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1. Einleitung

Auf dem Planeten Erde herrscht eine kaum zu erfassende Artenvielfalt verschiedener
Organismen, die in Form, Farbe, Konsistenz, Verhalten und vielen anderen Merkmalen
variieren. Aber alle lebende Materie hat eine Gemeinsamkeit — den zellularen Bauplan, der
zur Beschaffenheit fuhrt, die diesem Plan folgt. Namen dafir sind Gene, Erbgut, DNA,
u.v.m. 1865 begann durch Gregor Mendel die Geburtsstunde der Genetik, dessen
Vererbungsregeln auch im Schulunterricht des 21. Jahrhunderts gelehrt werden (NGFN,
2014). Etwa ein Jahrhundert spater (1953), entdeckten James Watson und Francis Crick
die Struktur der Baupléane — die DNA liegt in Form einer Doppelhelix vor (NGFN, 2014).
1965 schliel3lich, 22 Jahre spéater entschliisselten Heinrich Mathaei und Severo Orchoa den
genetischen Code dieser Doppelhelix und der Grundstein fiir weitere genetische

Forschungen wurde somit gelegt (NGFN, 2014).

Genetik ist im Bereich der Lebenswissenschaften, auch Life Sciences genannt, das
Fundament, aus dessen Perspektive ein Blick auf den Menschen mit seinen Erbanlagen
und weiteren Entwicklungen gebildet wird. Epigenetik wird in diesem Zusammenhang als
,aulerhalb der konventionellen Genetik® (Graw, 2006, S. 510) bezeichnet. Die
Fachbereiche der Lebenswissenschaften bestehen aus Biomedizin, Biochemie,
Ernahrungswissenschaften, Medizin, Pharmakologie, u.v.a. (Deutsche UNESCO-
Kommission e.V., 2016). In Zusammenarbeit mit der WHO werden Themen zur Gesundheit
des Menschen und die Erndhrungsversorgung behandelt (Deutsche UNESCO-Kommission
e.V., 2016). Bei den Gesundheitsthemen spielt die Untersuchung der genetischen Anlagen
menschlicher Organismen als Quelle von Gesundheit und Krankheit eine herausragende
Rolle. Was den neuen Bereich der Lebenswissenschaften charakterisiert und welche
Erkenntnisse aus den aktuellen Forschungen gewonnen werden kdnnen, folgt in den

nachsten Kapiteln.

In dieser Arbeit ist Wandel mit Veranderung zu umschreiben, die sich in und durch die relativ
junge Lebenswissenschaft vollzient. Es werden anhand verschiedener Experimente
namhafter Forscher! auch auf molekularer Ebene Kenntnisse und Beweise beschrieben,
wie dynamisch epigenetische Programme und Prozesse sind und inwiefern die
Umwelteinflisse auf verschiedene Organismen einwirken. Aber auch die Vererbung
beeinflusst die genetische Ausstattung durch Weitergabe von “Schaltplanen” von Vorfahren

auf ihre Nachkommen. Nature vs nurture ist in der Epigenetik genauso das Grundthema,

1 Zu Gunsten der besseren Lesbarkeit der Arbeit, wird auf das Hinzufligen der weiblichen Formen (z.B. durch
das Binnen-I) verzichtet. Selbstverstandlich schliel3t die Nennung der mannlichen Form die weibliche mit ein.
Wenn es sich um eine explizit weibliche Form handelt, wird diese kenntlich gemacht.
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wie in der herkbmmlichen Genetik. Jedoch werden erganzend zur Genetik durch neue
Entdeckung in der Epigenetik einige Erklarungen und Beweise zu verschiedenen
Phanomenen ermittelt, die sich durch die bloRRe Genetik bisher nicht erklaren lieRen. Als
Beispiel wird in Kapitel 3.2.1 erlautert, wieso sich aus zwei vollig erbgleichen Bienenlarven

zwei sehr unterschiedliche Individuen entwickeln konnen.

Die menschliche Sehnsucht nach der vollstandigen Entschlisselung des eigenen
Ursprungs und nach der Selbsterkenntnis, den eigenen Organismus physisch und
psychisch vollkommen zu durchdringen befeuert die natur- und geisteswissenschaftlichen
Disziplinen heute genauso intensiv, wie zu deren Entstehung. Nun hat sich ein essentieller
Teilbereich der Genetik gebildet, um die beiden Komponenten miteinander zu vereinbaren:
Die Epigenetik, die Kérper und Geist als Gesamtorganismus verbindet und Einfluss auf alle
Bereiche eines menschlichen Wesens zu haben scheint. Das bedeutet, dass epigenetische
Programme sowohl auf die Gesundheit des menschlichen Kérpers und/oder dessen Psyche
Einwirkungen haben kénnen. Beispielsweise sollen Traumata den epigenetischen Code so
verandern, dass Betroffene an Depressionen leiden und gar suizidal werden kénnten
(Carey, 2011). Natdrlich hangt die psychische Gesundheit auch vom physischen
Stoffwechsel im Gehirn ab, aber dass Dispositionen zur geistigen Befindlichkeit auch vor
allem im Hinblick auf Stressresistenz durch die epigenetische Codierung variabel verander-
und vor allem vererbbar sind, ist hoch aktuell. Dies wurde bereits in einigen Experimenten
mit Ratten und Mausen nachgewiesen (Carey, 2011) und es besteht fir Wissenschaftler
die Vermutung, dass sich dies auch auf den menschlichen Organismus Ubertragen liel3e.
Mit herkdmmlicher Genetik wéare diese (De-)Aktivierung einzelner Komponenten eines

Schaltplanes nicht erklarbar gewesen.

In Abschnitt zwei dieser Arbeit wird eine begriffliche Einflhrung vorgeschaltet, um den
Leser mit einigen Grundbegriffen und Prozessen im Bereich der Genetik und Epigenetik
vertraut zu machen, auf den er wahrend des Lesens der Arbeit zurtckgreifen kann.
AnschlieRend ist die Arbeit in zwei grofe Themenbereiche geteilt, die die Vererbung in
Abschnitt drei thematisiert. Zunéachst wird die Vererbung in der Overkalix-Studie dargestellt.
Die Studie beweist, dass der eigene Organismus unter Fehlerndhrung und dem Zufiihren
von Noxen? geschadigt wird. Daflr existieren schon vielfaltige Belege: Die Muster unseres
ungesunden Verhaltens werden als eine Art Blaupause der Codierung auf die nachsten und
Ubernachsten Generationen wie eine Art Schaltplan tbertragen (Kegel, 2012). Es folgt eine
epigenetische Thematisierung der Zwillingsforschung und daran anschlieRend wird das

Humanepigenomprojekt vorgestellt. Im Weiteren soll der aktuelle Stand der Forschung

2 Noxen = Schadstoffe



prasentiert werden, auf dessen Grundlage ein Ausblick gegeben wird, z.B. welche

Maoglichkeiten sich daraus fur die weitere medizinische Forschung ergeben.

Der zweite grof3e Themenblock beschéftigt sich mit Epigenetik und dem Einfluss der
Umwelt am Beispiel der Honigbiene, der Vererbung durch ein Experiment mit dem agouti-
Gen an Mausen und der Wirkung von epigenetischer Medikation auf epigenetische
Prozesse. Diese werden durch den aktuellen Stand der Forschung zur Methode des Gene-
Silencing anhand der neurodegenerativen Krankheit Chorea Huntington dargestellt.
AuBerdem werden die ersten Ansatze, diese bisher nicht heilbare Erbkrankheit

medikament®s zu therapieren, vorgestellt.

Abgerundet wird die Arbeit durch ein Fazit Gber den Wandel des Bewusstseins in Bezug
auf die Auswirkungen menschlichen Handelns auf das Erbgut und dass bereits in der
Schule begonnen werden sollte, die Epigenetik nachhaltig zu thematisieren und bisherige
Themen, wie die Mendel’sche Erblehre, aus dem Lehrplan zu streichen, um Raum fir

aktuelleres zu schaffen.



2. Definition wichtiger Begrifflichkeiten im Forschungsfeld der
Genetik und Epigenetik

Zu Beginn ist es von Vorteil, den Unterschied zwischen Epigenetik und Genetik
darzustellen, um den Wandel und die Verdnderung seit der Entdeckung der Epigenetik
nachvollziehen zu kénnen. Epigenetik ist die Anderung in der Genexpression, bei der die
Basensequenzen unverandert bleiben (Henderson, 2010). Diese Anderung geschieht
durch die chemische Modifikation von DNA und Chromatin. Auf Basis dieser Erkenntnisse
unterscheidet sich das epigenetische Forschungsfeld von der herkémmlichen Genetik. Die
Genetik beschéftigt sich im Wesentlichen mit der Vererbung. In der Epigenetik (griech. auf),
wird die Anderung der Genfunktion untersucht, die auf Tochterzellen weitergegeben
werden kann (Wikipedia, 2016).

Im Feld der Genetik und der Epigenetik bedarf es der Erklarung einiger Begrifflichkeiten
und Vorgange im Rahmen dieser Arbeit, die auf molekularer Ebene angesiedelt sind, um
einige grundlegende Prozesse, Veranderungen und Neuentdeckungen in diesem Bereich
der Lebenswissenschaften zu verstehen und logisch nachvollziehen zu kénnen. Wichtige
Grundbegriffe werden erklart, um die verschiedenen dargestellten biochemischen und
molekulargenetischen Prozesse im Rahmen der spéater vorgestellten exemplarischen
Studien besser verstehen zu kénnen. Die Begriffe sind alphabetisch geordnet, da die
Wichtigkeit gleichwertig zu betrachten ist. Mit “Organismen” werden in dieser Arbeit

ausschlielich eukaryotische Lebewesen bezeichnet.

Chromatin: ,Die Gesamtheit der DNA und die daran gebundenen Proteine wird als
Chromatin bezeichnet.“ (Graw, 2006, S. 216). Die spezielle Verpackungsweise von DNA
besteht aus demselben Material wie die Chromosomen — DNA und spezielle Proteine, die
Strukturproteine und vor allem Histone enthalten, um die sich die DNA doppelt windet und
sich im Zellkern befindet (Westphalen, 2016). Die kleinste Einheit des Chromatins wird als
Nucleosom bezeichnet, das aus acht Histonproteinen besteht und so einen Histonkomplex
bildet. Diese Komplexe bilden eine Kette und in ihrer Gesamtheit einen Chromatinstrang,
der mehrfach gewunden und verdichtet das Chromosom bildet und in den unterschiedlichen
Phasen eines Zellzyklus in verschieden verdichteter Form vorliegt. Chromatin wird in zwei
Typen unterteilt: Euchromatin und Heterochromatin. Im Euchromatin ist die DNA aktiv und
Gene werden transkripiert. Heterochromatin ist starker verdichtet und die inaktive Form, in

der keine Genaktivitat stattfindet, sondern der Transport.

DNA: Als Trager der Erbsubstanz liegt Desoxyribonukleinsédure in Form einer Doppelhelix

vor (Henderson, 2010), deren beide Strange antiparallel verlaufen (Graw, 2006). Sie



besteht aus den Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin. Jeder menschliche, gesunde

Organismus enthalt 46 Chromosomen.

Epigenom: Alle epigenetischen Markierungen eines Genoms werden als Epigenom
bezeichnet. Ein menschlicher Organismus besitzt nur ein Genom, aber verschiedene
Epigenome, deren Entwicklung in der Embryonalzeit stattfinden und die Funktion haben,

die Zelldifferenzierung zu steuern (Kegel, 2012).

Exon: Dieser Begriff bezieht sich auf die sogenannete “expressed sequence’. Expression
bedeutet das Umsetzen genetischer Informationen in Proteine, wie in Abbildung 1
dargestellt ist. Exons sind informationstragende Einheiten aus der mRNA, die von Introns
unterbrochen werden. Beim Prozess des Splicing werden die Introns entfernt und die Exons
zu sinnvollen Abschnitten zusammengefiigt. Diese begeben sich zu den Ribosomen, wo
die sich dort befindenden rRNA von tRNA Molekllen abgelesen werden. Diese fligen
daraufhin — resultierend aus der Information der mRNA aus der rRNA — Aminosauren in die
Proteinkette ein (Henderson, 2010).
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Abbildung 1: Funktion von Exons in DNA und mRNA (Wikipedia, 2015).

