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® Epigenetik bezeichnet die Vererbung von Informationen
Uber chemische Modifikationen des Genoms
nicht durch Veranderungen der DNA-Sequenz

Hereditary information
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Transgenerational inheritance
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Cellular inheritance

& DNA sequence, highly stable
& Epigenetic inheritance systems, bistable

Genetik und Epigenetik

Genetik

@ DNA-Sequenz ergibt genetischen Code

Organisation der DNA in Gene
und regulatorische Sequenzen

®

® Veranderung der DNA-Sequenz
durch Mutationen

&

Vererbung als Informationsweitergabe
an nachste Generationen

Genetik und Epigenetik
Epigenetik

& Epigenetischer Code
(unabhéngig von der DNA-Sequenz)

@ Regulation der Aktivitit von Genen
Uiber den Organisationszustand der DNA
(Chromatinstruktur)

& Vererbung von Informationen {iber chemische
Modifikationen des Genoms
(nicht durch Veranderungen der DNA-Sequenz)

@ Dadurch Einfluss u.a. der Umwelt auf vererbte
Informationen und die individuelle Auspréagung

von Merkmalen (Ph&anotyp)

Epigenetik: vererbbare Veranderungen der Gen-
regulation ohne direkte Veranderung der DNA-Sequenz

Betrifft:

Entwicklung
Gewebe-spezifische Genexpression
Anpassung an Umweltfaktoren

Gedichitnis

Altern

Krankheiten (Diabetes, Alzheimer)

Krebsentstehung %2}‘

nach C. Gerhéuser 2010, dkfz.




Mechamismen der epigenetischen Regulation Histon-Modifikationen

) Regulation der Chromatinstruktur . .
L u.a. durch Histon-Modifikationen Histon-Acetylierungen
‘ * Gesetzt durch
g DNA-Methylierung Histon-Acetyltransferasen (HATS).

fahrt zu gelockerter Chromatinstruktur
und transkriptioneller Aktivierung

e Regulation durch DNA-bindende Proteine

« Entfernt durch
e (z.B. der Polycomb-Gruppe) Histon-Deacetylasen (HDACS).
a2 Histondeacetylierung fiihrt zu einer positiven Histonladung
Ei, . und damit zur Chromatin-Kondensierung
‘ii‘ Mikro-RNA gesteuerte Prozesse mit transkriptioneller Inaktivierung

aufgrund geringerer Transkriptionsfaktor-Bindungsmaglichkeiten
durch festere Bindung der negativ geladenen DNA an die Histone.

Histon-Phosphorylierungen

ockore DNA-Pack « Gesetzt durch Histon-Kinasen
ockere DNA-Packun .
° « Entfernt durch Histon-Phosphatasen

i y asen
(HDACs) (HATS)

Histon-Methylierung

[I Keine Transkriptionsfaktorbindung

Stabilste Form der epigenetischen Nuleosomenveranderungen.
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(z.B. SET Domane Proteine)
« Entfernung nicht ohne weiteres méglich,
evtl. durch Histon-Demethylasen
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Figure 1. Post-translational modifications of the core histones.

The colored shapes ref known post: lational modifications of the core his-
tones. The histone tails can be methylated at lysines and arginines (green pentagons),
phosphorylated at serines or threonines (yellow circles), ubiquitylated (blue stars) and [H3] ARTKQTAR K’"“‘K”“ kaL
acetylated (red triangles) at lysines.
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Prinzipien der epigenetischen Genregulation

Gen A: aktiv, offenes Chromatin Gen B: inaktiv, gesclossenes Chromatin
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H3 (K4Me3 bzw. K27Me3): Histon-Methylierung
Ac: Histon-Acetylierung Me: Cytosin-Methylierung

Mechamismen der epigenetischen Regulation
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nach C. Gerhauser 2010, dkfz.
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DNA-Methylierung

Sie ist die wahrscheinlich wichtigste epigenetische Markierung.

Die DNA Methylierung erfolgt mittels de novo Metyltransferasen
(DNMT3A, DNMT3B) bes. in CpG-reichen DNA-Sequenzabschnitten.

