Arginin zu finden sind. Die Modifikationen sind chemische
Verdnderungen in Form von Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung, Ubiqui-
tinierung, SUMOylierung (fiir eine Ubersicht vgl. Kouzarides, 2007). Funktionell kann
man zwischen Chromatin-éffnenden (Acetylierung, bestimmte Formen der Methylie-
rung) und Chromatin-verschlieRenden (Methylierung) Modifikationen unterschei-
den, die sich dann entsprechend férderlich oder hemmend auf das Ablesen von Genen
auswirken. Histon-Modifikationen werden durch spezifische Enzyme an Histonen
angebracht, wenn diese bereits als Proteinkomplexe in Nukleosomen vorliegen. Eine
spezifische Modifikation von Histonen durch Enzyme (,Writer”) erfolgt daher stets
ortspezifisch. Die Histon-modifizierenden Enzyme sind spezifisch fiir die Art und Aus-
prigung der Modifikation. Sie finden ihre Ziel-Histone im Chromatin mithilfe von spe-

3 Posttranslationale Modifikation bedeutet, dass die Modifikation am ,reifen” Protein angebracht
wird, nachdem der Prozess der Translation - der Ubersetzung von Nukleotid- in Aminosduresequenz
- erfolgt ist.
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ziellen Proteinen, die sie an ihre Zielstrukturen heranfithren. Histon-Modifikationen
werden umgekehrt von spezifischen Histon-demodifizierenden Enzymen ebenfalls
ortspezifisch wieder geldscht (,,Eraser®).

Man geht davon aus, dass der Grundzustand fiir die meisten Zellen Modifizierungen
vorsieht, die zu einem VerschlieRen/Verpacken weiter Abschnitte des Genoms fiihren.
Wie fiir die DNA-Methylierung bereits oben diskutiert, werden weite Teile des Genoms,
in dem wenige oder nur selten gebrauchte Gene liegen, durch verschlieRende ,,hetero-
chromatisch* wirkende Modifikationen inaktiv gehalten. Gene, die zellspezifisch an-
geschaltet sein miissen, werden dagegen aktiv ,,freigeschaltet, unter anderem, indem
Histon-modifizierende Enzyme zielgerichtet mithilfe anderer regulatorischer Prote-
ine (zum Beispiel PCG- und TRX-Komplexe, siehe folgender Abschnitt) an die Gene und
Genschalter herangefiihrt werden. Die Nukleosomen im Bereich dieser aktiven Gene
werden dann gezielt so modifiziert, dass sie einen loseren Verpackungszustand ein-
nehmen. Es kommen dann Enzyme hinzu, die solche , losen* Nukleosome aktiv entlang
der DNA verschieben kénnen und damit genspezifische DNA-Steuerelemente freilegen.
Die Steuerelemente werden dann von Transkriptionsfaktoren gebunden und die gen-
spezifische RNA-Kopie hergestellt (abgelesen). Histonmodifikationen bestimmen aber
auch dariiber, wie hdufig und wie stark ein Gen dann wirklich als RNA abgelesen wird.
Einige dafiir wichtige Modifikationen sitzen in direkter Nachbarschaft zu diesen Gen-
schaltern. Andere Modifikationen sind {iber das gesamte abgelesene Gen verteilt und
beeinflussen die Vollstdndigkeit des Ablesens.

Im Lauf der Entwicklung und Differenzierung entsteht in jeder Zelle ein eigenes
langfristiges Gedachtnis dieser genspezifischen Chromatinorganisation in Form einer
regional feststellbaren Histon-Modifikation (siehe Kapitel 3.5). Die Histon-Modifika-
tionsmuster legen fest, welche Gene aktiv und welche inaktiv sind, welche Gene stark
und welche Gene schwicher abgelesen werden und welche Ausfithrungen eines Gens
(Splice-Varianten, alternative Linge etc.) geformt werden. Fiir die Festlegung zell-
typ-spezifischer Histon-Modifikationen an Genen sind im Verlauf der Entwicklung und
Zelldifferenzierung Proteinkomplexe verantwortlich. Man unterscheidet dabei zwei
Arten: die abschaltenden, das Chromatin verschlieRende Polycomb-Gruppen-Protein-
komplexe (PCG-Komplexe) und deren Gegenspieler, die aktivierenden Trithorax-Kom-
plexe (TRX-Komplexe). Beide Komplexe enthalten gegensitzlich wirkende Histon-Mo-
difikationsenzyme, die prizise an genregulatorischen Abschnitten wirken und so Gene
nachhaltig markieren, an- oder abschaltbar zu sein (Whitcomb et al., 2007).

Histonmodifikationen kdnnen, wie bereits erwahnt, nicht nur durch das An- und
Abschalten der Gene iiber Histon-Modifikationen beeinflusst werden, sondern auch
durch Prozesse der RNA-Reifung (,,Splicing®), die wihrend des Ablesens der RNA statt-
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finden. Es zeigt sich, dass es ein enges Wechselspiel zwischen der Geschwindigkeit des
Genablesens, der Chromatinstruktur und den nachgeschalteten Prozessierungen gibt.
Generell ist festzuhalten, dass Histon-Modifikationen eine ganze Reihe von Prozessen
der Genregulation beeinflussen. Die genaue lokale Kenntnis der Histon-Modifikationen
ermdglicht, zwischen diesen verschiedenen Ebenen der Regulation genauer zu unter-
scheiden.

Eine Reihe von Genen weist eine ganz besondere Form der epigenetischen Steuerung
auf. So hat man zunichst in Stammzellen beobachtet, dass diese Gene eine Doppel-
Kombination von einerseits 6ffnenden und andererseits verschlieRenden Histon-Modi-
fikationen an genregulatorischen Bereichen aufweisen, das heift, sie sind potenziell
an- oder abschaltbar. Die Etablierung dieses ,,bivalenten epigenetischen Zustandes ist
in Stammzellen offensichtlich wichtig, um die Zellen in einem pluripotenten Zustand
zu verankern. Mit diesem bivalenten Zustand sind die Zellen in der Lage, Gene schnell
epigenetisch ,,umzuprogrammieren® und sich so in verschiedene Typen von Zellen zu
differenzieren (Bernstein et al., 2006; Mikkelsen et al., 2007; Chi/Bernstein, 2009). Die
sich in einem bivalenten epigenetischen Wartezustand befindlichen Regionen rea-
gieren dabei feinfiihlig auf exogene Reize, die die Zell-Differenzierung beeinflussen.
Jiingste Befunde zeigen, dass eine Reihe dieser zwischenzustdndlichen (bivalenten)
Genschalter tiber die Entwicklung hinweg erhalten bleiben und selbst in adulten Zellen
noch vorhanden sind. Solche bivalenten Modifikationszustdnde findet man vor allem
an Genen, die je nach Zellzustand dynamisch geregelt werden miissen, wie zum Beispiel
Gene, die den Metabolismus oder die Zellbeweglichkeit regeln (Kinkley et al., 2016). Der
epigenetische Zwischenzustand - das heilt schnell an- oder abschaltbar zu sein - wird
an diesen Genen in vielen Zellen ein Leben lang epigenetisch beibehalten/vererbt.