Genexpression: Dieser Begriff bezeichnet die Genexprimierung zur Bildung eines

Genproduktes, bzw. die Auspragung von genetischer Information, die sich im Ph&notyp
eines Organismus zeigt (Chemgapedia, 2016). Der dafir notige Prozess wird in zwei
Schritte unterteilt: Zuerst wird die DNA-Sequenz in RNA transkribiert. AnschlieRend wird
das Protein anhand reifer mRNA-Sequenzen an den Ribosomen ausgebildet, was durch
Translation geschieht. Insgesamt wird die Auspragung eines Phanotyps durch mehrere
Gene gesteuert, die miteinander im Austausch stehen und welche durch die Umwelt

beeinflusst werden kdnnen.

Histone: Diese stark basischen Proteine sind in funf Hauptvertreter eingeteilt: H1, H2A,
H2B, H3 und H4 (Graw, 2006). Alle Histone auf3er H1 bilden ein Oktamer. H1 befindet sich
im inneren Kern und stabilisiert die DNA. Daher ist es auf der Abbildung 2 nicht zu sehen.

Ihre Modifikation bei wichtigen Prozessen, wie z.B. der Methylierung, spielt eine
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Schlusselrolle in der Epigenetik. Acht Histone bilden ein Nukleosom, welches die DNA
umwickelt und wiederrum durch die DNA Strange untereinander verbunden sind (Linker
DNA), sodass das gesamte Gebilde an zusammenhangende Kabeltrommeln erinnert
(Spork, 2009) (s. Abb. 2).

Linker DNA

‘ « ool g .” ) \

Nucleosome “bead”
(8 histone molecules +
146 base pairs of DNA)

Abbildung 2: Positionierung von DNA und Histonen (Pearson, 2012).

Imprinting: Ein wichtiger, umfassender Begriff, der urspriinglich eine genetische Pragung
bezeichnet, ist das sog. "Imprinting”, welches sich auf die epigenetische Veranderung eines
Genoms bezeichnet (Graw, 2006). Generationen von Schilern werden die Mendel schen
Vererbungsregeln im Fach Biologie als geltendes Erbgesetz tGibermittelt. Beim dominanten
und rezessiven Erbgang wird das dominante Merkmal ausgepragt (Spork, 2009). Doch
bereits im Jahr 1983 testeten zwei Genetiker — Davor Solter und James McGrath — an
Mausen die Moglichkeit, ob das miitterliche oder vaterliche Gen beliebig austauschbar sei,
wenn es laut Mendel lediglich auf die Art des Merkmales ankam (dominant oder rezessiv)
(Graw, 2006). Laut den Erbgéngen nach Mendel ware es moglich, aus jeweils zwei
mutterlichen oder zwei véterlichen Pronuklei® innerhalb einer befruchteten Eizelle einen
neuen Organismus erzeugen zu kénnen (Graw, 2006). Widerlegt wurde die These dadurch,
dass alle auf diese Art erzeugten Mauseembryonen in friihen Praimplantationsstadien nicht
mehr wuchsen und sich auch nicht weiter entwickelten (Graw, 2006). Daraus folgerten die
Wissenschaftler, dass Genome von zwei verschiedenen Elternteilen unterschiedlich
programmiert sein mussen und dieser Regulationsprozess mutterliches und vaterliches
Genom unterscheidet (Graw, 2006). In diesem Punkt ist also die klassische Erblehre nach
Mendel weitestgehend widerlegt und genau an dieser Stelle knlpft die Epigenetik an. Das

l&sst sich auch an Beispielen aus der Natur belegen: Paart sich ein mannlicher Lowe mit

3 Pronuklei wird auch als ,Vorkern* bezeichnet: Beim Prozess der Befruchtung besitzt jede Eizelle zwei
Pronuklei, Graw (2006).
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einem Tigerweibchen, hat der Nachwuchs das doppelte Gewicht eines normalen
Nachkommen der jeweiligen Gattung und wird viel gré3er als die Eltern (Spork, 2009). Bei
einer gegenteiligen Kombination ist der Nachwuchs kleiner und normalwiichsig (Spork,
2009). Insgesamt kann also daraus geschlossen werden, dass ein Nachkomme die
Geninformationen von beiden Elternteilen bendétigt, die jeweils ihren eigenen Schaltplan
vererben, sodass ,[...] es eine auf chromosomaler Ebene niedergelegte Information geben
muss, die sich in folgenden Differenzierungsprozessen in der Regulation differenzieller
Genaktivitat auswirkt.“ (Graw, 2006, S. 511).

Introns: Nach Hendersons Definition sind Introns nicht-codierte DNA-Sequenzen zwischen
den Exons in proteincodierten Genen (Henderson, 2010), welche in Abbildung 1 auf S. 6
dargestellt sind. Diese haben dort eine Platzhalterfunktion und werden aus dem primaren
Transkript durch SpleiBen (engl. Splicing) herausgeschnitten, sodass eine ablesbare

Struktur entsteht und nun die Synthese von Proteinketten maoglich ist (Graw, 2006).

Methylierung: Wenn Methylgruppen an Nukleotide der DNA angefugt werden, dem Cytosin
(Antwerpes, 2016b), wird es am C-Atom 5 methyliert und deshalb als “finfte Base’
bezeichnet (Nellen, 2014). Ist das Gen methyliert, ist es inaktiv und somit ausgeschaltet
und kann nicht mehr abgelesen werden. Es entwickelt sich ein spezieller Schaltplan aus
an- und abgeschalteten Genen, die die Genexpression im Phanotyp entscheidend
beeinflussen. Dieser Vorgang ist ein Kernpunkt in der epigenetischen Forschung. In
Abbildung 3 wird der Vorgang dargestellt. Cytosin-Reste in der DNA werden an CpG*-
Dinukleotiden zu 5-Methylcytosin (5mC) umgewandelt. Die Methylgruppe (Me) wird durch
DNA-Methyltransferasen (DNMTSs) von S-Adenosylmethionin (SAM) auf die Position 5 des
Pyrimidinrings im Cytosin Ubertragen;SAM wird dadurch zu S-Adenosylhomocystein (SAH)
hydrolysiert (Graw, 2006).

" 7
N/C\c’® N/‘:\C'Q
| Il | Il
o,/C\N/CH o,/C\N/Cl'l
"\.fl'\/'\J SAM SAH "\.fl\./'\/
DNA DNA

Abbildung 3: Methylierung von Cytosin (Graw, 2006, S. 296).

4Werden auch als CpG-Inseln (= Base Cytosin, getrennt durch ein Phosphat von der Base Guanin) in der DNA
bezeichnet, die fir die Regulation der Genexpression essentiell sind; Honscher (2016b).
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MRNA: Der Buchstabe m steht fir messenger, also "‘Boten-RNA" und bezeichnet eine
Zwischenspeicherung genetischer Informationen von der DNA und eine Ubertragung dieser
an die Ribosomen (Graw, 2006). Nach der Ubertragung findet die Proteinsynthese auch an
diesem Teil der RNA statt.

MiRNA: Diese Abklrzung steht fir microRNA, Uber die bis jetzt wenig bekannt ist. Sie ist
an vielen Prozessen beteiligt, z.B. an der Genexpression und die Translation von mRNA
blockieren kann (Hutvagner et al., 2004). Es wird vermutet, dass die miRNA an
Steuerungsprozessen mitwirkt, die beeinflussen, wie Gene im Korper wirken und kann
dabei nicht nur einzelne Gene codieren, sondern auch Gruppen und andere RNA-Molekule
(Henderson, 2010).

Promoter: Die Transkription eines Genes wird durch den Promoter gestartet, der
Proteinkomplexe bindet, die die DNA kopieren, um mRNA zu bilden (Carey, 2011). Die
Promoter konnen in zwei Bereiche aufgeteilt werden: Der Kern-Promoter (core-promoter)
wird am Startpunkt der Transkription lokalisiert und umfasst etwa 35 Nukleotide. Im
Abschnitt des proximalen Promoters befinden sich Erkennungsstellen fir DNA-bindende
Transkriptionsfaktoren (Graw, 2006).

Proteinbiosynthese: Proteine sind EiweiRe und bestehen aus Aminosauren, die

kettenformig vorliegen und immer verschieden kombinierbar sind (Spork, 2009). Sie werden
nach einer Gencodierung zusammengebaut, die aus den vier Basen Adenin, Cytosin,
Guanin und Thymin besteht. Der Code wird von der mRNA zu den einzubauendenden
Aminosauren von der tRNA geliefert. Die Ubersetzung eines Gens in ein identisches Protein

ist daraus folgend die Proteinbiosynthese.

RNA: Die Ribonukleinsdure besteht aus Einzelstrangen, die Ansétze zur Doppelstrangigkeit
ausbilden (Graw, 2006). Sie ist in verschiedene Formen und in spezifische Aufgaben zu
differenzieren, z.B. mMRNA, rRNA und tRNA.

RNA-Interferenz: Das Wort “Interferenz” steht fir “"Unterbrechung” und beschreibt den

Mechanismus (RNAI). Diese Methode hemmt die Genexpression mit Hilfe von RNA-
Molekilen (Graw, 2006). Die Funktion dieser doppelstrangigen Molekile (SiRNAS) dient
vermutlich auch dem zelleigenen Schutz vor Viren und wird in Laboratorien fir
gentechnische Verfahren genutzt, fur die diese Molekile zur Blockade von
krankmachenden Genen genutzt werden. In dem Kapitel 3.2.3 Uber den Einfluss von
epigenetisch wirksamen Medikamenten und in 3.2.4 zum Thema Gene Silencing, spielt

dieses Verfahren eine Schlisselrolle (Antwerpes, 2016d).

5 siRNA = small interfering RNA, Antwerpes (2016d).



rRNA: Die rRNA, auch ribosomale RNA genannt, nimmt den Hauptanteil der gesamten RNA
ein und liegt bei ca. 85% RNA Anteil (Graw, 2006). Sie ist ein bedeutender Bestandteil der
Funktionen des Ribosoms.

siRNA: Small interference RNA, also kleine Interferenz RNA, ist in der RNAi wirksam und
steuert die Aufspaltung von mRNA (Hutvagner et al., 2004).

Splicing: Aus dem Englischen, auch “SpleiRen” genannt, bedeutet "zusammenfiigen” und
beschreibt das Entfernen von Introns und darauf folgend das direkte Verbinden von Exons

zu mRNA (Graw, 2006). Diese dient der Vorlage zur Bildung von Proteinen.

Transkription: Ubertragung genetischer Information von DNA auf RNA im Zellkern (Graw,
2006).

Translation: Ubersetzung und Ubertragung genetischer Informationen von mRNA auf die
Aminosauresequenz eines Polypeptids (Graw, 2006). Dafir muss die gespeicherte

Information vom Ort der Transkription im Zellkern in das Cytoplasma transportiert werden.

tRNA: Die “Transfer-RNA" Ubertragt gespeicherte Aminosduren in der vorgesehen
Reihenfolge im Prozess der Proteinsynthese (Graw, 2006). Ihr Anteil an der gesamten RNA
betragt ca. 5-10%.

Auf diese Liste von Begriffen und die damit verbundenen Prozessen in Kurzform, kann
wahrend des Lesens dieser Arbeit immer zurlickgegriffen werden, falls Unklarheiten

entstehen.
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3. Epigenetik und Vererbung

Die folgenden drei Unterkapitel geben einen Uberblick Giber das Thema Epigenetik und
Vererbung. Insgesamt l&sst sich der Einfluss der Epigenetik — ob durch Vererbung oder
Umwelt — nicht trennscharf aufteilen. In 3.1 wird das Thema der Erbanlagen und vor allem
der Weitervererbung unter epigenetischen Gesichtspunkten erlautert, das die Perspektive
auf die Genetik verandern und neue Erkenntnisse auf diesem Feld zulassen. Die moderne
Zwillingsforschung unter 3.2 ist eine weitere S&ule, wie die vorhandenen Erbanlagen sich
weiterentwickeln und eine Differenz in den epigenetischen Programmen zweier erbgleicher
Individuen ergibt. Abgerundet wird dieses Kapitel durch 3.3, das das
Humanepigenomprojekt vorstellt und zeigt, wie sich der Blick und die Moéglichkeiten der
Genetik gewandelt haben und wie wichtig es ist, die ererbten Eigenschaften nicht nur
genomisch zu erfassen, sondern nun auch epigenomisch in Bezug auf
Krankheitsentstehung und -entwicklung, die aus dem ererbten Genpool von Schaltplanen

resultiert.

3.1 Die Overkalix Studie

Overkalix ist ein Ort im nordschwedischen Norrbotton, dessen Einwohner bis ins 20.
Jahrhundert aufgrund der geographischen Lage eher isoliet und wegen der
durchschnittlichen Jahrestemperatur von ca. 1,3°C entbehrungsreich gelebt haben (Kegel,
2012). Die Aufzeichnungen durch die Gemeinde Overkalix gaben den beiden
Sozialmedizinern Gunnar Kaati und Lars Olov Bygren eine solide Datengrundlage fir die
Zufallsstichproben ihrer Forschung (Kegel, 2012). Beide Forscher untersuchten zunéchst
den Einfluss der Ernahrung auf Kinder und Jugendliche im Hinblick auf das Sterberisiko an
kardiovaskularen Erkrankungen, indem sie die ausgewdahlten Geburtenjahrgange 1890,
1905 und 1920 mit den Sterbedaten und der Erntestatistik verbanden (Kegel, 2012).
Zusétzlich wurden Altersperioden von M&adchen (0-2, 3-7, 8-10 und 11-15 Jahre) und
Jungen (0-2, 3-8, 9-12, 13-16 Jahre) festgelegt und ebenfalls mit der Nahrungsversorgung
gekoppelt. Dabei ist ausschlaggebend, ob minimal ein Jahr innerhalb dieser Perioden
besonders entbehrungsreich oder gut versorgt — im Kontext mit dem Ernteertrag — gelebt
wurde (Kegel, 2012). Mit dem Vorliegen einer reprasentativen Datenmenge, setzten die
Forscher den mdoglichen Einfluss der Erndhrung von Eltern und GroRReltern auf die
Folgegenerationen in einen Zusammenhang. In den Ergebnissen zeigte sich signifikant der
Einfluss vom Lebensstil des Grollvaters vaterlicherseits auf die Enkel (Kegel, 2012).

Ungewohnlich hierbei ist, dass die starksten sich Effekte generationstbergreifend auf die
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Enkel auswirken und zusatzlich nur von dem mannlichen Vorfahren vaterlicherseits
ausgehen (Kaati et al., 2002). Hinzu kommt, dass sich der Einfluss des Grof3vaters auch
nur auf die mannlichen Enkelkinder auswirkte (Kegel, 2012). Entgegen der Annahme, dass
sich eine Hungersnot negativ auf den Gesundheitszustand der Nachkommen
niederschlagen wirde, haben Kaati und Bygren in ihrer Studie einen Beweis erbracht, dass
sich ein Uberfluss an Nahrungsangebot und ein hoher, bzw. UbermaRiger Konsum
nachweislich negativ in Bezug auf die Lebensspanne und die Gesundheit der Enkel
auswirkt (Kaati et al., 2002):

J...] if the paternal grandfathers had access to a surfeit of food during their SGP,
the probands (their grandchildren) had a fourfold over-risk for death of diabetes
mellitus [...].“ (Kaati et al., 2002, S. 687).

Die Nachkommen waren vor Diabetes mellitus und kardiovaskularen Erkrankungen
geschutzt, wenn der GrolRvater vaterlicherseits nicht unbegrenzt Nahrung zur Verfigung
hatte, sondern eher ein sehr begrenztes Nahrungsangebot vorhanden war. Diese SGP (=
slow growth period), also "langsame Wachstumsphase’, ist eine Stagnationsphase kurz vor
dem Wachstumshoch in der prapubertaren Phase Jugendlicher. Bei Madchen ist dies das
Alter von 8-10 und bei Jungen 9-12 Jahre (Kaati et al., 2002). Diese Phase nimmt einen
Kernbereich der Studie ein, da bei mannlichen Individuen nur in dieser Zeitspanne die
Nahrung einen besonders starken positiven oder negativen Einfluss auf die
Weitervererbung von Diabetes mellitus und Herz-Kreislauf-Krankheiten zu haben scheint.
Als Ursache wird die Bildung von Spermien vermutet — Marcus Pembrey nennt diesen
Zusammenhang in Bezug auf den von Kaati et al. publizierten Artikel ,[...] a nutrition linked
sperm-mediated transgenerational effect.” (Pembrey, 2002, S. 671), also einen
nahrungszusammenhangenden, durch Spermien Ubertragenen, generationstber-
greifenden Effekt. In seinem 2002 verdffentlichten Artikel ,Time to take epigenetic
inheritance seriously® (Pembrey, 2002), appelliert er an die Leserschaft, den mit
Nahrungsmitteleinnahme verbundenen Effekt auf die Folgegenerationen ernst zu nehmen.
Die wahrend der SGP gebildeten primaren Spermatozyten durchlaufen den ca. 24 Tage
dauernden Prozess der Meiose und werden dort zu sekundaren Spermatozyten, die einen
haploiden Chromosomensatz enthalten und sich zu Spermatiden teilen, die schlief3lich zu
Spermien heranreifen (Antwerpes, 2016f). Entscheidend ist, was in den priméren
Spermatozyten vor der Meiose passiert und wo der Nahrungsmitteleinfluss nach Pembrey

auf molekularbiologischer Ebene epigenetisch greift. Verantwortlich fiir die Verdnderungen
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in den méannlichen Geschlechtszellen konnten die beiden Faktoren CTCF® und BORIS (=

Brother of the Regulator of Imprinted Sites) sein (Pembrey, 2002).

CTCF wird auch als CCCTC-Bindungsfaktor bezeichnet, ist ein Zink-Finger-Protein, und
wirkt als Transkriptionsfaktor. Das CTCF-Protein ist in allen Korperzellen zu finden und wirkt
in die Genregulation im Zusammenhang mit epigenetischen Prozessen ein (Knippers et al.,
2015). Zusatzlich hat es limitierende Auswirkungen auf die Ausbreitung von
Heterochromatin. BORIS (Pembrey, 2002) — auch als CTCFL bezeichnet (Hoffmann, 2016)
— ist ausschlief3lich in den mannlichen Geschlechtszellen lokalisiert, weshalb eine Funktion
epigenetischer Reprogrammierung wéhrend der Entwicklung dieser Zellen vermutet wird
(Schwab, 2011). Auffallig ist, dass das CTCF-Protein dann ausgeschaltet ist, wenn das
BORIS-Protein aktiv wird — in den ersten Spermatozyten, welche schon ab einem Alter von
funf Jahren gebildet werden (Pembrey, 2002). Wahrend der Meiose wird BORIS
ausgeschaltet und CTCF wird in den postmeiotischen Keimzellen aktiv, welches durch eine
Ldschung und Wiederaktivierung von “methylation marks” gesteuert wird (Pembrey, 2002).

Dieser Prozess ist in Abbildung 4 dargestellt.

Re-setting of genome methylation is associated with
silencing of CTCF and activation of BORIS

Abbildung 4: Ausschalten CTCF und Aktivierung BORIS in der Spermatogenese (Loukinov, 2016).

Die Menge der Nahrungsmittelversorgung und der daraus resultierenden Menge der
aufgenommen Nahrung kann in dem Ubergang von der sensiblen Phase der Deaktivierung
von BORIS und der Aktivierung von CTCF besonderen Einfluss haben. Das wirde laut

Pembrey zu der Konsequenz fihren, dass

6 Fiir CTCF, CTCFL und CCCTC wurde keine Entsprechung gefunden, deshalb ist dies vermutlich eine in der
Genetik gangige Bezeichnung von Proteinen.

13



Lplhysiological metabolic and hormonal changes in response to nutritional stress
could plausibly effect signalling pathways of modifying enzymes, which could alter
the posttranslational state of the CTCF/BORIS proteins leading to a change in their
function.” (Pembrey, 2002, S. 670).

Diese Funktionsveranderung fuhrt schlieBlich zur Aktivierung von Genexpressionen, die

Diabetes mellitus und kardiovaskulare Erkrankungen begunstigen.

Als Pendant zur vaterlichen Seite, hatte die Menge der zur Verfligung stehenden
Nahrungsmittel bei den GroBmuttern genau den gegenteiligen Effekt (Kegel, 2012). Die
sensible und fur Verdanderungen empfangliche Zeitspanne liegt in dem Alter 0-3 Jahre.
Bereits in der Fetalzeit, die mit der neunten Schwangerschaftswoche beginnt (Antwerpes,
2016e) und mit dem Eintritt ins Kleinkindalter endet, scheint die Ernahrung einen
besonderen Einfluss zu besitzen. In dieser Phase der Entwicklung des weiblichen Korpers
findet die Oogenese statt, in der sich die weiblichen Gameten — die Oozyten — entwickeln
und heranreifen (Prinz, 2016). Deshalb wird der Einfluss der Ernahrung auf die
Keimzellenentwicklung der Grof3mutter ebenso in dem Stadium der Geschlechtszellreifung
vermutet, wie bei den Grol3véatern. In diesen drei Jahren der Entwicklung war in der Studie
signifikant, dass eine sichere und ausreichende Ernahrungssituation sich sehr positiv fur
die Enkelinnen auswirkte, was im genauen Gegensatz fir den ménnlichen Teil der
Groleltern gilt (Kaati et al., 2002). Der Grund fir diese Divergenz ist jedoch noch nicht
bekannt. Ebenfalls bleibt schwer zu interpretieren, warum die Anzahl der Enkel geringer
war, wenn der GrofRvater vaterlicherseits Uber ein ausreichendes Nahrungsangebot
verfuigte und warum die Anzahl der Enkel héher war, wenn der GroRRvater hungern musste
(Kegel, 2012). Den Einfluss jeweils von dem GroRvater auf den Sohn und somit auf den
Enkel, wird vermutlich durch die Weitergabe durch Y-Chromosom erfolgen, welches nur im
Spermium enthalten sein kann und bei den GroBmiittern durch das X-Chromosom auf die
Tochter und somit auf die Enkelin. Da ein direkter mannlicher Nachkomme von der
GrolBmutter jeweils nur das von der Mutter ererbte X-Chromosom auf eine Tochter
tibertragen kann, bleibt der mannliche Enkel unbeeinflusst. Denn das Spermium des Vaters
muss bei der Zeugung eines ménnlichen Nachkommens ein Y-Chromosom enthalten
(Kegel, 2012). In Abbildung 5 ist im Uberblick ein Erbgang mit Einbezug von epigenetischen

Einflissen zu sehen.
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Abbildung 5: Vererbung und Zellentwicklung (Wikipedia, 2016).

Zusammenfassend gibt die Overkalix-Studie wichtige Anhaltspunkte fiir einen zu Lebzeiten
erworbenen Einfluss durch Nahrung auf die Geschlechtszellen sowohl von Mannern, als
auch von Frauen und die darauf folgenden Konsequenzen fir die Vererbung auf die
Nachkommenschaft. Damit hangen Vererbung und Lebenserwartung von Vor- und

Nachfahren zusammen.

Nicht nur die Vererbung von Eltern auf Kinder, sondern auch die Entwicklung von eineiigen

Zwillingen aus einem identischen Erbgut steht im Fokus der Epigenetik.

3.2 Moderne Zwillingsforschung

Die Zwillingsforschung eineiiger Geschwister ist genetisch sehr wichtig und interessant, da
durch den gemeinsamen genetischen Ursprung Einflisse im Lauf der Lebenszeit der
beiden Individuen festgestellt werden kdnnen. Das stellt im Wesentlichen den Kern der
Epigenetik dar: Anderungen der Genexpression durch eine chemische Modifikation von

DNA und Chromatin, bei der die Sequenz der Basen unveréandert bleibt (Henderson, 2010).