Modifikationen am Chromatin kénnen aber auch nur sehr kurzlebig sein. Eine Rei-
he dynamischer, nicht priméir vererbter Funktionen im Zellkern steuert viele zelluldre
Prozesse. So sind viele generelle Prozesse der Zellzyklusregulation, der Zellteilung, der
Umbauvorginge an Genomen (,,Rekombination” genetischen Materials) und der Wie-
derherstellung von Chromosomen nach einer Schidigung (DNA-Reparatur) iiber sich
verdndernde Chromatin-Modifikationen gesteuert. Einige ,,epigenetische” Prozesse,
zum Beispiel solche, welche die Zellteilung (Mitose und Meiose) oder Rekombinations-
und Reparaturvorginge steuern, treten nur temporar auf. Sie werden nach erfolgtem
Prozess wieder entfernt. Sie unterscheiden sich daher von den nachhaltigen, ,vererb-
baren* epigenetischen Modifikationen einer Zelle, die genregulatorische Prozesse steu-
ern,

Generell steuern die oben beschriebenen Histon-Modifikationen in allen Organis-
men sehr dhnliche funktionelle und regulatorische Prozesse. Interessanterweise gibt
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es aber auch artenspezifische Unterschiede. Im Extremfall kann eine Modifikation
ganz anders ,genutzt* werden oder ein Modifikationstyp komplett fehlen. So fehlt in
der Bickerhefe eine Histon-Modifikation, die in allen héheren Organismen essenziell
fiir die dichte Verpackung von Chromatin ist. In Hefe, (C. elegans) und weitgehend in
der Fruchtfliege (Drosophila) fehlt wie bereits erwidhnt die DNA-Methylierung. Wie weit
verbreitet solche artspezifischen Verdnderungen sind, ist noch nicht abschlieRend ge-
klart.

In normalen, gesunden Zellen gibt es eine Reihe von Kontrollebenen (mehrere For-
men von Histon-Modifikationen, Art und Verbreitung der DNA-Methylierung), die
dafiir sorgen, dass eine einmal gesetzte epigenetische Genregulation stabil erhalten
bleibt. In erkrankten Zellen kommt es jedoch hdufig zu Fehlern in dieser epigeneti-
schen Programmsteuerung. Die erkrankten Zellen verlieren ihr epigenetisches Ur-
sprungs-Gedichtnis und Gene werden entweder fehlerhaft an- oder abgeschaltet oder
fehlerhafte RNAs des Gens abgeschrieben. Fiir eine Umkehrung dieser fehlerhaften
epigenetischen Schalter bieten Histon-modifizierende Enzyme eine sehr gute Mog-
lichkeit, neue Formen direkter, epigenetisch ausgerichteter Therapien zu entwickeln
und diese auf Zellen oder im Organismus anzuwenden. Vor allem Enzyme, die fiir das
epigenetische Anschalten von Genen in bestimmten Zellen benétigt werden, eignen
sich als sehr gute Zielmolekiile fiir die Entwicklung neuer chemisch orientierter the-
rapeutischer Ansitze. Das Ziel ist es, eine in erkrankten Zellen beobachtete fehlerhafte
enzymatische Aktivitit zu unterdriicken (inhibieren). In einem der nachfolgenden Ka-
pitel werden diese sich bereits in klinischer Priifung befindlichen biotechnologischen
Ansitze genauer beschrieben.

Histon-Modifikationen werden an Proteinen gesetzt oder entfernt, die in Nukleoso-
men eingebaut wurden. Als Bestandteile von Nukleosomen werden sie bei jeder Zelltei-
lung verdoppelt, das heillt, es miissen neue unmodifizierte Histone in das Chromatin
der Tochter-Chromosomen eingefiigt werden. Es ist eine noch nicht ganz geldste Frage,
wie bei diesem Prozess die alten Histon-Modifikationsmuster stabil am Genort beibe-
halten werden, das heifSt auf die neu integrierten Histone vererbt werden. Nach jeder
Chromosomenverdopplung (Replikation) bestehen die Chromosomen aus einem Mosa-
ik aus alten modifizierten und neuen nicht modifizierten Histonen. Die epigenetische
Information der ,,alten” Histone in den Chromosomen wird offensichtlich lokal durch
einen noch nicht niher bekannten Kopiermechanismus auf die neuen Histone in den
Nukleosomen iibertragen (vgl. Knippers, 2015). Bei diesem Kopieren kommt es unzwei-
felhaft zu Fehlern, die im Verlauf hdufiger Zellteilungen auch eine direkte Auswirkung
auf das natiirliche Altern und Uberleben von Zellen haben kann. Prozesse des Alterns
und der genomischen Instabilitdt werden mit solchen Fehlern in Verbindung gebracht.
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In vielen Zellen kann jedoch die Nichtteilungsphase (die Ruhephase) extrem lange
dauern. So erstreckt sich die Ruhephase menschlicher Neurone oder bestimmter Kor-
per-Stammzellen iiber viele Jahrzehnte. Hier kommt es zum altersabhingigen Verlust
epigenetischer Information. Dieser fortschreitende Verlust eines epigenetischen Ge-
déchtnisses hat vermutlich weitreichende Konsequenzen auf die oben angesprochenen
Ebenen der Genregulation und trigt vermutlich zu dem Altern der Zellen bei.

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass Histon-Modifikationen und Histon-mo-
difizierende Enzyme eine zentrale und vielfiltige Bedeutung fiir die Regulation vieler
allgemeiner sowie zell- und genspezifischer Prozesse haben. Es bieten sich hier direkte
Angriffspunkte, um fehlerhafte epigenetische Steuerungsvorginge in Krankheitspro-
zessen wieder umzukehren. In Kapitel 5 dieses Bandes wird auf Ansétze zur Entwick-
lung von Wirkstoffen gegen Histon-modifizierende Enzyme eingegangen.

3.4.3 Epigenetik ,,nicht codierender” RNA

In den vergangenen Jahrzehnten haben die Entdeckungen neuer Klassen kleiner
RNA-Molekiile und langer nicht codierender RNA-Molekiile dazu gefiihrt, dass eine
vollkommen neue Ebene der Genregulation entdeckt wurde, die man oft unter dem
Begriff RNA-Interferenz oder RNAi zusammenfasst. Vor allem eine Reihe kleiner RNAs
wirkt sich innerhalb und auRerhalb des Zellkerns auf die Regulation der primiren
Genprodukte, den mRNAs, aus. AuRerhalb des Zellkerns dienen sie der Regulation,
der Nutzung und der Stabilitit abgelesener Genprodukte (mRNAs). Innerhalb des Zell-
kerns konnen diese regulatorischen RNAs auch direkt epigenetische Verdnderungen
im Chromatin von Genen ausldsen.

Kleine RNAs dienen, wie oben bereits kurz angesprochen, als ,,regulatorische Boten-
molekiile* zwischen Zellen, da sie iiber Zellbriicken ausgetauscht werden. Sie konnen
so von Zelle zu Zelle und iiber Organe hinweg neue epigenetische Prozesse auslgsen.
Solche systemischen RNA-vermittelten epigenetischen Vorginge sind sehr stark im
Fokus epigenetischer Forschung in Pflanzen. In Pflanzen kommt es unzweifelhaft zur
Weitergabe von kleinen RNA-Molekiilen von Zelle zu Zelle. Diese Weitergabe kann eine
nachhaltige epigenetische Wirkung (Genregulation) im Zellkern der Empféangerzelle
ausldsen. Die (meist kleinen) RNAs wirken hier als eine Art ,,Botenmolekiile®. Sie 15-
sen an bestimmten Zielgenen neue epigenetische Zustdnde aus. Es gibt eine Reihe von
Hinweisen, dass eine frithe epigenetische Programmierung des pflanzlichen Embryos
durch miitterlich vererbte Proteine beziehungsweise RNA-Molekiile erfolgen kann. Es
istjedoch noch unklar, in welchem AusmaR diese Vorgidnge im Menschen oder in Tieren
stattfinden. In der Tier- und Pflanzenzucht kennt man seit langem Beispiele (rezipro-
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ker) Hybridkreuzungen mit unterschiedlich ausgeprigten Eigenschaften, die vermuten
lassen, dass vor allem miitterlich vererbte Molekiile wichtige epigenetische Faktoren
sind (Youngson/Whitelaw, 2008). Kleine RNAs kénnten hier eine zentrale Rolle spielen.

Ein enges Wechselspiel zwischen strukturell und katalytisch wirkenden RNAs und
epigenetischen Modifikationen beobachtet man in vielen Modellorganismen, wie Hefe,
Fruchtfliege, Fadenwurm, Maus und der Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana). Wie
bereits erwidhnt, wurde die Bedeutung kleiner RNAs urspriinglich im Zusammenhang
mit Expressionskontrolle und Chromatin-Struktur vor allem in Pflanzen identifiziert,
sodass grundlegende Zusammenhinge tiber die Wirkung kleiner RNAs auf Genregula-
tion aus der Pflanzen-Epigenetik stammen (Baulcombe, 2004).