Zwillinge kénnen entweder aus zwei verschiedenen Zellen heranreifen (heterozygot) oder
teilen sich eine Eizelle und werden deshalb als monozygot, also eineiig bezeichnet. Diese
Zwillingspaare stehen im besonderen Interesse von Genetikern und Epigenetikern, da
Zwillinge ,naturliche Klone® (Kegel, 2012, S. 208) sind. Denn obwohl zwei Menschen aus
einer Zelle entstanden — also genetisch identisch — sind entwickeln sich beide individuell

und unterscheiden sich im Laufe ihres Lebens epigenetisch immer mehr voneinander
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(Fraga et al., 2005). Durch die genetische Gleichheit, haben beide dieselben Anteile der
Erbanlagen von den Eltern geerbt. Dieses gilt flr Dispositionen zu Krankheiten wie z.B.
Multiple Sklerose, Rheuma, Schizophrenie und Alzheimer (Kegel, 2012). Jedoch ist der
Ausbruch dieser genetischen Erkrankungen bei Zwillingspaaren zeitlich sehr
unterschiedlich. Auch sind Falle bekannt, bei denen ein Zwilling zeitlebens nicht erkrankte,
aber der andere von der Krankheit betroffen war. Es liegt nahe, allein Umwelteinflisse als
entscheidende Komponente fur eine Erklarung heranzuziehen. Einer Studie zufolge, die
genau diesen Umstand bei Uber 100 Testzwillingen untersuchte, zeigten sich aber bei
getrennt oder zusammen aufgewachsenen, bzw. zusammen lebenden Zwillingen kaum
Unterschiede in der Anfalligkeit, an derselben Krankheit zu leiden (Bouchard, T. J. et al.,
1990). AuBBer Genen und Umwelteinflissen, die nach den damaligen Kenntnissen
ausschlaggebend hatten sein muissen, wurde keine Antwort auf diese paradoxen
Ergebnisse der Studie gefunden, bis sich sechzehn Jahre spater die Perspektive wandelte

und epigenetische Untersuchungen Aufschluss gaben.

Die Untersuchung eines weiblichen S&auglings mit einem schweren korperlichen Defekt,
dem caudal duplication syndrome (Oates, N. A. et al., 2006), das zu Missbildungen der
Wirbelsaule und in seltenen Fallen zu einer Verdopplung der unteren Kérperhéalfte fihrt, ist
deshalb so besonders, weil die Zwillingsschwester gesund auf die Welt kam und das
Syndrom bei ihr nicht vorhanden war. Mit den damaligen Moglichkeiten im Bereich der
Genetik, hatte es keine Erklarung fur dieses Phanomen gegeben, aber die Forschung mit
dem epigenetischen Ansatz lieferte Antworten. Die Erbanlagen sind zwar identisch und die
Umwelteinfliisse im Mutterleib ebenfalls, aber das Epigenom in jedem der beiden Individuen
entwickelte sich unterschiedlich. Wie aus demselben Erbgut als Ausgangspunkt eine
Auseinanderentwicklung zweier identischer Organismen stattfindet, ist also verschiedenen
epigenetischen Programmierungen in den Zellen zuzuordnen. Fir den offenen Riicken,
dem Tumor an der Lendenwirbelsaule und einigen Organschaden ist eine Mutation des
Axin-Gens ursachlich. Die Analyse des Gens war allerdings unauffallig, sodass nach einer
anderen Ursache geforscht wurde, die die Forscher im Promotor’ lokalisierten (Oates, N.
A. et al., 2006). Der Defekt ist bei einem der Zwillinge aufgetreten, weil eine CpG-Insel
inklusive ihrer fiinfzehn Methylierungs-Orten abgeschaltet war, also in methylierter Form
vorlag, die normalerweise unmethyliert sein musste. Bereits diese eine molekulare
Veranderung bewirkte eine Verdopplung der Wirbelsdule ab dem unteren Rucken und die

anderen genannten schwerwiegenden Veranderungen.

Ein Jahr zuvor lieferte eine Studie mit 40 Zwillingspaaren — 30 Manner, 50 Frauen zwischen

3-74 Jahren in Madrid — viele entscheidende Erkenntnisse und Ergebnisse Uber die

7 Promotor = vorgeschaltete Region eines Gens, das steuert, wie ein Gen eingeschaltet ist, Carey (2011).
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Veranderung epigenetischer Prozesse in den Zellen genetisch identischer Zwillinge (Fraga
et al., 2005). Die Wissenschaftler stellten die These auf, dass epigenetische Unterschiede
bei monozygotischen Zwillingen (MZ) wahrend deren Lebenszeit groRer wirden,
beeinflusst durch den Lebenswandel der Individuen. Ein Teil der Studie wurde anhand von
Interviews durchgefihrt, bei denen speziell geschultes Personal den Probanden Fragen zu
den Ernahrungsgewohnheiten, der sportlicher Betéatigung, Tabak-, Alkohol- und weiterem
Drogenkonsum, Gesundheits- und Krankheitsstatus inklusive eingenommener Medikation,
stellten. Der andere Teil war die physische Untersuchung auf zellularer Ebene. Um den
Status quo der Zellen zu ermitteln und spéter vergleichen zu kdnnen, entnehmen die
Forscher den Probanden Lymphozyten®, Epithelzellen® aus der Haut mittels Speichelprobe,
Muskelgewebe via Muskelbiopsie aus dem musculus vastus lateralis’® und Gewebe aus
dem subkutanen'* Abdominalbereich. Mit verschiedenen wissenschaftlichen Verfahren
werden die Zellen von den Zwillingspaaren in den Bereichen DNA-Methylierung (mit high-
performance capillary electrophoresis??) und der Histonmodifikation der Histone H3 und H4
(mit high-performance liquid chromatography®*/HPLC) untersucht. Die Ergebnisse sind
Abbildung 6 auf Seite 17 zu entnehmen. Die ersten beiden Grafiken untereinander auf der
linken Seite zeigen die 5mC Methylierung. Oben wird zuerst unmethyliertes Cytosin (C)
gezeigt und dann der Ausschlag nach sieben Minuten das methylierte 5mC. Dazu geh6érig
zeigt die untere Tabelle die Methylierung in Prozent und den Grad der Methylierung von
Zwillingspaaren im Alter von drei und im Alter von 50 Jahren. Ein Zwilling wird durch eine
weille Saule, der andere durch die schwarze S&aule symbolisiert. Alle untersuchten
Vorgdnge wurden im inaktivierten X-Chromosom durchgefiihrt, indem der
Methylierungsgrad und die Histonmodifikation gemessen werden kann (Fraga et al., 2005).
Das jungste Zwillingspaar zeigt keinen signifikant grof3en Unterschied in ihrem
prozentualen Anteil des 5mC. Bei den alteren Zwillingspaaren differiert die Saule um ca.
ein Prozent und dort sind auch insgesamt mehrere und starkere Methylierungen vorhanden.
Bei den beiden Grafiken in der Mitte wird die Acetylierung® des H4 angezeigt. Die
Acetylierung von Histonen zeigt an, dass eine Transkriptionsaktivitdat im Chromatin

stattfindet (Graw, 2006). In dem Saulendiagramm darunter wird dargestellt, dass es bei den

8 Lymphozyten = Abwehrzellen

9 Epithelzellen = Zellen aus dem Deckgewebe der Haut

10 Musculus vastus lateralis= vorderer Oberschenkelmuskel

11 Subkutan = sich in der unteren Hautschicht befindend

12 Capillary electrophoresis = Kapillarelektrophorese: lonen bewegen sich durch elektrische Spannung
beeinflusst, in einem flissigen Medium (z.B. Gel). Hier findet die lonenwanderung in einem Kapillarrohr
(Volumen auf 10 nl begrenzt) in einer Elektrolytiésung statt. Der Vorteil ist eine hohe Effizienz beim
Trennungsvorgang, ; Romer (2016) Romer (2016).

13 High-performance liquid chromatography = Hochleistungsflissigkeits-Chromatographie: biochemische
Analysemethode (Quantifizierung, Reinigung, Trennung, ldentifikation von Substanzen). Probe wird in
Flussigkeit (flissige Phase) durch hohen Druck Uber eine Trennsaule transportiert und lagert sich an dieser an
(stationare Phase) und wird daran gebunden, Antwerpes (2016g).

14 Acetylierung = bei der Acetylierung findet eine Veranderung an den Histonschwanzen im Chromatin statt, die
die Transkription begiinstigen, Kegel (2012).
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dreijahrigen Zwillingen keine Unterscheide gibt, bei dem é&lteren Zwillingspaar liegt die
Differenz bei ca. 15%. Im Diagramm rechts unten von H3 ist bei den jungeren Zwillingen in
H3-Acetylierung in héherem MalR vorhanden, als bei den alteren. Hierbei sollte beim
Ablesen der Ergebnisse beachtet werden, dass die Skalen bei H4 und H3 an

unterschiedlichen Zahlenwerten starten und dies den ersten Eindruck etwas verfalschen
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Abbildung 6: Ergebnisse der Zwillingsstudie (Fraga, Ballestar et al, 2005, S. 10606).

Im Gesamtergebnis zeigen die Durchfiihrenden dieser Studie, dass eine
Auseinanderentwicklung von epigenetischen Mustern und Markierungen deutlich sicht- und
messbar sind. Weitere Einflussgré3en in einer Verstarkung der Differenzen sind der
gesundheitliche Hintergrund in Bezug auf die medizinische Geschichte und das MalR an
zusammen verbrachter Lebenszeit der Zwillingspaare. Diese Aussage wiederrum lasst sich
eindeutig auf den Einfluss verschieden gearteter Lebensbedingungen Ubertragen, die fir
alle Menschen allgemein gelten. Welcher Einfluss aus Erbanlagen oder Umwelt was genau
in welcher Weise beeinflusst, ist noch nicht bekannt und in der Entwicklung moderner
Forschung. Ein weiterer wichtiger Schritt in der epigenetischen Forschung wurde mit der
Begrindung des Humanepigenomprojektes unternommen, das auch im Zusammenhang

mit der modernen Krebsforschung im folgenden Unterkapitel erlautert wird.
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3.3 Das Humanepigenomprojekt und moderne Krebsforschung

Schon in den vergangenen Jahrzehnten forschten Genetiker, um Krankheiten wie Krebs in
ihrer Entstehung nachvollziehen und heilen zu kénnen, bzw. die Sterblichkeitsrate durch
Krebserkrankungen zu senken und diese irgendwann von einem tddlichen zu einem
chronischen Verlauf umwandeln zu kénnen. Hierfir liefern die neuesten Ergebnisse in der
Krebsforschung durch das ErschlieRen und Verstehen von epigenetischen Prozessen neue
Erkenntnisse. Da epigenetische Schaltplane sowohl vererbt, als auch durch
Umwelteinfliisse verédndert werden kénnen, steht dieses Unterkapitel an der Schnittstelle
zwischen Vererbung und Umwelteinfluss. Vor allem bei Krebserkrankungen lasst sich nur
ein Teil als vererbte Disposition durch Familienanamnese identifizieren. Andere bdsartige
Tumorbildungen sind Mutationen durch andere Einfllisse geschuldet. Nichtsdestotrotz ist
das Humanepigenomprojekt vor allem fir die Krankheits- und Krebsforschung von grof3ter
Wichtigkeit.

Um den Wandel und den enormen Fortschritt in der Genforschung und die Relevanz der
Entdeckung epigenetischer Programme in den Zellen nachvollziehen zu kénnen, wird ein
kurzer Blick in das Jahr 2000 geworfen und mit dem aktuellen Forschungsstand und den

sich medizinisch eréffnenden Moglichkeiten im Laufe des 21. Jahrhundert verglichen.

Am 26.06.2000 prasentierten Francis Collins und Craig Venter ihre Ergebnisse der
Kartierung des gesamten menschlichen Genoms (Spork, 2009). Collins war der Sprecher
des Projektes von der amerikanischen Regierung und Venter der Konkurrent Collins und
Direktor seiner eigenen Firma Celera Genomics, die an der Entschlisselung des 3,3
Milliarden Buchstaben-Textes der Doppelhelix maf3geblich beteiligt waren (Spork, 2009).
Dennoch fand eine erhebliche Desillusionierung der Forscher statt, die folgendeThese
aufgestellt hatten: Die Komplexitat eines Organismus wirde sich proportional mit der
entsprechenden Anzahl der verschiedenen Gene verhalten (Spork, 2009). Diese These
wurde falsifiziert, da die Lange eines Amoben DNA-Stranges 200-fach langer ist, als der
eines Menschen und mit “C value paradox” (Spork, 2009) bezeichnet wird. Die Anzahl der
Gene wurde mittlerweile von 100000 auf etwa 21500 herunterkorrigiert (Henderson, 2010).
Das Projekt ist seit 2003 fur endguiltig beendet erklart. Jedoch markiert die Desillusionierung
der Genetiker die Entstehung der ,Postgenomik® (Spork, 2009) und somit den
Anfangspunkt der Epigenetik. Dieser Wendepunkt ist ein wichtiger Meilenstein, der den
Wandel, bzw. die Veranderung und den Ubergang von urspriinglichen genetischen
Forschungen zur Epigenetik anzeigt. Vieles, das friher nicht erforschbar war und nur
vermutet werden konnte, wird heute vor allem durch den Fortschritt der Technik méglich

gemacht und ist nun auch grundsatzlich als Voraussetzung fur die Entdeckung und
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Auswertung epigenetischer Forschungsprozesse notwendig. Die Verbesserung der
Sequenzierungstechnik ist im Rahmen des Humangenomprojektes entstanden und

sequenziert ein menschliches Genom in nur ca. acht Wochen (Spork, 2009).