Im Menschen liegt der Fokus auf der Wirkung von kleinen RNAs, die oftmals selbst
iiber epigenetische Modifikationen (z. B. iiber Promoter-Methylierung oder Chroma-
tin-Modifikationen) zellspezifisch reguliert werden. Viele miRNAs iiben eine beachtli-
che Wirkung auf die Translation und Stabilitdt von mRNA? aus. Kleine doppelstringige
RNAs fithren dariiber hinaus Histon- und DNA-modifizierende Enzyme an bestimmte
Zielregionen im Bereich der Zentromere und Telomere, um hier spezifische Chroma-
tinstrukturen nach der Replikation neu zu etablieren. In Keimzellen induzieren kleine
RNAs ein effizientes epigenetisches Abschalten der Transkription von transposablen
Elementen und verhindern deren Verbreitung im Genom.® Diese Stilllegungs-Prozesse
werden von speziellen Klassen kleiner (si, casi, pi) RNAs gesteuert. Ein dhnliches enges
Wechselspiel zwischen den kleinen dsRNAs und epigenetischer Genregulation findet
man an ribosomalen und epigenetisch geprégten (,,imprinted“)® Genen im Menschen.”
Neben den kleinen RNAs spielen hier lange nicht codierende RNAs (lincRNS), wie XIST
oder AIR und HOTAIR, ebenfalls eine entscheidende Rolle fiir die epigenetische Gen-
kontrolle. So ist die lange, nicht codierende RNA XIST (IncRNA) der Ausldser fiir die
Stilllegung aller Gene auf dem inaktiven X-Chromosom in Frauen (Gen-Dosiskompen-

4 Diesogenannte ,,messenger RNA“ (mRNA) ist die komplementidre Kopie einer codierenden Gense-
quenz der DNA. Sie transportiert die Information ihres Gens aus dem Zellkern in das Zytoplasma, wo
sie als Matrize der Proteinbiosynthese dient, d. h., die DNA-Basenabfolge wird iiber die Boten-RNA in
die Aminosduresequenz eines Proteins iibersetzt.

5 Im Gegensatz zum sogenannten Euchromatin ist Heterochromatin fest verpacktes, inaktives
Chromatin. In der Regel betrifft das genarme Sequenzen sowie die Mitte (Centromere) und die Enden
(Telomere) der Chromosomen.

6 Als ,Imprinting” bezeichnet man die Vererbung von DNA- und Histon-Modifikationen, welche
dazu fithren, dass die derart ,,gekennzeichneten” Kopien von Genen (Allelen) eines Elternteils stillge-
legt werden und die Allele des anderen Elternteils bevorzugt exprimiert werden.

7 Ribosomale Gencluster sind Anhdufungen von Genen, die fiir Komponenten der Ribosomen, der
,Translationsmaschinerie“ der Zellen, codieren.
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sation) (Clerc/Avner, 2006), indem sie eine stabile, nachhaltige Ausbildung bestimmter
Histon- und DNA-Methylierungsveranderungen auf dem X-Chromosom induziert.

In menschlichen Krebszellen ist hdufig ein epigenetisch fehlreguliertes An- oder Ab-
schalten von kleinen und langen nicht codierenden RNAs zu beobachten. Hiufig findet
man eine fehlerhafte DNA-Methylierung an den Startstellen fiir diese RNA-Transkrip-
te. Als Folge der epigenetischen Fehlregulation von zum Beispiel miRNAs werden dann
miRNA-Ziel-Gene (Transkripte) verringert, abgebaut oder fehlerhaft translatiert. Im
Menschen scheint es hier einen unmittelbaren Zusammenhang zwischen der Menge
der nicht codierenden RNAs und ihrer sekundiren Wirkung auf Gene/Transkripte zu
geben. In Pflanzen (und niederen Tieren) kommt es dagegen hiufig zu einem zusétz-
lichen (sekundiren) verstarkenden Effekt. Ausgelst durch erste kleine RNAs werden
zusitzliche neue kleine RNAs gebildet. Diese kleinen (sekunddren) doppelstringigen
RNAs erzeugen erst die Wirkung auf die Genregulation der proteincodierenden Gene.
Diese speziellen Mechanismen wurden vermutlich als Abwehr gegen fremde Viren
entwickelt. Sie haben sich im Verlauf der Evolution aber auch angepasst und werden
fiir amplifizierende Antworten in der Genregulation genutzt (siehe folgendes Kapitel).
Diese sekundiren Mechanismen (die im Menschen auch in verdnderter Form in Keim-
zellen zu finden sind) sind Gegenstand intensiver Forschung und eréffnen in Pflanzen
eine neue biotechnologische Angriffs-Ebene fiir epigenetische Interventionen, um
nachgeschaltete Prozesse zu verstirken (Virenabwehr) oder zu inhibieren (Regula-
tion pflanzeneigener Gene). Die funktionelle Bedeutung reicht hier von der direkten
Gen-Kontrolle im Verlauf der Entwicklung bis hin zur Abwehr von Viren (Stilllegung).
Diese Aspekte werden im folgenden Kapitel eingehend diskutiert.

Aktuell l3sst sich die Bedeutung kleiner und langer nicht codierender RNA fiir die
Steuerung epigenetischer Prozesse im Menschen noch nicht vollstdndig abschitzen.
Dies liegt zum einen daran, dass diese RNAs in einer noch nicht ginzlich verstande-
nen Vielfalt vorkommen. Zum anderen gestalten sich ihre Interaktionen mit den an-
deren epigenetischen Kontrollebenen sehr vielfiltig. Neueste Befunde zeigen etwa,
dass ein bislang relativ unbekannter Typ langer zirkuldrer RNA (circRNA) bedeutsam
ist, um die Funktion der kleinen RNA zu modulieren: circRNAs dienen unter anderem
als miRNA-, Speicher* (,,sponges*). Ausgehend von den Effekten, die man in verschie-
densten Modellorganismen beobachtet, ist allerdings anzunehmen, dass es auch beim
Menschen eine enge Interdependenz zwischen kleinen strukturell und enzymatisch
wirkenden RNAs und epigenetischer Steuerung der Genomfunktionen gibt. Auch aus
diesem Grund wird es wissenschaftspolitisch von ganz fundamentalem Interesse sein,
die Forschung insbesondere in diesen sich aufeinander zubewegenden Bereichen zu
vernetzen und zu fordern.
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Beeindruckende neue Forschungsergebnisse haben ein altes Forschungsgebiet zu
neuem Leben erweckt. Diese neuen Befunde zeigen, dass nicht nur tRNA und rRNA, son-
dern auch mRNA-Molekiile nachtriglich ,.epigenetisch” modifiziert werden kénnen und
wichtige entwicklungsbiologische Prozesse steuern (Stunnenberg et al., 2015). Vor allem
die Methylierung von Adenin-Basen wurde hier als eine wichtige, die Stabilitét kont-
rollierende Modifikation entdeckt. Es gibt zudem eine Reihe von Hinweisen auf weitere
noch nicht genauer lokalisierbare Modifikationen in vielen RNA-Spezies. Wie die epige-
netische Steuerung dieser RNAs erfolgt, ist ein bislang wenig beforschtes Feld. Allerdings
wurde die groRe Bedeutung der RNA-Epigenetik bereits erkannt und in Deutschland
und den USA wurden neue Forschungsvorhaben zu diesem Themenkomplex gestartet.

3.5 Epigenomforschung

Die gleichen Chromosomen in jedem Zelltyp eines Organismus sind mit unterschiedli-
chen zelleigenen epigenetischen Markierungen versehen. Die Gesamtheit der epigene-
tischen Verdnderungen bezeichnet man als Epigenome, die Erforschung und Interpre-
tation dieser epigenetischen Muster als Epigenomik (engl. Epigenomics). Epigenomische
Daten bieten systembiologische Einblicke in die Funktion und Interpretation des uni-
versellen Genoms. Die strukturellen und funktionellen Informationen von Epigenom-
karten erdffnen neue Einsichten in die Nutzung genomischer Information in Zellen, in
Geweben, in Organen und im gesamten Organismus. Nahezu alle priméren regulato-
rischen Phanomene des Genoms, das An- und Abschalten von Genen (Transkription),
die Prozessierung von RNAs (Beginn und Ende der RNA-Synthese), die Geschwindigkeit
der RNA-Synthese, die Prozessierung von RNA (Splicing), die Modifikationen von RNAs
sind mittelbar oder unmittelbar mit epigenetischen Verdnderungen der DNA oder des
Chromatins verkniipft.

Mithilfe epigenomischer Daten kénnen nicht nur Gen-Einheiten praziser bestimmt
und klassifiziert werden, epigenomische Daten erlauben, die Funktion bislang unbe-
kannter DNA-Abschnitte zu klassifizieren (,,zu annotieren®). Man beginnt in groen
Epigenom-Programmen, wie ENCODE und IHEC, gerade einen Katalog neuer ,,regulato-
rischer DNA-Abschnitte® mithilfe epigenetischer Daten zu erstellen. Es erschliefen sich
hieraus neue Konzepte fiir die Genregulation in spezialisierten Zellen. So sind zellspe-
zifische Genschalter oft weit entfernt vom regulierten Gen. Die genaue genspezifische
Zuordnung erfolgt i) durch eine epigenetische Klassifizierung und ii) durch neue epi-
genomische Methoden, diese rdumliche Zuordnung im Zellkern abzubilden. Die rdum-
liche Verortung geschieht dabei durch sogenannte ,,conformation capture“-Analysen,
die wir im folgenden Abschnitt noch niher erklaren werden.
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Die noch relativ junge Epigenomik hat aber international bereits einen festen Platz
in der Biologie und der Medizin eingenommen. Die meiste Aufmerksamkeit erlangt die
Epigenomik zurzeit in der medizinischen Krankheitsforschung, der Entwicklungsbiolo-
gie, der Neurobiologie, der Ziichtungsforschung und der Stammzellforschung.

Kernfragen der Epigenomforschung

> Wie sind Genome und Gene in unterschiedlichen Zellen eines vielzelligen Organismus epigenetisch
programmiert und strukturiert?

» Welche Ubergreifenden epigenetischen Codierungen findet man im Genom einzelner Zellen und wo
unterscheiden sich diese zwischen Zellen?

> Welche Auswirkung hat die individuelle genetische Ausstattung auf die epigenetische Steuerung von
Genen?

» Wann und durch welche epigenetischen Prozesse werden Gene transkriptionell und posttranskriptio-
nell reguliert?

» Welche epigenetischen Verdnderungen sind im Verlauf von Erkrankung, Umweltveranderungen oder
Altern zu beobachten? Welche dieser Verénderungen sind zellspezifisch und welche sind in allen Zellen
zu beobachten?

» Wie verandern sich Genprogramme im Verlauf der Entwicklung und Differenzierung?

» Welche evolutiven Unterschiede epigenetischer Regulation findet man im Menschen im Vergleich zu
Modellorganismen?

Um die verschiedenen Ebenen und Daten der Epigenomik besser einordnen zu kénnen,
mochten wir zunéchst einige Kernmethoden der epigenomischen Analyse erldutern,
um dann auf die weitere Bedeutung epigenomischer Analysen einzugehen.

3.5.1 Kartierung von Histon-Modifikationen mithilfe von Chromatin-
Immunprizipitation und genomweiter Sequenzierung (ChIP-Seq)

Die Erfassung von epigenetischen Modifikationen entlang des Genoms erfolgt iiber die
Technik der Chromatin-Immunprizipitation. Diese wird seit circa 15 Jahren genutzt,
um Histon-Modifikationen im Chromatin des intakten Kerns genomweit zu lokalisie-
ren. Man benutzt hierzu Antikérper (AK), die spezifisch gegen epigenetische Modifika-
tionen von Histonen gerichtet sind. Zundchst wird Chromatin isoliert, fixiert und mit
AK ,,inkubiert”, die an die modifizierten Histone im Chromatin binden kénnen. Man
fragmentiert dann das an AK gebundene und chemisch fixierte Chromatin in klei-
ne, 1-2 Nukleosomen (200-400 Basen) umfassende Einheiten und extrahiert iiber ein
AK-spezifisches Selektionsverfahren die Nukleosomen, die den AK gebunden haben.
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Die DNA der angereicherten Nukleosomen wird dann isoliert und im Hochdurchsatz-
verfahren sequenziert. Die Verteilung der sequenzierten ChIP-DNA-, Fragmente* gibt
dann indirekt Auskunft, an welchen Stellen des Genoms die Modifikationen angerei-
chert vorlagen. Fiir eine umfassende Histon-Modifikationskarte wird die Erfassung
von sieben Histon-Modifikationen gemR IHEC-Standards als ausreichend angesehen,
um das Genom funktionell in aktive und inaktive Gene und Genschalter wie auch Be-
reiche ohne nachweisbare Genfunktion mit meist verdichtetem Chromatin einteilen
zu kdnnen. Spezielle computergestiitzte, integrierte Modellbildungen (ChromHMM)
erlauben es, durch Uberlagerung von Histonmodifikationen diese ,,Aktivitdtszustin-
de* zu verorten. Elektronische Kartierungshilfen, sogenannte , Epigenom-Browser®,
ermdglichen es dann, diese komplexen Datensitze an einem Vergleichs-Genom auszu-
lesen und visuell zu betrachten.

Die Kartierung von Histon-Modifikationen mithilfe von ChIP ist eine Schliisseltech-
nologie in der Epigenomik. Sie hat jedoch zwei methodische Einschrankungen, die zu
beachten sind: 1) Fiir die Erfassung eines kompletten Epigenoms benétigt man eine
ausreichend grofRe Menge (mindestens 1 Million) frischer, intakter Zellen. Da diese oft
nicht zu erhalten sind, beschrdnken sich ChIP-Seq-Analysen oft ,,nur* auf das Auslesen
von drei ,,aktiven Kern-Histonmodifikationen am Histon H3 (H3K4mel und H3K4me3,
H3K27Ac), mit denen man den Chromatinzustand an aktiven Genschaltern (an/aus)
auslesen kann. 2) Die ChIP-Technologie erfasst nur die relative Anreicherung oder Abrei-
cherung von Modifikationen an bestimmten Stellen des Genoms. Sie ist daher nur ein-
geschrinkt quantitativ. Eine vergleichende Bewertung von Histonmodifikations-Ver-
anderungen bedarf daher einer qualifizierten bioinformatischen Auswertung.

3.5.2 Kartierung von DNA-Methylierung durch Bisulfitsequenzierung

Nur circa zwei bis drei Prozent der Cytosine eines menschlichen Genoms sind
methyliert. Mithilfe der Bisulfit-Sequenzierung kann man diese Modifikation basenge-
nau lokalisieren. Eine chemische Umwandlung von DNA dient hier als Ausgangspunkt.
Nach dieser Umwandlung besteht die DNA fast nur noch aus den drei Basen Adenin,
Guanin und Thymin. Alle nicht methylierten Cytosine (C) (ca. 96%-97%) wurden zu
Thyminen (T) umgewandelt. 5-Methyl-Cytosin (5mC) wird jedoch nicht umgewandelt
und erscheint bei der Sequenzierung der umgewandelten DNA als Cytosin. Man kann so
die Position und die Anzahl der methylierten 5mC-Basen genau bestimmen. Bisulfit-Se-
quenzdaten werden an einem Referenzgenom orientiert und die Anzahl der methylier-
ten Cytosine und der nicht methylierten Cytosine bestimmt. Die Daten kdnnen dann in
einem Genome Browser visualisiert werden.
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DNA-Methylierungskarten bieten einen groRen funktionellen Informationsgehalt.
Die differentielle Musterbildung der DNA-Methylierung spiegelt in weiten Teilen die
Verteilung von aktiven und inaktiven Histon-Modifikationsmustern. Mit der entspre-
chenden Kenntnis von ChIP-Seg-Daten aus Referenzen (Zellen) lassen sich daher Zu-
stdnde indirekt zuriickverfolgen. DNA-Methylierungskarten sind technisch gesehen
robuster zu erstellen als ChIP-Seq-Daten, da DNA aus nahezu allen (auch gefrorenen,
getrockneten oder selbst mumifizierten) Zellen in ausreichender Menge gewonnen
werden kann.