Das Ziel des Humanepigenomprojektes (HEP) ist das Suchen und Finden der Ursachen fir
Gesundheit und Krankheit des Menschen — insbesondere Krebs — und eine Erklarung fir
innerzellulare Prozesse zu finden, wie z.B. fur das Altern von Zellen (Esteller, 2006). Hierfur
ist der Verstehensprozess von der Funktion eines gesunden Organismus wichtig, um
herauszufinden, welche chemischen Veradnderungen und Zusammenhange in den
Bestandteilen des Chromatins vorhanden sind, welche die Funktionsweise der DNA
regulieren. Einige epigenetische Prozesse sind schon bekannt: Die Methylierung von DNA,
die Histonmodifikation, die Entdeckung von miRNA und die Umbauprozesse im Chromatin.
Wie diese Prozesse zusammenspielen, kann Abbildung 7 entnommen werden. Links sind
die Verpackungsweise und die einzelnen Bestandteile aufgefiihrt. Rechts ist zu sehen, wie
die miRNA in die mRNA durch die beiden Prozesse mRNA cleavage und Unterbrechung

der Proteinbiosynthese eingefligt wird.
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Abbildung 7: Zusammenspiel epigenetischer Proesse (Mansuy und Mohanna, 2011)%.

Die Sequenzierung der Epigenome sehr aufwendig, da nicht nur — wie beim Genom — eines
pro Organismus in dem Zellen vorhanden ist, sondern mehrere Epigenome kommen auf
ein Genom (Kegel, 2012). Die Forscher von Epigenomics, Centre National de Génotypage
und dem Wellcome Trust Sanger Institute griindeten das Pilotprojekt und setzten sich das
Ziel, innerhalb von finf Jahren samtliche Methylierungsmuster im menschlichen Genom zu
sequenzieren und zu dokumentieren. Dieses stellte sich als zu umfangreich heraus, da

epigenetische Markierungen sich auf zellularer, histologischer und geschlechtlicher Ebene

15 mRNA cleavage = Ausschnitt aus der mMRNA; Protein synthesis disruption = Proteinsynthese Unterbrechung
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unterscheiden und von Individuum zu Individuum sehr verschieden sind (Kegel, 2012). Es
wurden lediglich die Chromosomen 6, 20 und 22 analysiert und danach das Projekt an
Kollegen von der Harvard Universitat und dem Massachusettes Institute of Technology
(MIT) in den USA Ubergeben (Spork, 2009). Die Firma Epigenomics arbeitet weiter an der
Entwicklung von Tests zur Friherkennung verschiedener Krebsarten, z.B. Darmkrebs
(Kegel, 2012). Vor allem die Krebsforschung ist eines der wichtigsten Themen in der
epigenetischen  Krankheitsforschung, da davon  ausgegangen wird, dass
Krebserkrankungen und die damit verbundene Bildung von Karzinomen rein epigenetische
Ursachen haben (Spork, 2009). Im Gegensatz zur damaligen genetischen Forschung, die
die Entstehung von Krebs lediglich mit dem Vorhandensein krankhafter Gene in den Zellen

erklarte, die daraufhin entartet, liefert die Epigenetik ausfihrliche Ergebnisse (Kegel, 2012).

Um die Funktion kranker Zellen im epigenetischen Bereich verstehen zu kénnen, missen
zuerst die Funktionsweise von innerzellularen, epigenetischen Prozesse in gesunden
Zellen verstanden und nachvollzogen werden. Die Erfassung verschiedener Epigenome ist
daher fir die Krankheitsforschung des Menschen ein Thema grof3ter Wichtigkeit, denn
epigenetische Programme wurden bereits als ursachlich fur Krebs, psychische
Krankheiten, verschiedene Autoimmunerkrankungen und das Metabolische Syndrom
identifiziert. Fir die Erforschung gibt es verschiedene Ansatzpunkte, z.B. bei der
Methylierung der DNA: Hier wird die Histonmodifikation und verschiedene epigenetische
wirksame RNA Arten genauer untersucht (Spork, 2009). Der Vorgang der
Epigenomanalyse in den Zellen unterteilt sich in mehrere Schritte: Mindestens hundert
verschiedene Gewebearten, die eindeutig dem entsprechenden Gewebe zuordnungsbar
sind (Bauchspeicheldriise, Haut, Gehirn, Niere, usw.) und von vielen Menschen stammen,
werden isoliert und dieses Vorgehen wird immer wieder wiederholt. Nach der Isolation
erfolgen eine biochemische Praparation und die Analyse des epigenetischen Codes in
mehreren tausend Zellen pro speziellem Gewebetyp. Danach wird von Robotern berechnet,
welche epigenetischen Verschaltungen jeweils pro Gewebetypen signifikant sind. In die
mathematische Berechnung und die Erstellung einer Statistik missen verschiedene
epigenetische Eigenschaften und Prozesse mit einbezogen werden: Methylgruppenaufbau,
chemische Beschaffenheit der Histonschwénze und erzeugte, aktive RNAs der jeweilig
untersuchten Zelle. Die Kartierung von Epigenomen schreitet voran und fiihrt zu einigen
aufschlussreichen Erkenntnissen. Zum Beispiel sind kunstlich erzeugte, pluripotente!®
Stammzellen Krebszellen sehr &hnlich, die Epigenome unterscheiden sich aber zwischen
gesunden und kranken Zellen sehr stark. In einer Zelle, die sich zur Krebszelle entwickelt,

vollzieht sich eine wesentliche Veranderung in der Methylierung der DNA und der

16 Pluripotent = aus diesen Zellen kann potentiell jede Art von differenzierte Zelle entstehen
21



Histonmodifikation. Tumorsupressorgene werden durch die Promoter der CpG-Inseln
hypermethyliert, die Codierung der Histone fur kritische Gene ist verandert und das Histon
H4 wird abgebaut (Esteller, 2006). Dies stellt einen wesentlichen Fortschritt in der
Krebsforschung dar, da es wichtige Erkenntnisse in Bezug auf den Entartungsprozess und
die damit verbundenen Programmierungen im Chromatin liefert (Spork, 2009). Durch
epigenetische Marker entstehen aus Krebszellen weitere entartete Zellen, wie auch aus
Hautzellen neue Hautzellen und nicht etwa Leberzellen entstehen (Henderson, 2010).
Zusétzlich ist mittlerweile bekannt, dass krebserregende Substanzen die epigenetische
Bildung von Onkogenen?’, also krebserzeugenden Genen stimuliert und die Entstehung
von Tumorsuppressorgenen®®, die krebshemmend wirken, hemmt, bzw. sogar deaktiviert,
(Henderson, 2010). Allerdings ist diese Erkenntnis nur ein Bruchteil von den

Veranderungen auf zellularer Ebene in der Tumorgenese.

Es sind bereits erste groRe Erfolge zu verzeichnen, wie in der bereits erwahnten
Darmkrebsdiagnostik vom Epigenomics Labor, das einen Test zur Friherkennung fir diese
Krebsart hergestellt hat — den ,"SEPT9 Detection Assay* (Kegel, 2012, S. 263). Entwickelt
wurde der Test basierend auf der Erkenntnis, dass Tumore DNA-Spuren im Blut
hinterlassen, diese allerdings bloRR schwer zu finden sind. Daher wurde ein Gen isoliert, das
in ca. 90% von Darmtumoren methyliert vorkommt und dem Test seinen Namen gegeben
hat — das Septin-9-Gen (Kegel, 2012). Dieser Biomarker ist im Blut zu finden und wird
anhand von Stuhltests bei 30-40% der Tumorerkrankungen ermittelt. Eine
Erkennungsquote von 70% liefern z.B. Bluttests. Weitere Tests fur die Friherkennung von
Prostata- und Lungenkrebs sind seit dem Jahr 2012 in der Entwicklung. Auch die bessere
Wirksamkeit von Chemotherapie wurde erkannt, wenn bestimmte Gene abgeschaltet sind,
die Krebszellen nach dem medikamenttsen Angriff regenerieren, bzw. reparieren wirden
(Spork, 2009).

Das amerikanische NIH (National Institutes of Health) stellte fir verschiedene Projekte
insgesamt 190 Millionen Dollar zur Verfigung, um viele der offenen Fragen klaren zu
kénnen. Forscher arbeiten daran, weiterhin Epigenome zu kartieren und epigenetische
Programme zu identifizieren, welche gesunde Zellen zu pathologische Veradnderungen
mutieren lassen und versuchen zu ermitteln, wie eine Stammzelle sich zu spezialisierten
Zellen entwickeln kann. Stammzellen unterscheiden sich auf die DNA-Sequenz bezogen,
nicht von bereits ausdifferenzierten adulten Zellen (Henderson, 2010). Das gesamte Erbgut

ist vorhanden, aber verschiedene Eigenschaften sind je nach Zelltyp methyliert, also inaktiv

17 Onkogene = Zellen, die bei einer Zellmutation Tumoren entstehen lassen kdnnen, Graw (2006)

18 Tumorsuppressorgene = die darin codierten Proteine erkennen krebserregende Veranderungen und
versuchen diese zu reparieren und falls dies nicht moglich ist, wird die Apoptose, also der programmierte Zelltod
ausgeldst und die Zelle wird zerstért, Spork (2009)
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oder nicht methyliert, also aktiv. Zusatzlich wird bereits versucht, spezialisierte Zellen, die
im Uberschuss vorhanden sind, wie z.B. Hautzellen, zu selteneren Zellen zu verandern, die
Defekte im Korper reparieren kénnten, wie beispielsweise Nervenzellen (Spork, 2009).
Daraus kann Gewebe geziichtet werden, das zerstértes Gewebe ersetzen kénnte und

trotzdem kdrpereigen und so besser vertraglich ware.

Das gemeinsame Ziel fur alle Vorhaben, ist die Identifikation verschiedener epigenetischer
Schalter und ihrer Funktions- und Wirkungsweise in einem gesunden eukaryotischen
Organismus, um sie von krankmachenden Schaltern unterscheiden und somit auch in die
Codierung des epigenetischen Programms eingreifen zu kdnnen. Daher ist die Erforschung
von Krankheitsentstehung im Rahmen eines Epigenom-Projektes essentiell wichtig, um
Krankheiten medizinisch entgegenwirken zu kénnen. Denn im Fall einer medikamentbsen
Therapie ist es leichter, Methylierungen zu entfernen, als die Gene an sich zu veréndern
(Henderson, 2010). Hier ist der Vergleich von Wolfgang Nellen sehr treffend, der das
Genom als "Hardware” und die verschiedenen Epigenome als “Software” bezeichnet
(Nellen, 2014, S. 2).

Wie vielseitig sich die Software der Epigenome gestaltet und wie sehr sie auf die
Entstehung und Verénderung eines Organismus einwirkt, wird anhand von &uf3eren

Einflissen der Umwelt im nachsten Kapitel mit einiger Beispiele erlautert.
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4. Epigenetik und Einfliisse aus der Umwelt

Dieses Kapitel beleuchtet den Einfluss der Umwelt auf die Entwicklung eines Organismus.
Die Erndhrung steht innerhalb der Unterkapitel 4.1 und 4.2 im Fokus. Der Unterschied ergibt
sich daraus, dass bei 4.1 die Auspragung des aufieren Erscheinungsbildes durch
Erndhrung thematisiert wird, wohingegen in 4.2 die Folgen der Ernahrung in Bezug auf die
Vererbung von krankmachenden Genen am Beispiel der Agouti-Maus erlautert wird.
Geschlossen wird das Kapitel durch ein Beispiel der direkten Einflussnahme auf die
epigenetischen Prozesse einer Zelle im Zusammenhang mit medizinisch-therapeutischen

MaRnahmen, um Krankheiten zu heilen im Punkt 4.3.