Eine genomweite Bisulfitsequenzierung liefert sehr prizise und quantitative Daten.
Um dies zu erreichen, muss das Genom allerdings mindestens in einer 30-fachen Ab-
deckung sequenziert werden. Die genomweite Bisulfitsequenzierung (WGBSeq = Whole
Genome Bisulfite Sequencing) ist daher relativ kostspielig. In alternativen Ansitzen
wird daher auch teilweise nur ein repréisentativer Anteil (ca. 5% aller methylierten Cy-
tosine) durch RRBSeq (Restriction based Representative Bisulfite Sequencing) erfasst.
Beide Methoden, WGBS und RRBS, sind mittlerweile Routineanwendungen in der Epi-
genomkartierung.

3.5.3 Bestimmung offener Chromatinstellen

Kurze Abschnitte an Startstellen und Kontrollstellen aktiver Gene sind hiufig nicht
mit Nukleosomen besetzt. Diese ,,offenen Chromatinbereiche kann man mithilfe von
DNA-schneidenden Enzymen wie der Nuklease DNAse I oder modifizierten Transposa-
sen markieren. Hierzu ldsst man DNAse I oder die Transposase (,,Tagmentase”) in Zell-
kerne diffundieren, in denen Chromatin noch intakt vorliegt. An Positionen, die nicht
von Nukleosomen besetzt sind, wird die DNA von den Enzymen gespalten. Es entste-
hen so kurze DNA-Fragmente in diesen ,,offenen® Regionen, die iiber Next-Generation-
Sequenzierung (NGS) bestimmt werden. Die Zahl der sequenzierten ,,DNA-Fragmente*
in bestimmten Genomabschnitten gibt dann Auskunft tiber die Verteilung offener
Chromatinstrukturen im Genom. Durch Uberlagerung dieser Daten mit ChIP-Seq-Da-
ten erhdlt man direkte Auskunft tiber den Zustand von genregulatorischen Bereichen:
offen oder geschlossen, aktiv oder nicht aktiv. Die Kartierung offener Chromatin-Ab-
schnitte wird zunehmend zu einer wichtigen Technik der Epigenomik. Sie liefert
schnelle Einsichten in genregulatorische Verdnderungen in medizinisch orientierten
Forschungsfragen. ,,ATAC-Seq", eine Methode, die eine Transposase nutzt, erhilt seit
einiger Zeit besonders viel Zuspruch, da sie einfach anzuwenden ist und zudem mit
kleinsten Zellzahlen durchfiihrbar ist.

57


https://doi.org/10.5771/9783845270838-38
https://www.inlibra.com/de/agb
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

58 Jdrn Walter, Anja Hiimpel

3.5.4 Vermessung der Chromosomenanordnung in Zellen

Fiir viele ,,offene” Chromatin-Abschnitte ist klar, dass sie wichtige regulatorische Funk-
tionen haben, es ist aber unklar, welches der in der Ndhe liegenden Gene von diesen Ele-
menten aus gesteuert wird. Es zeigt sich immer mehr, dass regulatorische Elemente mit
offenen Chromatin-Abschnitten nicht immer fiir die Regulation des nichstliegenden Gens
genutzt werden, sondern weit entfernte Gene steuern. Die Konformation (d. h. die raumli-
che Zuordnung von Genen im Zellkern) und deren regulatorische Schalter kénnen nur di-
rekt im Zellkern analysiert werden. Durch sogenannte ,,conformation capture*“-Methoden
(wie z. B. Hi-Seq und 3C-Seq) kann man ermitteln, wie die rdumliche Regulation im Zell-
kern stattfindet. Die Methoden sind experimentell komplex und sind kostenintensiv, da
sie eine groRe Sequenzierungstiefe verlangen. Sie wurden daher zunichst nur fiir kleine
Genome von Modellorganismen angewandt, haben aber in jiingster Zeit auch den Einzug
in die humane Epigenomforschung gefunden. In den USA wurde gerade ein eigenes For-
schungsprogramm ,,4D-Nucleome* aufgelegt, in dem die rdumliche und zeitliche Ausrich-
tung von Chromosomen und Genstrukturen aufgekldrt werden soll.

3.5.5 Funktionelle Interpretation durch RNA-Seq

Die funktionelle Interpretation epigenomischer Daten (Histone, DNA-Methylierung,
offenes Chromatin, Chromatin-Interaktionen) benétigt in jedem Fall die genaue Kennt-
nis des Expressionszustandes des Genoms. Die Ermittlung der gesamten RNA-Tran-
skriptions-Einheiten des Genoms, angefangen von den vielen Formen kleiner RNAs
iiber lange, nicht codierende RNAs bis zu den gespleifSten RNA Varianten ist eine un-
abdingbare Voraussetzung fiir eine umfassende biologische Bewertung epigenetischer
Verdnderungen. Alle modernen epigenomischen Projekte nutzen hierzu NGS-basierte
RNA-Seq-Technologien. Der Trend geht hier zunehmend in Richtung Einzellsequenzie-
rung, um unter anderem die Heterogenitit von Zellen und in Geweben zu bestimmen.
Welche zusitzlichen Informationen bieten epigenomische Daten, um die Expression
von Genen und Genomen besser zu verstehen?

> Epigenetische Daten tragen dazu bei, RNA-Transkriptionseinheiten im Genom pra-
ziser zu annotieren.
Sie geben Hinweise fiir die Entstehung und Regulation von RNA-Transkriptvarianten.
Sie helfen, zellspezifische Regulationsebenen und Regulationsmechanismen der
zellspezifischen Steuerung von Genen zu identifizieren.

» Sie ermdglichen es, genomische Ursachen von Expressionsvariation und Fehlregu-

lation zu verorten.
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3.5.6 Epigenomik und Bioinformatik (Computational Epigenomics)

Der Auswertung der groen NGS-Datenmengen, die durch Epigenomanalysen entste-
hen, kommt eine zentrale Bedeutung zu. Fiir die Auswertung dieser komplexen Daten
hat sich ein eigener bioinformatischer Bereich der Computational Epigenomics eta-
bliert. Epigenomdaten sind eine extrem reiche Quelle fiir viele weiterfiihrende verglei-
chende und systembiologische Analysen (Robinson, M.D/Pellizola, M., 2015).

Fiir die Auswertung epigenomischer Daten nutzt man eine Reihe modellbildender
und statistischer Verfahren. Dies birgt die Gefahr von Datenverzerrungen, die zu feh-
lerhaften Interpretationen fithren kénnen. Eine transparente Darstellung der Rohda-
ten und der genutzten Auswerteverfahren ist daher von zentraler Bedeutung fiir die
Bewertung epigenomischer Daten. Zu beachten ist dabei, dass die Nutzung epigenomi-
scher Daten bereits auf einer hdheren Analyseebene ansetzt und hier Datenverzerrun-
gen schwerwiegende Konsequenzen haben kénnen. Die Abfolge epigenomischer Daten-
auswertung beinhaltet folgende generelle Schritte:

Nach einer qualitativen Bewertung epigenomischer NGS-Rohdaten werden diese
entlang eines Referenz-Genoms verortet ,,priméar kartiert”. Im nichsten Schritt wer-
den die kartierten Sequenzdaten sekundir epigenetisch , klassifiziert”, das heift, die
in den Primirsequenzen enthaltenen epigenetischen Modifikationsinformationen
werden extrahiert und genauen Basen (DNA-Methylierung) oder Genomabschnitten
(ChiP-Seq, RNA-Seq, HiSeq, ATAC-Seq) zugeordnet. Die epigenomischen Primér- und Se-
kundér-Daten werden in 6ffentlichen Datenbanken wie dem European Genome Archive
(EGA) oder dem European Nucleotide Archive (ENA) gespeichert. Sie sind dort direkt
abrufbar, aber kdnnen auch in Form von annotierten Genom-Listen abgerufen und fiir
weitere ,,integrierte, funktionelle” Analysen genutzt werden. Dariiber hinaus werden
sie zu Genom-Browsern ,verlinked“ und sind visuell inspizierbar. Auf der nédchsten
Ebene werden durch vergleichende Analysen prozessierte Epigenomdaten zusammen-
geflihrt, um Unterschiede zwischen Zelltypen, Zellstadien, kranken und gesunden so-
wie jungen und alten Zellen/Geweben bestimmen zu kénnen. Die Datensitze fiir sol-
che Vergleiche werden in naher Zukunft in Epigenom-Daten-Servern wie zum Beispiel
DEEP-BLUE nutzergerecht abrufbar sein.

3.5.7 Epigenomik: Von den Anfidngen bis zur Anwendung

Die Ergebnisse der ersten Epigenomik-Projekte der EU (Programm HEROIC) und des
National Institutes of Health (NTH) in den USA (Programm ENCODE) verdeutlichten
das groRe Potenzial dieses neuen Forschungsfeldes fiir die funktionelle Genomfor-
schung. Im Jahr 2009 wurde daraufhin das Internationale Humane Epigenomkon-
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sortium THEC gegriindet mit dem Ziel, genomweite Kartierungen durch NGS (Next
Generation Sequencing) als Standard zu etablieren. Neben zwei groRen US-amerika-
nischen Programmen (ENCODE 2, EPIGENOME ROADMAP) wurden groRe Programme
in Europa, Deutschland, Kanada, Japan und Korea, Hongkong und Singapur gestar-
tet.

Analysen der ersten 111 Epigenome und 2.800 Datensitze verdeutlichen eine Rei-
he neuer Erkenntnisse im Bereich der Krankheitsforschung (Roadmap Epigenomics
consortium et al., 2015). Mittlerweile sind im IHEC-Portal (http://epigenomesportal.
ca/ihec/) iiber 7.200 einzelne Datensitze und 300 volle Epigenome frei fiir die For-
schung zugédnglich. Dieses bislang umfangreichste Kompendium epigenetischer Daten
in menschlichen Zellen kann nun fiir neue systematische Analysen in der biomedi-
zinischen Forschung genutzt werden. IHEC hat bereits erste bioinformatische Werk-
zeuge fiir solche {ibergreifenden integrativen Analysen erarbeitet. Nationale Initia-
tiven, wie das deutsche Bioinformatik Netzwerk de.NBI (www.denbi.de), werden als
Multiplikatoren fiir solche Analysen in der Biomedizin wirken. Viele Arbeitsgruppen
im IHEC-Netzwerk arbeiten intensiv an der Entwicklung immer besserer Technolo-
gien fiir epigenomische Analysen. Im Vordergrund stehen hier Ansitze, Epigenome
von wenigen oder gar einzelnen Zellen erstellen zu kénnen, neue bislang unerreichte
Modifikationen erfassen zu kénnen und die Nutzung epigenetischer Information in
der Raum-Struktur des Zellkerns (3D-Epigenomik) besser zu erfassen. Neben diesen
grundlegenden methodischen Entwicklungen werden in Zukunft krankheitsrelevan-
te Epigenomdaten und Aspekte umweltbedingter Erkrankungen in den Fokus von
IHEC-Initiativen riicken.

Die Mehrzahl epigenetischer Studien wird in naher Zukunft - trotz der rasanten ex-
perimentellen Fortschritte in der Einzelzell-Epigenomik - auf komplexe Gemische von
Blutzellen als Ausgangsmaterial fiir epigenetische Reihen-Untersuchungen zuriick-
greifen miissen. Epigenom-Daten, wie sie beispielsweise die IHEC-Initiative zur Verfii-
gung stellt, bieten hierzu niitzliche Referenzdaten. Anhand der epigenetischen Eigen-
muster der wichtigsten Blutzellen kénnen die komplexen epigenetischen Muster der
Blutzellgemische besser unterschieden und die variable Zusammensetzung der Zellty-
pen in individuellen Blutproben epigenetisch bestimmt werden. Dies erlaubt es, die bio-
logisch wichtigen, individuellen und umweltbedingten epigenetischen Unterschiede zu
ermitteln und zu bewerten. In jiingster Zeit wurde eine Reihe solcher neuen bioinfor-
matischen Dekompositions- bzw. Dekonvolutions-Methoden entwickelt. Es zeigt sich,
dass ihre Anwendung eine viel prizisere Interpretation epigenetischer Unterschiede
ermdglicht (Kim et al., 2016). Dies wird erheblich zu Verbesserung der Bewertung epige-
netischer Phanomene beitragen (siehe Abschnitt 3.7).
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Vergleiche von Epigenom-Daten bieten exzellente Informationen iiber die Entste-
hung und Entwicklung von Zellen, Geweben und Organen. Viele Befunde deuten an,
dass sich langfristige entwicklungsbiologische Verdnderungen tief in epigenomischen
Eigenmustern manifestieren und sich Zwischen- und Endzustidnde entwicklungsdyna-
mischer Prozesse ableiten lassen. Dies gilt sowohl fiir die Entwicklung von Organismen
als auch fiir die Ausbildung spezialisierter Zellen im Verlauf des Lebens, zum Beispiel
die Bildung von Blut- und Immunzellen oder die Regeneration von Leber- und Hautzel-
len, um nur einige Beispiele zu nennen.

Von besonderer Bedeutung sind vergleichende epigenomische Analysen in der Ur-
sachenforschung von komplexen, multikausalen Erkrankungen. Das prominenteste
Beispiel ist die Krebsforschung. Hier ist seit ldingerem bekannt, dass die Transformati-
on von Krebszellen mit epigenetischen Verdnderungen einhergeht. Unterschiedliche
Krebstypen weisen krebsspezifische epigenomische Veranderungen auf (Weisenberger,
2014; Hovestadt et al., 2014). Auch wenn die Ursachen und die Reihenfolge epigenetischer
Verdnderungen in Krebszellen noch nicht abschlieRend verstanden sind, liefern epige-
netische Daten bereits heute einen wichtigen Beitrag fiir die differenzielle Diagnostik
und Behandlung von Krebserkrankungen. In einigen Krebsarten scheinen epigenetische
Umbauvorginge die treibende Kraft in der malignen Transformation zu sein, wihrend
in anderen Krebsarten die epigenetischen Verdnderungen als Folge genetischer Verdn-
derungen erfolgt. Die Genom-Sequenzierung vieler Krebsarten im Rahmen von TCGA
und ICGC zeigt, dass viele Krebsarten gehduft Mutationen in Enzymen aufweisen, die
epigenetische Prozesse in der Zelle kontrollieren. Die gemeinsame Betrachtung von ge-
netischen und epigenetischen Verdnderungen ist zu einem festen Bestandteil der Krebs-
forschung geworden. Erste epigenomische Diagnostik- und Therapieansitze haben den
Sprung in die Anwendung bereits geschafft, andere stehen vor der klinischen Zulassung.

Ein weiterer Kernbereich der krankheitsorientierten Epigenomforschung sind chro-
nische Erkrankungen. Man geht davon aus, dass in komplexen chronischen Erkrankun-
gen wie Rheuma, Diabetes, Herzinsuffizienz und Adipositas epigenetische Regulations-
programme in vielen Zelltypen nachhaltig gedndert sind. Einige dieser Fragen werden
im deutschen Epigenom-Netzwerk DEEP an menschlichen Leber-, Fett- und Immun-
Zellen zurzeit untersucht.