4.1 Einfluss der Nahrung auf die Auspragung eines Organismus

In der Natur gibt es zahlreiche Beispiele dafir, wie vielfaltig und schnell sich verschiedene
Organismen durch veréanderte Umwelteinflisse anpassen konnen. Vor allem die
Veranderung des Phanotyps der Nachkommen durch spezifische Umweltsignale (Kegel,
2012) ist epigenetisch interessant. Dieses Phanomen wird von West-Eberhard als
phanotypische Plastizitdt bezeichnet und beschreibt die phénotypische Anpassung und
Veranderung eines Organismus in Reaktion auf ein Signal aus der Umwelt, welche bei den
Nachkommen ohne Veranderung des Genmaterials eintritt (West-Eberhard, 2003).
Exemplarisch dafiir kann der Wasserfloh Daphnia lumholtzi angefiihrt werden, dessen
Nachkommen bei der Anwesenheit von Fressfeinden bei Bedarf eine Art Helm wachst
(Kegel, 2012). Auch andere Signale kénnen eine Veradnderung in einem tierischen oder

pflanzlichen Organismus ausldsen.

Am Beispiel der Honigbiene Apis mellifera fanden die Biologen Robert Kucharski und
Ryszard Maleska heraus, dass epigenetische Prozesse fur das Ausdifferenzieren von
Arbeiterinnen und Koniginnen verantwortlich sind und im Zusammenhang mit der
Ernahrung mit Gelée Royale stehen (Kucharski und Maleszka, 2006). Auch wenn in einem
Bienenstaat die weiblichen Bienen je nach Aufgabe unterschiedlich ausdifferenziert sind
(z.B. Arbeiterinnen, Ammenbienen, Konigin), sind diese zu Beginn im Ei und als Larve
genetisch vollig identisch, sodass Carey die Brut aus einem Gelege in ihrem Buch als Klone
bezeichnet, naturlich nur die befruchteten Eier, die von den Spermien derselben Drohne
stammen (Carey, 2011). Wahrend der Entwicklung tiber das Larvenstadium hinaus, werden
diese ehemals identischen und unfruchtbaren weiblichen Bienen sich kérperlich und in
ihrem Sozialverhalten sehr verschieden ausbilden. Die Ursache wurde friher in

unterschiedlichen Erbanlagen vermutet, ist aber durch die Kenntnis des identischen
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Genoms widerlegt, weshalb die Wissenschaftler begannen, nach epigenetischen
Prozessen zu suchen, die sie schliellich in der unterschiedlichen Erndhrungsweise der Brut
fanden. Die Veradnderung des Phanotyps beginnt im Larvenstadium beim
Futterungsverhalten von spezialisierten Arbeiterinnen - den Ammenbienen (Carey, 2011).
Bis zum dritten Tag erhalten alle Larven Gelée Royale, das aus den Kopfdrisen der Ammen
gewonnen wird. Danach erhalt der Grof3teil der Brut Pollen und Nektar, lediglich einige
ausgewahlte Larven erhalten bis zu ihrer vollstandigen Entwicklung weiterhin diesen
speziellen Futtersaft (Carey, 2011). Nach welchen Kriterien die zukinftigen Kdniginnen

ausgewahlt werden, ist noch weitgehend unbekannt.

Im Vergleich zu den Larven, die sich zu Arbeiterinnen entwickeln, ist die Konigin (ca. eine
pro Bienenstaat) bis zu zweimal gro3er, wird ungefahr zehnmal alter (Gesamtalter zwischen
einem und zwei Jahre), legt ca. 2000 Eier pro Tag und kann das Sperma vom Hochzeitsflug
mit den Drohnen fir Jahre in sich aufbewahren (Kucharski und Maleszka, 2006). Im
Gegensatz zur Konigin besitzen die Arbeiterinnen keine funktionsfahigen Ovarien, haben
jedoch einen Stachel mit Widerhaken, Pollensédckchen, Wachsdriisen und zangenartige
Mundwerkzeuge, die unter anderem fir den Bau von Waben eingesetzt werden (Carey,
2011). Zu den physischen Unterschieden kommen verhaltensbiologische hinzu: Die
Konigin verlasst — bis auf den Hochzeitsflug, bei dem sie auch ihren glatten Stachel gegen
Rivalinnen einsetzen kann — den Bienenstock nicht mehr (Carey, 2011). Die Arbeiterinnen
hingegen schon, um Nahrung und Baumaterial fur den Staat zu sammeln. Also auch der
Habitus ist unterschiedlich, was sich ergéanzend dadurch zeigt, dass Arbeiterinnen mit
Schwanzel- und Rundtanzen anzeigen koénnen, wo sich auf den Meter genau, eine

lohnende Futterquelle befindet.

Die Basis von Gelée Royale sind Zucker und Wasser, zusatzlich sind vor allem
Aminosauren, B-Vitamine (z.B. Thiamin (B1), Riboflavin (B2) und Niacin (Bs)), Eiweil3e,
Folsdure und Spurenelemente enthalten (Spork, 2009). Diese Stoffe sind in epigenetische
Prozesse involviert. Bienenlarven besitzen ein Organ, das &hnlich wie unsere Leber
funktioniert, wenn sie also durchgehend Gelée Royal zugefihrt bekommen, bewirkt die
Verstoffwechselung eine Aktivierung des ,insulin pathway“ (Carey, 2011, S. 285), den
“Insulin Pfad”. Das fuhrt dazu, dass die Produktion des ,Juvenile Hormone“ (Carey, 2011,
S. 285), zu Deutsch etwa “jugendliches Hormon” erhdht wird, welches die Bildung von
fruchtbaren Eierstdocken stimuliert. Auch andere ,Insulin/insulin-like growth factor signalling
pathways“ (Kucharski und Maleszka, 2006, S.939), “Insulin dhnliche, Wachstumsfaktor
ausloésende Pfade” beeinflussen das Altern, den Energiestoffwechsel und andere

biologische Vorgéange.
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Wie der Prozess der Ausdifferenzierung auf molekularbiologischer Ebene verlief, fanden
Forscher durch die Sequenzierung des Genoms von A. mellifera folgendes heraus: Das
Genom enthielt DNA-Methyltransferasen (DNMT-1 und DNMT-3), die denen von héheren
Organismen, z.B. der Vertebraten, sehr ahnlich sind (Kucharski und Maleszka, 2006).
Dieses Enzym montiert Methylgruppen an die DNA und bestimmt somit den Grad der DNA-
Methylierung (Spork, 2009). Dass die Gene der Honigbiene ein Methylierungssystem
besitzen Uberraschte die Forscher, da dies bei vielen Insekten nicht der Fall war.
Beispielsweise befindet sich in der schwarzbauchigen Taufliege Drosophila melanogaster
kein Methylierungssystem in der DNA (Carey, 2011). Nach Kucharski fihrten auch Forscher
um Shi Yuan der Michigan State University folgendes Experiment durch (Shi et al., 2011):
Sie mal3en die Aktivitat des DNMT-3 und stellten fest, dass in Bienenkdniginnen eine
niedrige und in Arbeiterinnen eine hohe Methylierungsaktivitdt im Gen Dynactin p62
stattfand. Der Effekt der unterschiedlichen Fitterung wurde durch die Injektion
doppelstrangiger DNMT-3 RNA imitiert, die eine héhere Methylierung zur Folge hatte und
unabhéangig von der Ernahrung der Larven, Arbeiterinnen hervorbrachte (Shi et al., 2011).
Zusatzlich erforschten sie, ob die ZellengréRe im Zusammenhang mit der Selektion von
Larven zu spateren Koéniginnen oder Arbeiterinnen steht. Bei der Kucharski Studie wurde
den Larven DNMT-3 entzogen, das auch unabhangig von der Ernahrung zu der Bildung
von mehr Koniginnen filhrte (Spork, 2009). Die Differenzierung im Kastensystem der
Bienen findet also durch einen verschiedenen Grad an Methylierung statt. Eine Hypothese,
dass Gelée Royal eindeutig die DNA-Methyltransferase hemmt, konnte bis jetzt nicht
nachgewiesen werden, jedoch dass dies indirekt geschieht z.B. durch das Aktivieren von
Hormonen, die eben zur Ausbildung der Fertilitat von Bienenkoéniginnen fihren (Carey,
2011). Die Arbeiterinnen haben weniger aktivierbare Gene, bei der Kdnigin ist der
Methylierungsgrad schwécher und sie besitzt somit mehr ablesbare Gene, die fur die
Auspragung ihres Phanotyps verantwortlich sind. Es wurden insgesamt ca. 550 Gene
gefunden, in denen ein unterschiedlicher Methylierungsgrad zwischen Konigin und
Arbeiterin festgestellt wurde (Kucharski et al., 2010). In Abbildung 8 auf Seite 27 kdnnen
die verschiedenen Ergebnisse dem S&aulendiagramm entnommen werden, die in Konigin,

Arbeiterin und Zwischenkaste aufgeteilt sind.

Aber nicht nur das &ulRere Erscheinungsbild der Honigbiene unterscheidet sich durch den
Einfluss der Ernahrung. Der Forscher Dr. Ryszard Maleszka vermutete — bedingt durch die
unterschiedlichen Verhaltensweisen je nach Aufgabe der Honigbiene - dass die
Angehdrigen von verschiedenen Kasten in einem Bienenstock auch ihrer Aufgabe
angepasst, unterschiedliche Prozesse im Verarbeiten von Informationen in ihrem Gehirn
haben (Carey, 2011). In ihrem Aufsatz ,Involvement of DNA methylation in memory

processing in the honey bee” (Lockett et al., 2010) beschreibt das Forscherteam, wie sie
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durch gezielte Trainieren von Honigbienen eine Veranderung der epigenetischen
Programmierung erreicht haben. Sie zeigten, dass nicht nur bei héheren Wirbeltieren,
sondern auch bei niederen Arten, wie z.B. bei der Vertreterin A. mellifera Lern-,
Erinnerungs- und Vergessensprozesse in deren Gehirn vorhanden sind und geférdert

werden kann. Arbeiterinnen und Koénigin unterscheiden sich auch in diesen genannten
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Abbildung 8: Dauer Fitterung mit Gelée Royal der Bienenlarven, Grad der Methylierung und Expression und
Aktivitat von DNMT3 (Shi et. al, 2011, S. 4).

Prozessen. Um diese Hypothese auf molekulargenetischer Ebene zu testen und somit
nachzuweisen - vor allem in Bezug auf der Basis der unterschiedlichen Erndhrungsweise -
bestimmten sie die Verteilung von Methylcytosin (mC) in den Gehirnen von Koniginnen und
Arbeiterinnen durch ,shotgun bisulfite sequencing technology“*® (Kucharski et al., 2010, S.
1). Dafir wird die DNA eines gesamten Genoms fragmentiert und neu ausgerichtet, sodass
sie parallel fur einen Sequenzierungscomputer ablesbar ist. Bisulfit dient der Aufbereitung
der DNA fiir die anschlieBende Sequenzierung?, wie sie in Abbildung 9 auf Seite 28 gezeigt
wird. Cytosin wird durch Zugabe von Bisulfit in Uracil, eine Base, umgewandelt. So kann
nun unmethyliertes Cytosin (blaues C) von methyliertem C (rotes C™) differenziert werden.
Ersteres wird in Uracil umgewandelt, zweiteres bleibt Cytosin (von Watson/Crick zu
BSW/BSC). Das Ergebnis zeigte, dass in 561 Genen ein unterschiedlicher
Methylierungsgrad vorliegt.

19 WGSBS = Whole genome shotgun bisulfite sequencing, Anderson (2016).
20 Bisulfit-Sequenzierung = Molekularbiologisches Analyseverfahren zur Entschliisselung des Genoms von
einem Organismus, Antwerpes und Honscher (2016).

27



Watson >>AC*GTTCGCTTGAG>> « methylated

Crick <<TGC"AAGCGAACTC<< C  Un-methylated
Denaturation
a
Watson >>AC*"GTTCGCTTGAG>> Crick <<TGC"AAGCGAACTC<<
Bisulf ¥ T t D
BSW  >>AC"GTTUGUTTGAG>> BSC <<TGC"AAGUGAAUTU<<
PCR Ampiication [T
BSW >>AC"GTTTGTTTGAG>> BSC <<TGC"AAGTGAATTT<<
BSWR <<TG CAAACAAACTC<< BSCR >>ACG TTCACTTAAA>>

Abbildung 9: Sequenzierung von DNA-Abschnitten (Xi und Li, 2009)2L,

Die Erndhrung beeinflusst also insgesamt nicht nur die Auspragung des Phanotyps bei
niederen Arten, sondern auch Verstehens-, Merk- und Vergessensprozesse im Gehirn.
Dieses dient der Auspragung unterschiedlichen Verhaltens und zur Entwicklung
spezifischer Fahigkeiten, wie beispielsweise der Mitteilung von Art und Lage von
Futterquellen durch Rund- und Schwénzeltanz bei Arbeiterinnen oder das
Eiablageverhalten und die Durchfuihrung des Hochzeitsfluges bei Kéniginnen. Wie bereits
beschrieben, ist dieses Methylierungssystem nur bei einigen Insektenarten vorhanden,
diese gleichen damit den Vertebraten??. Damit konnen auch Rickschlisse darauf gezogen
wird, welche Rolle gesunde oder ungesunde Erndhrungsgewohnheiten bei hoheren Arten
spielen und wie durch deren Einfluss sowohl Krankheit als auch Gesundheit determiniert
werden kann. Anders als im Kapitel 3.1.1 wird nicht die geschlechtliche Komponente
untersucht, sondern die spezielle Aktivierung eines Gens, unabhangig vom Geschlecht,

aber abhangig von der Ernahrungsweise, dem Agouti-Gen.