Epigenomische Daten werden aber auch zunehmend fiir das Monitoring von bio-
technologischen Prozessen an Zellen genutzt. Im Vordergrund stehen hier die Quali-
tatskontrolle sowie die verbesserte Gewinnung und Nutzung von Zellen, vornehmlich
Stammzellen. Epigenetische Prozesse spielen bei der Reprogrammierung von Stamm-
zellen eine zentrale Rolle und geben Auskunft {iber die Qualitdt der durchgefiihrten

Prozesse.

61


https://doi.org/10.5771/9783845270838-38
https://www.inlibra.com/de/agb
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

62 Jorn Walter, Anja Hiimpel

3.5.8 Datenschutz in der Epigenomik

Aufgrund des tiefgehenden genetischen und epigenetischen Informationsgehaltes epi-
genomischer Daten muss sehr sensibel mit diesen Daten umgegangen werden: Fragen
nach den ethischen und rechtlichen Aspekten zur Privatheit im Verhiltnis zur Nut-
zung dieser epigenetischen Information miissen diskutiert werden (Dyke et al., 2015).
Wir kénnen heute noch nicht abschitzen (aufgrund fehlender Fallzahlen und Ver-
gleichsgroRen), ob epigenomische Daten nachhaltige Spuren einer persdnlichen epige-
netischen Anpassung an Lebensumstinde und damit auch Lebensstil enthalten. Man
beobachtet aber, dass, wie oben bereits diskutiert, das Lebens- und das Zell-Alter eine
direkte Auswirkung auf epigenetische Muster hat. Die Epigenomkartierung wird hier
noch eine Reihe neuer Erkenntnisse fiir die sehr intensiv diskutierte Frage bieten, in-
wieweit die Umwelt unsere Genfunktion nachhaltig prigt und beeinflusst. Die tech-
nischen Méglichkeiten fiir eine solche umweltbezogene epigenetische Diagnostik von
personlichen Merkmalen sind bereits vorhanden. Die Interpretation der Datenfiille
setzt hier allerdings noch enge Grenzen. Die Komplexitit der Daten schafft eine Fiille
von oft widerspriichlichen Interpretationen, die nur mithilfe komplexer informatischer
Bearbeitung in medizinisch relevante Aussagen transformiert werden kann. Es ist aber
heute bereits klar, dass die personenbezogene genetische Diagnostik der Zukunft nicht
ohne Epigenetik auskommen wird. DNA-Methylierung ist eine zentrale Ebene der Ana-
lyse, da sie am einfachsten zu detektieren und quantitativ zu bewerten ist.

3.5.9 Perspektiven der Epigenomforschung

Die Epigenomik ist eine Kerndisziplin fiir die funktionelle Genomforschung und wird
wie oben angefiihrt in vielen Bereichen der modernen Biomedizin und Biotechnologie
genutzt, um neue Hypothesen, Methoden und Verfahren zu entwickeln. Die Epigeno-
mik verfolgt zunehmend einen integrierten, systembiologischen Ansatz und erwei-
tert unser Verstidndnis der Genomnutzung im Organismus um ein Vielfaches. Mit dem
weltweiten Programm IHEC und der deutschen Beteiligung DEEP wurde ein exzellen-
ter Anfang gemacht, diese sehr innovative Forschung sehr schnell zu etablieren. Um
mit den schnellen experimentellen und bioinformatischen Entwicklungen auf diesem
Forschungsfeld international Schritt halten zu kdnnen, muss die Epigenomforschung
nachhaltig in der Biomedizin und der Biotechnologie verankert werden.
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3.6 Epigenetik und Anpassung

Die Tatsache, dass die Gene eines Individuums auf Umweltreize und Lebensfithrung
reagieren, wird seit langem beobachtet. Die unterschiedliche genetische Grundaus-
stattung jedes Organismus bietet zudem einen individuellen Antwortrahmen auf Um-
weltreize. Man spricht mittlerweile hdufig von einer epigenetischen Anpassung. Dieser
Begriff wird zudem oft in einen Zusammenhang mit Neo-Lamarckismus gestellt und
suggeriert eine Art individuell ausgerichtete, programmierte Anpassung des Organis-
mus an verdnderte Lebensbedingungen. Zwei Aspekte werden hier hiufig aufer Acht
gelassen. Erstens, epigenetische Prozesse dienen primir der Steuerung von Entwick-
lung und der Aufrechterhaltung von Lebensfunktionen (Gesundheit und Altern), das
heif3t, epigenetisch gesteuerte Entwicklungsprozesse sind ursichlich genetisch de-
terminiert und nur begrenzt variabel. Und zweitens, es gibt nur wenig Hinweise, dass
Umwelteinfliisse gezielt und direkt eine epigenetische Variation individueller Zellpro-
gramme erzeugen und nicht die umweltbedingte Reaktion eine sekundére epigeneti-
sche Reaktion auslst.

Unbenommen der Frage einer Ursichlichkeit wird das AusmaR epigenetischer An-
passungsfahigkeit primar von der individuellen genetischen Ausstattung und Variati-
on abhdngen. Unser gegenwirtiger Kenntnisstand zeigt, dass epigenetische Prozesse
genetische Spielrdume modulieren - es entstehen aber keine neuen Ebenen der Regu-
lation. Es ist daher immer zunichst zu hinterfragen, ob die beobachtete epigenetische
Verdnderung ihre Ursache oberhalb der Gensequenz hat oder doch gekoppelt an Gen-
varianten erfolgt.

Epigenetische Steuerung ist dabei nicht nur als ein Aus- oder Anschalten von Genen
zu betrachten, sondern fiir viele Beispiele individueller Variation als ein Prozess der
begrenzenden Modulierbarkeit genetischer Information. Epigenetische Modifikationen
bestimmen quasi den Nutzungsrahmen der genetischen Information. Als Folge dessen
ist es bedeutsam, epigenetische Phdnomene aus dem Blickwinkel einer quantitativen
Biologie zu betrachten.

Daneben gibt es eine Reihe von genetisch gesteuerten, entwicklungsbiologisch fest-
gelegten epigenetischen Phdnomenen, wie die elterliche Pragung von Genen (,,Geno-
mic Imprinting“) oder die Stilllegung eines der beiden X-Chromosomen bei Frauen. Fiir
beide Phinomene gilt, dass die Entwicklung des Organismus zwingend an eine genau
geregelte, festgelegte epigenetische Steuerung gekoppelt ist. Die bei Imprinting und X-
Inaktivierung auftretenden epigenetischen Stérungen fithren entsprechend zu starken
biologischen Konsequenzen wie syndromale Erkrankungen.
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3.7 Konzepte epigenetischer Vererbung im Menschen

Ein Grundcharakteristikum der Epigenetik ist ihre Vererbbarkeit, das heif3t eine iiber
Zellteilungen hinweg erfolgende, stabile Weitergabe fester epigenetischer Markierun-
gen. Im Gegensatz zu echten Mutationen sind epigenetische Modifikationen (,,Epi-
mutationen”) jedoch umkehrbar und kénnen (gezielt) wieder geldscht werden. Die
Vererbbarkeit epigenetischer Modifikationen (Histon-Modifikationen und DNA-Methy-
lierung) tiber Mitosen hinweg ist zweifelsfrei ein Kernmerkmal aller mehrzelligen Or-
ganismen. Die Vererbung tiber die Keimbahn und die haploiden Keimzellen ist dagegen
nicht fiir alle Organismen zweifelsfrei nachgewiesen. Im Menschen gibt es - mit Aus-
nahme des ,,Genomic Imprintings* - keine klaren Beweise fiir regulér vererbte epige-
netische Effekte durch die Keimbahn (Heart und Martienssen, 2014). Vieldiskutierte Be-
obachtungen und Berichte transgenerationaler Effekte beruhen auf Interpretationen
weniger empirischer Erhebungen (z. B. Kirchenregister und Krankheitsstatistiken wie
im Fall der ,,Overkalix-Studie*). Das hiufig zitierte Beispiel transgenerationaler Verer-
bung eines epigenetischen Zustandes am ,,viable yellow*“-Gen von Agouti-Mausen?® zeigt
bei genauer Betrachtung, dass hier epigenetische Programme eng an eine genetische
Verdnderung und den genetischen Hintergrund der Tiere gekoppelt sind (Whitelaw/
Whitelaw, 2006). Trotzdem werden diese Beispiele immer wieder bemiiht, neue grund-
legende Konzepte der Vererbbarkeit epigenetischer Umweltanpassung im Menschen
zu postulieren, im Extremfall sogar tiber mehrere Generationen hinweg. Bislang ha-
ben diese - {iberdies hiufig neo-lamarckistisch interpretierten - Szenarien adaptiver
,Epimutationen bei genauerer Priifung oft nur eine sehr diinne Datenbasis. Eine sehr
bemerkenswerte neue Studie in der Maus (Huypens et al., 2016) bringt hier neue Er-
kenntnisse. Sie zeigt, dass die Anlage zur Fettleibigkeit und Diabetes {iber die Keimbahn
vererbt werden kann. Ausléser der Anlage ist eine erndhrungsbedingte Fettleibigkeit
und Insulin-Resistenz der Eltern. Die sehr gut konzipierte Studie legt den Schluss nahe,
dass es sich um ein tiber die Keimbahn vererbtes ,,epigenetisches” Signal handeln muss,
dessen molekulare Grundlage aber noch ungeklart ist. Es bleibt also festzustellen, dass
die Hinweise einer in der Elterngeneration induzierten Vererbbarkeit von epigenetisch
gesteuerten Merkmalen noch zu gering sind, um hier zu einem abschlieBenden Urteil
kommen zu kénnen.

8 Die Agouti-Miduse tragen eine spezielle Variante namens ,,agouti viable yellow (avy) eines Fellfarbe
bestimmenden Gens. Je stirker dieses Gen methyliert ist, desto dunkler ist die Fellfarbe - und desto
gesiinder ist die Maus. Eine Supplementierung der Erndhrung mit methylierenden Molekiilen wie Me-
thionin, Folsdure und Zink der Miitter fiihrt zu stirker methylierten avy-Genen der Nachkommen
sogar bis in die Enkelgeneration. Dieses Experiment wird oft als Beispiel fiir den epigenetisch-vermit-
telten Einfluss des Lebensstils auf die Gesundheit der ndchsten Generation(en) herangezogen.
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Gegen eine prinzipielle Vererbung von erworbenen epigenetischen ,,Eigenschaften®
aus der Keimbahn spricht dabei die Tatsache, dass nach der Befruchtung bereits wah-
rend der ersten Phase der Embryonalentwicklung das epigenetische Programm der
Keimzellen komplett umgebaut wird, das heift, es kommt zu einem weitgehenden L6-
schen spontan auftretender epigenetischer ,,Fehler* der Keimzellen. Es gibt Beispiele,
die zeigen, dass zum Beispiel ein falsches Setzen oder Léschen von ,,Genomic Imprints*
zu nachhaltigen Erkrankungen fiihrt. Jedoch wirkt sich diese Verdnderung nur in der
ersten Generation aus. Hinweise fiir eine tatsichliche epigenetische Vererbung tiber
mehrere Generationen sind bislang wenig tiberzeugend dokumentiert.

Unbestritten ist die Tatsache, dass die elterlichen Genome durch Faktoren des ma-
ternalen Eizytoplasmas eine individuelle epigenetische Ausprigung von Genen erhal-
ten kdnnen. Die Wirkung von Mitochondrien, kleiner RNA und bestimmten Modifi-
kationen von Proteinen, die tiber das Eizellplasma mit den elterlichen Chromosomen
in Kontakt oder Wechselwirkung treten, kénnte diesen nachhaltigen Einfluss auf die
Genregulation ausiiben.

Im Gegensatz zum Menschen scheint in Pflanzen eine transgenerationelle epigene-
tische Vererbung eine gréRere Bedeutung zu haben. In Pflanzen gilt die Méglichkeit
der Vererbung erworbener epigenetischer Verdnderungen tiber Generationen hinweg
als gesichert. Einige dieser Phdnomene sind zudem molekular nachgewiesen (Hender-
son/Jacobsen, 2007). In Pflanzen kommt es im Gegensatz zu Tieren zu keiner komplet-
ten Léschung epigenetischer Modifikationen in den Keimzellen. Einige der erworbenen
epigenetischen Verdanderungen kénnen tiber Generationen hinweg erhalten bleiben.
Carl von Linné und Goethe beschrieben bereits vor {iber 250 Jahren eine Mutante des
Loéwenmiulchens (verdnderte Bliitenform), die sich letztendlich nur durch eine Epimu-

tation vom nichstverwandten Léwenmaulchen unterscheidet (Cubas et al., 1999).

3.8 Perspektiven epigenetischer Forschung

Die Epigenetik hat in vielen Bereichen Einzug in die Biomedizin und in die rote und
griine Biotechnologie gehalten. Epigenetische Mechanismen und epigenetische Daten
spielen eine zunehmende Bedeutung in der Grundlagenforschung. Epigenetische Pro-
zesse erdffnen neue Moglichkeiten der direkten Anwendungen vor allem im Bereich
des molekularen Monitoring (Diagnose, Qualitédtskontrolle, Ziichtung) und der Pro-
zessbeeinflussung (Wirkstoffe, neue Therapieformen). Epigenomische Daten erschlie-
Ren verschiedene Ebenen der zellspezifischen Regulation und damit eine ziel- (zell-)
und personenbezogene Diagnostik komplexer Erkrankungen. Die Epigenetik ist eine
Kerndisziplin der Systembiologie und der System-Medizin. Integrierte epigenetische
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Analysen erméglichen eine systemische Betrachtung und ein neues Verstdndnis von
komplexen Prozesssteuerungen im Verlauf von Vererbung, Entwicklung, Alterung, or-
ganischer Verdnderungen und Erkrankungen.

In der Gesundheitspravention, der Psychologie und den Sozialwissenschaften wer-
den epigenetische Mechanismen bereits heute als personlichkeitsbeeinflussende Fak-
toren diskutiert. Der Diskurs beruht allerdings auf sehr wenigen konkreten Daten. So
werden wenige Beispiele, meist von Modellorganismen, herangezogen, um Argumen-
tationsketten aufzubauen, die sich dann auf Daten der empirischen Biologie wie die
,Dutch Hunger“-Winter-Studie oder die ,,Overkalix-Studie* beziehen. Die molekula-
ren Daten zu diesen Studien sind allerdings entweder nicht vorhanden oder nur sehr
eingeschrinkt bewertbar. Dies gilt fiir eine Reihe empirischer Studien, in denen die
angewandten epigenetischen Methoden oft nicht den gegenwirtigen Standards ent-
sprechen beziehungsweise die Daten sehr gewagt interpretiert werden. Die beobach-
teten molekularen Verdnderungen sind héufig sehr klein und zudem meist statistisch
iberbewertet. Vergleichende Untersuchungen sollten in Zukunft auf eine breite und
solidere experimentelle und informatische Basis gestellt werden.

Generell ist im Umgang mit epigenetischen Daten und ihrer Interpretation sehr
umsichtig vorzugehen. Es besteht durchaus die Méglichkeit, dass epigenetische Daten
Informationen zum Lebensstil des Menschen widerspiegeln. Epigenomische Daten soll-
ten daher mit Sorgfalt interpretiert und bewertet werden, um Stigmatisierungen zu
vermeiden.

In Zukunft sollte der Epigenetik und epigenetischen Konzepten ein groRerer Stel-
lenwert in aktuellen (natur-)philosophischen und gesellschaftswissenschaftlichen
Diskursen zu humanbiologischen Fragen eingerdumt werden. Es ist dabei wichtig, ein
starkes Augenmerk auf die Grundlagen epigenetischer Daten und die aus ihnen abgelei-
teten Theorien zu legen.
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