4.2 Einfluss der Nahrung auf die Gesundheit

Als wesentliche EinflussgréRen — zusétzlich zu den Erbanlagen — wurden fur die
Gesundheit eines Individuums zu dessen Lebzeiten verschiedene Faktoren ermittelt:
RegelmaRige Bewegung, der Verzicht auf Zufihrung verschiedener schadlicher
Substanzen wie Alkohol, Nikotin usw. und eine gesunde und ausgewogene Ern&hrung

(Spork, 2009). Vor allem die Erndhrung spielt in Bezug auf epigenetische Regulation eine

21 Abbildung 9: Denaturation = Denaturierung, strukturelle Veranderung von Biomolekilen; PCR (Polymerase
Chain Reaction) Amplification = Polymerase Kettenreaktion Vermehrung, Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten
22 Vertebraten = Wirbeltiere
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herausragende Rolle, welche in diesem Kapitel am Beispiel einer Studie mit Agouti-Mausen
durch Jirtle und Waterland erlautert wird (Jirtle und Waterland, 2003).

Wie hoch die Gesundheit, bzw. vor allem die Krankheitsanfélligkeit des Menschen ist, wird
vermutlich bereits durch die Ernahrungsweise des mitterlichen Organismus determiniert
(Spork, 2009). Im Fokus steht dabei die pranatale und frihe postnatale Erndhrung der
Nachkommen (Jirtle und Waterland, 2003). Randy Jirtle — Toxikologe und Krebsforscher —
und sein Kollege Robert Waterland (Spork, 2009), zeigten diesen Kausalzusammenhang
anhand einer Studie mit Agouti-M&usen (Jirtle und Waterland, 2003). Das Haar einer
normalen Maus, die in den Experimenten verwendet und untersucht wurde, ist gestreift:
schwarz an Spitze und Wurzel und in der Mitte gelb (Carey, 2011). Wahrend des
Wachstums der schwarzen Haaranteile ist das Agouti-Gen ausgeschaltet, beim gelben
Mittelteil ist es aktiv (Carey, 2011). Dabei gibt es zwei Besonderheiten: Eine Mutation des
Agouti-Gens in rezessiver Form (a)?%, das eine ausschlieBlich schwarze Fellfarbe der Maus
bewirkt (Carey, 2011). Das Tier ist schlank und weist einen normalen, nicht
krankheitsauffalligen Phanotyp auf (Jirtle und Waterland, 2003). Der Effekt, der durch die
zweite vorliegende Besonderheit ausgeldst wird, ist fur die Forschung von Jirtle und
Waterland von besonderer Bedeutung: Die moderate Form des Agouti-Gens, das nur in
einer Wachstumsphase angeschaltet ist, kodiert unter anderem ein Signalprotein (ASIP =
agouti signalling peptide), das fur die Ausprédgung des Merkmals der gelben Fellfarbe
verantwortlich ist und durch das Pigment Phaeomelanin gebildet wird (Jirtle und Waterland,
2003). Liegt aber ein dominantes, heterozygotes®® Agouti-Gen (A")® vor, ist dieses
permanent aktiviert und es wird ausschlie3lich Phaeomelanin erzeugt, dessen vermehrte
Produktion die Auspragung der schwarzen Fellfarbe durch das Pigment Eumelanin
verhindert (Jirtle und Waterland, 2003). Das Haar ist komplett gelb und somit lasst sich ein
permanent aktives Agouti-Gen sofort an der gelben Fellfarbe der Maus feststellen, woraus
weitere Schlisse fur den Methylierungsgrad und den Gesundheitsstatus des Tieres
gezogen werden kénnen (siehe Abbildung 11, S.31). Agouti-Mause haben nachweislich ein
stark erhohtes Risiko fir Adipositas, Tumorbildung und Diabetes Typ 2 durch eine
verminderte Glukosetoleranz (Arnold und Kircher, 2014). Zusammenfassend wird diese
Kombination aus verschiedenen Krankheitshildern als “lethal yellow syndrome” bezeichnet,
das sich in einem generell kranklichem Phanotyp der Agouti-Mause aul3ert (Arnold und
Kircher, 2014). Die Entstehung wird durch das Agouti-Signalpeptid?® verursacht, welches

sich in der kompetitiven Blockierung des MC4-R (Melanocortinrezeptor) manifestiert

23 a = Nonagouti-Allel; Jirtle und Waterland (2003).

24 Heterozygot = mischerbig: Auf beiden Chromosomen befinden sich jeweils unterschiedliche Allele, also
Kopien eines bestimmten Gens; Antwerpes (2016c).

25 AW = Agouti-viable yellow Allel; Carey (2011).

26 Signalpeptid = definiert Ziel- und Wirkungsort eines Proteins; Campbell und Reece (2012).
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(Arnold und Kircher, 2014). Die Bindung von Melanocortin an den Rezeptor steuert das
Fressverhalten und den Metabolismus des Saugetierorganismus (Arnold und Kircher,
2014). Melanocortin reguliert das Fressverhalten in Bezug auf Menge und Frequenz der
Mabhlzeiten, daher hebt eine Blockade des Rezeptors die Wirkung des Botenstoffes auf,
was unkontrolliertes Essverhalten und daraus resultierende Fettleibigkeit zur Folge hat
(Adan, 2006). Bei Mausen mit dunkler Fellfarbe ist das Agouti-Gen gro3tenteils deaktiviert,
bzw. methyliert und somit abgeschaltet (Arnold und Kircher, 2014). Die Blockierung des
Rezeptors findet ebenfalls nicht statt. Diese Mause sind in der Regel schlank und besitzen
einen gestnderen Phéanotyp, als diejenigen Tiere, deren Agouti-Gen sich in einer

permanent nicht methylierten Form befindet (Arnold und Kircher, 2014).

Jirtle und Waterland stellten die Hypothese auf, dass durch die Erndhrung der Mutter
wahrend der Schwangerschaft, die Methylierung des Agouti-Gens bei der Frihentwicklung
der Nachkommen beeinflusst werden kénne (Jirtle und Waterland, 2003): Eine Gruppe
gesunder Weibchen mit dunkler Fellfarbe wurde fir die Studie mit heterozygoten Agouti-
Mannchen gepaart (Arnold und Kircher, 2014). Die daraufhin trachtigen Weibchen bekamen
Substanzen zur Nahrungsergdnzung (Folsaure, Vitamin B12, Cholin und Betain), die sich
forderlich auf die Bildung von Enzymen auswirkten, welche potentiell Methylgruppen an die
DNA montieren (Spork, 2009). Diese methylspendenden Stoffe und Cofaktoren sind
notwendig fir die Synthetisierung des S-Adenosylmethionin?’, welches ein
Methylgruppendonator ist (Hircin, 2016). Dieses Methionin wird fir die CpG-Methylierung
bendtigt, die in diesem Experiment nachweislich das krankmachende Agouti-Gen stumm
schaltet (Jirtle und Waterland, 2003). Die Methylierung mit der darauf folgenden
Modifikation der Gene kann Abbildung 10 auf Seite 31 entnommen werden. Je mehr dieser
Stoffe durch die Ernahrung synthetisiert werden kdnnen, desto wahrscheinlicher ist die
Methylierung des schadlichen Gens. Bei der zweiten Gruppe war die Vorgehensweise der
Paarung exakt gleich, nur die Weibchen bekamen kein Spezialfutter (Spork, 2009).

27 3-Adenosylmethionin = wird aus Adenosintriphosphat (ATP) und der essentiellen Aminosaure Methionin unter
Abspaltung von Pyrophosphat und Phosphat gebildet. Es ist der wichtigste Methylgruppendonator im
Stoffwechsel, Hircin (2016).
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Abbildung 10: Histonmodifikation mit CpG-Inseln (Mayer, 2014).

Das Ergebnis dieses Experiments verifiziert die aufgestellte Hypothese der Forscher: Die
Weibchen der ersten Gruppe gebaren grofdtenteils schlanke braun- bis schwarzhaarige
Jungtiere, die Weibchen der zweiten Gruppe nur gelbe Agouti-Mause (Spork, 2009). Die
Nachkommen beider Gruppen erbten das Agouti-Gen, aber nur bei der zweiten Gruppe
ohne die Zufihrung zusatzlicher enzymbildender Stoffe, kam es zur Genexpression im
Phanotyp mit den bekannten Folgen: Ubergewicht und kranklicher Phanotyp der Mause mit
ausschlieB3lich gelber Fellfarbe (Spork, 2009). In Abbildung 11 ist der Methylireungsgrad
und die damit verbundene Fellfarbe und Figur der Mause dargestellt, zusatzlich zum

schematisch dargestellten Erbgang.
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Abbildung 11: Methylierungsgrad Agouti-Maus (Graw, 2006, S. 332).
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Die erworbenen Kenntnisse aus der Jirtle und Waterland Studie lassen sich auch auf den
menschlichen Korper Ubertragen. Die oben vorgestellten Prozesse der Methylierung finden

auch im menschlichen Organismus statt, wodurch Parallelen mdglich sind.

Far Jirtle und Waterland ist im Auswertungs- und Diskussionsteil ihrer Arbeit klar, dass es
immer mehr Beweise fir die Krankheitsentstehung im menschlichen Organismus gibt,
denen epigenetischen Genregulationsmechanismen vorausgehen (Jirtle und Waterland,
2003). Diese werden, wie bereits dargestellt, durch Ernahrung maf3geblich beeinflusst und
steuern die genetische Programmierung in einem Embryo (Jirtle und Waterland, 2003). Als
Beispiel nennen die Autoren die deutliche Reduktion des Risikos flr Neuralrohrdefekte®
wahrend der Embryonalentwicklung durch eine erhdhte Zufiihrung von Folsaure wahrend
der Schwangerschaft (Jirtle und Waterland, 2003). Dieser Defekt entsteht durch einen
Mangel an Folsaure, weshalb Frauen wéahrend der Schwangerschaft prophylaktisch

Folsdurepréparate zu sich nehmen sollten.

Wenn die Anderung, bzw. Verbesserung zur Gesundheit hin im Phanotyp wahrend der
Entwicklung eines Menschen bereits durch die Zufihrung weniger Substanzen beeinflusst
werden kann, bietet das ein grof3es Spektrum in der Entwicklung von Medikamenten, die
epigenetische Programme beeinflussen und so zu einem gewlnschten Ergebnis hin
verandern konnen. Die Bekampfung von — bisher unheilbaren - Krankheiten mit Hilfe von

epigenetischer Medikation wird im folgenden Unterkapitel erlautert.

4.3: Einfluss von epigenetischer Medikation am Beispiel des Gene Silencing

Da Krebs sehr vielféltig auftritt und es bereits einige wirkungsvolle Ansatze zur Bekampfung
von bdsartigen Tumoren gibt, wird hier das Beispiel einer Krankheit genannt, gegen die
Medizinern bisher keine Therapiemdglichkeiten zur Verfigung stehen. Durch die
epigenetische Methode des Gene Silencing entstehen jedoch vdllig neue und
vielversprechende Ansatze, um Krankheiten wie die neurologische Erkrankung Chorea

Huntington heilen oder gar verhindern zu kdnnen.

Chorea Huntington (auch Huntington’s Disease, kurz HD) ist eine bisher unheilbare,
neurodegenerative Erkrankung, die entweder aus einer spontanen Mutation entsteht oder
zu 50% aus dem autosomal-dominanten Erbgang von Vater oder Mutter auf Sohn oder

Tochter (Antwerpes, 2016a). Die Mutation ist im Allel des Chromosom 4 lokalisiert und wird

28 Neuralrohrdefekte = Fehlbildung bei der SchlieRung von Hautfalten entlang der Wirbelsaule, an der ein
Vorlaufer vom Teil des Nervensystems gebildet wird, das Neuralrohr. Ein Beispiel dafiir ist Spina bifida (offener
Ruicken), Honscher (2016).
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als Huntingtin-Gen (Htt) bezeichnet. Diese Mutation fiihrt zu dem Defekt, dass die CAG?-
Basentripletts Wiederholungen auf3erhalb des Normbereiches aufweisen (mehr als 35
Repeats) (Harper et al., 2005). Je gro3er die Anzahl der Wiederholungen, desto friiher und
starker bricht die Krankheit aus. Durch Ablagerungen im Gehirn kommt es — ahnlich wie bei
Parkinson — zu unkontrollierten Muskelbewegungen und Sprechstdérungen, die im Verlauf
der Krankheit irreversibel zunehmen und schlieZlich den Verlust von gesteuerter Motorik
und der Sprechfahigkeit verursachen. Vollstandige Demenz und den Ausfall der Fahigkeit
Essen kontrolliert zu schlucken, machen den Betroffenen unter Umstdnden in jungen

Jahren zu einem Pflegepatienten.

Da die Krankheit bisher als unheilbar gilt und nur die Milderung der Symptome mdglich ist,
bemihen sich Forscher in der Genetik und Medizin um ein wirksames Therapeutikum zur
Bekampfung oder sogar Pravention und Heilung dieser Erbkrankheit. Hier setzt die
Methode des Gene Silencing an. Der Ausdruck bedeutet eine Stilllegung oder
Unterdriickung der Genexpression (Nicolay, 2016). Dies geschieht entweder ohne
Beeinflussung als Eigenschutz der Zelle z.B. vor Viren oder durch gezielte Beeinflussung
von Medikamenten als Umwelteinfluss zur Ausschaltung unerwiinschter Genexpressionen,
die im aktiven Zustand Krankheiten begulnstigen und/oder auslésen kénnten. Mittlerweile
kénnen Gene auch kinstlich aktiviert werden, was als Gene Enhancing bezeichnet wird
(Nicolay, 2016). Gene Silencing kann entweder auf translationaler oder transkriptionaler

Ebene verlaufen (siehe Kapitel 2).

Im Oktober 2015, nach vielen Studien an M&usen und Menschenaffen, wurde an 36
Teilnehmern aus Kanada, Deutschland und Grof3britannien die erste Testphase eines
epigenetisch wirksamen Medikaments gegen HD an Menschen durchgefiihrt. Bis heute
sind keine auflergewohnlichen oder schwere Nebenwirkungen bekannt und das

Medikament ist wirksam (Carroll, 2015). Vereinfacht soll das Medikament wie in Abbildung

12 wirken.
The HD gene The message
e Qp
*L W
DNA mRNA
Gene

The protein silencing
<5 2

ATy

' ’Tt“\%,f‘
Huntingtin

Abbildung 12: Gene silencing des Huntingtin Gens (Carroll, 2015).

29 CAG = Cytosin, Adenin, Guanin
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Das Medikament mit dem Namen "IONIS-HTTgrx" von der US-amerikanischen Firma lonis
Pharmaceduticals ist ein Gene Silencing/Antisense®-Praparat (lonis Pharmaceuticals,
2016). Es soll die Produktion des Huntingtin Proteins — verursacht durch die verlangerte
CAG-Triplett-Sequenz — reduzieren und somit verhindern, dass die oben genannten
Symptome entstehen und die Krankheit ausbricht. Das Medikament zielt dabei speziell auf
das die mRNA des Huntington Gens, bzw. das “huntingtin message molecule” (Tabrizi,
2015) ab, das produziert wird, wenn das Huntingtin Gen aktiv wird. Diese sogenannten
Antisense Oligonucleide (ASOs) bewirken die Deaktivierung des Molekils und reduzieren
bzw. verhindern so die Produktion des mutierten Huntingtin Proteins, das toxisch auf die
Neuronen im Gehirn wirkt und diese zerstért (Kordasiewicz et al., 2012). Als Resultat wurde
bereits eine Reduktion des Huntingtins im Gehirn gemessen. In Abbildung 13 kénnen in
den Diagrammen Konzentration, und Auswirkung auf die mRNA des Hit abgelesen werden.
Versuche an Mausen ergaben, dass bei Unterdriickung der Huntingtin RNA die Produktion

des toxischen Proteins um 75% zurlick ging (Kordasiewicz et al., 2012).
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Abbildung 13: Ergebnisse ASO in Riickenmarksflussigkeit (Kordasiewicz et al., 2012)32.

30 Antisense = unterdriickt das Ablesen von genetischer Information der Zelle, Duden (2016).
31 Abbildung 13: HUASO: human huntingtin targeting ASO; Saline: Salzlésung Tragerflissigkeit, Kordasiewicz
et al. (2012).
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Um den Wirkstoff zum Wirkungsort zu bringen, wird ersterer in den Spinalkanal injiziert und
so zum Gehirn transportiert. Fir die Wirkung ist ein konstantes Level in der
Ruckenmarksflissigkeit (Liquor) noétig. Die Leiterin der klinischen Studien zu diesem
Wirkstoff und Direktorin des Huntington’s Disease Centre an der Londoner Universitét im
Institut fir Neurologie Sarah Tabrizi bezeichnet nach den ersten Studien an Menschen das
Medikament als sicher und die Entwicklung desselben als Meilenstein in der der HD
Forschung (Tabrizi, 2015).

Durch die Nutzung der RNAI (siehe Kapitel 2) als epigenetisches Werkzeug, wird das Gene
Silencing moglich gemacht. Das Verstehen der epigenetischen Prozesse hilft den
Forschern insbesondere beim Verstandnis der Funktionsweise pathologisch verénderter
Zellen und deren therapeutisch-medizinische Modifikation. Eine Anderung der Gene wére
unmdglich, deshalb wird die epigenetische Programmierung durch das Injizieren RNA
wirksamer Stoffe verandert und so wahrscheinlich bald eine Heilung bzw. Pravention einer

Krankheit moglich sein, die bis vor Kurzem noch als unheilbar galt.
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5. Fazit

Auf dem Deckblatt dieser Arbeit ist das Bild ,Die epigenetische Landschaft* (Waddington,
1957) zu sehen, das von dem Briten Conrad Waddington entworfen wurde. Er préagte
bereits in den 1940er Jahren den Begriff des Epigenoms, das aber auf der Suche nach dem
genetischen Code und anderen genetischen Schlisseln nicht valide genug galt und in
Vergessenheit geriet. Heute ist dieses Bild mit Waddingtons Interpretationen wieder
hochaktuell. Die Murmel in der Mitte am oberen Rand des Bildes, stellt das Individuum dar,
das am Anfang seines Lebens steht (Spork, 2009). Wahrend dessen Lebenszeit rollt die
Murmel in verschiedene Téler, beeinflusst durch genetische Anlagen und Umwelteinfliisse.
Auch kann das die Murmel eine Zelle darstellen, die sich im Laufe ihrer Lebenszeit
verandert und den Ph&notyp eines Lebewesens entscheidend pragen kann. Im Unterschied
zur Blitezeit der Genetik ist nun die tiefgreifende Erkenntnis neu, dass unsere Erbanlagen
nicht starr, sondern im Gegenteil — &uRert variabel, dynamisch und verénderbar sind. Der
Wandel, bzw. die Veranderung dieses Blickwinkels auf uns und unsere Nachfahren sollte
auch im Rahmen dieser Bachelorarbeit erreicht werden: Genau wie auf dem Bild, kbnnen
wir entscheidend mit beeinflussen, ob die Murmel in Taler der Krankheit oder in Taler der
Gesundheit gleitet. Ein gesundes Lebenskonzept aus vollwertiger Kost, viel Bewegung und
dem Vermeiden von Alkohol und anderer schadlichen Substanzen, wirken auf die
epigenetischen Programme der Zellen ein und verlangern das Leben um einige wertvolle
Jahre — allerdings mit der Einschrankung, dass die ererbten Schaltplane nicht gravierend
auf eine Krankheitsentstehung einwirken. Genauso wie unsere Eltern ihre Gene und ihre
Epigene an uns weitergegeben haben, kdnnen sich unsere Lebensentscheidungen auf
unsere Epigenome und somit auf das Leben unser Kinder, Enkel und Urenkel auswirken.
Daher ist es nicht verwunderlich, dass Zivilisationskrankheiten wie Diabetes mellitus und

kardio-vaskulare Erkrankungen immer noch stark auf dem Vormarsch sind.

Im Bereich der Medizin sind grol3e Fortschritte zu verzeichnen, wie das Unterkapitel tiber
den Einfluss von Medikamenten und deren Einsatz im therapeutischen Bereich gezeigt hat.
Jedoch sollte an dieser Stelle erwéhnt werden, dass noch keine Langzeitstudien existieren,
die eventuelle Konsequenzen dokumentieren, die aus dem Verstellen von epigenetischen
Schaltern zu Gunsten einer momentanen Gesundheit entstehen konnen. Daher ist vor einer
allzu grof3en Euphorie Vorsicht geboten, epigenetisch wirksame Medikamente wéaren der
Schlissel zur Heilung von allen Krankheiten. Nichtsdestotrotz gibt diese neue Moglichkeit
der Medikation vielen Betroffen, wie z.B. denen, die an Chorea Huntington erkrankt sind

oder erkranken werden, viel Hoffnung.
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Mit immer neuen Erkenntnissen, die die Erforschung der Epigenetik mit sich bringt,
verandert sie den Blick auf die Eigenverantwortung des Menschen im Hinblick auf seinen
Lebensstil und die Weitergabe der eigenen epigenetischen Programmierungen an seine
Nachkommen nachhaltig. Dennoch sind die Ergebnisse dieser bahnbrechenden neuen und
dennoch sehr etablierten Wissenschaft in Erganzung zur herkdmmlichen Genetik
weitgehend unbekannt. Weder in den Medien, noch in Wirtschaft und Politik ist dieser
essentielle Themenbereich der neuen Lebenswissenschaften im Mittelpunkt des breiten
Interesses. Als Ansatz zur Aufklarungsarbeit steht hier die Schule in der Pflicht, alte und
tberholte Lehrplane im Fach Biologie in Bezug auf die herkdbmmliche Genetik grundlegend
zu erneuern. Selbst die Mendel schen Erbregeln werden den Schilern noch als Fakt
Ubermittelt, obgleich sie doch langst als nicht ganzheitliches und unmodernes Konzept
abgel6st und durch wesentlich relevantere und modernere Lerninhalte ersetzt werden
konnten. Vor allem im Fach Biologie sollte ein moderner Unterricht am Puls der Zeit und
auf aktuellen Forschungsergebnissen basierend das Ziel jeder Lehrkraft sein. Durch das
Konzept der Epigenetik als Unterrichtsgegenstand, wird das Bewusstsein der Schuler zu
Themen wie Erndhrung, Schadstoffe in Umwelt und Nahrungsmitteln und der modernen
Form der Erblehre nachhaltig geschult, vor allem im Hinblick auf die neu erkannte Dynamik
der Zellen und ihre Programmierung, die grofRRes Interesse und eine hohe Motivation
wecken konnten, anstatt veraltete Inhalte einliben zu lassen. Die Schilervorstellungen zu
den Erbanlagen eines Menschen als starres Gerlst sollten nachhaltig erneuert und

verandert werden.

Die Epigenetik als junges Forschungsfeld ist vielversprechend und verdient die Verbreitung
ihrer Inhalte und deren Integration in eigene Lebensentwiirfe. Durch diese Arbeit wurde ein
Versuch unternommen, einen breiten Uberblick Uber die verschiedenen Themen zu bieten
und auch kompliziertere Vorgange auf molekularer und biochemischer Ebene zu erlautern
und fur den Leser gut verstandlich aufzubereiten. Das Ziel, dem Leser den Wandel von den
eigenen Vorstellungen zur Genetik durch die Prasentation der Vielfaltigkeit von Epigenetik
und ihrer Dynamik selbst nachvollziehen zu lassen, ist hoffentlich gelungen und ein erster
Schritt zu einer Anregung der Auseinandersetzung mit einer Lebenswissenschaft, die durch
ihre Entdeckung im Wandel zur Postgenomik hin, eine grol3e Chance und viele

Moglichkeiten verspricht.
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