CpG Dinukleotide

5 CpG 3’ G0d9 g
3 GpC 5’ £9dD g

» CpG-Dinukleotide = Abfolge von Cytidin-Guanosin,
die Uber eine Phosphatbindung verknupft sind.

» CpG Dinukleotide sind Palindrome

» CpG-Motive ergeben sich durch einen bestimmten Sequenz-
Kontext flankierender Basen.

» CpG-reich ist die Umgebung von Genpromotoren, repetitiven
Elementen (rDNA), Satelliten und Chromosomen-Zentromeren.

DNA-Methylierung

Methylgruppen-bindende-Doméane-Proteine (MDB-Proteine) wie MeCP2
binden an die DNA und rekrutieren Korepressor-Proteine (z.B. Sin3A)
bzw. Histondeacetylasekomplexe (HDAC1, HDAC?2), die dann lber eine
H3-H4 Deacetylierung eine engere Chromatinstruktur bewirken, wodurch
eine transkriptionellen Inaktivierung resultiert.

So wird heterochromatische repetitive Satelliten DNA hypermethyliert und
damit kondensiert bzw. Retrotransposons (Alu/Linel Elemente) stillgelegt.

DNA-Methylierung

Methylierung der DNA kann auch die direkte Bindung von Proteinen
(z.B. den CCCTC-Motiv bindenden Faktor CTCF) an DNA-Abschnitte
verhindern. CTCF fungiert als enhancer-blocking Element, indem er bei
Bindung an eine Zielsequenz in der Lage ist, einen sterischen Block zu
setzen, der die Zuganglichkeit von Zielgenen zu enhancer Elementen
verhindert, woraufhin eigentlich vorgesehene Zielgene nicht mehr
transkribiert und stattdessen alternative Promotoren aktiviert werden.

CpG Methylierung
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DNA-Methylierung
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Methylierungsmuster werden mittels DNMT1 beibehalten
und bei Zellteilungen an die Tochterzellen weitergegeben.

Methylierungsanalyse mittels Bisulfit

Cytosin Uracil
N, i, o o
— —
— — e
e & S0, e so, o”
N N N N N
H H H H

Nicht methyliertes C durch Bisulfit-Behandlung in U umgewandelt, das wie T gelesen wird.

Bedeutung der DNA-Methylierung

» Bei Saugern vor allem an CpG Dinukleotiden
» Involviert in viele Schliisselfunktionen des Genoms
* Imprinting
* X Chromosom-Inaktivierung
« Erhaltung der Genomstabilitat
* Silencing von Retrotransposons
« Inaktivierung von Genen in Tumoren

» Regulation der embryonalen Genexpression

Methylierungs- / Demethylierungs-Prozesse
wahrend der Keimzell- und Embryonalentwicklung

Frih in der Entwicklung wird die DNA-Methylierung geléscht und Pluripotenz-assoziierte Gene werden
exprimiert. Entwicklungsgene sind reprimiert durch das PcG Proteinsystem und H3K27 Methylierung.
Waéhrend der Differenzierung pluripotenter Zellen (z.B. ES Zellen), werden Pluripotenz-assoziierte Gene
reprimiert, potentiell permanent, aufgrund von DNA-Methylierung.

Feb.2009

nature
genctlcs

Large histone H3 lysine 9 dimethylated chromatin blocks
distinguish differentiated from embryonic stem cells

Bo Wen'?2, Hao Wu'?, Yoichi Shinkaif, Rafael A Irizarey"® & Andrew P Feinbergh?




DNA-Methylierung und Krebsentstehung

Mormale Zelle: T unmemytierc T metnysiort

Promoterregion

CpG Inseln Repeats

DNA

CpG Insel

globale
Hypermethylierung

Hypomethylierung

Intron

keine Transkription

nach C. Gerhauser 2010, dkfz.
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DNA-Methylierung und Krebsentstehung
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Auswirkungen eines dynamischen Epigenoms

Hereditare Faktoren / Soziale und Physikalische Umwelt

Signalwege = +<— Epigenom <+— Phinotyp

Umgestaltungskomplex

Wie die Umwelt die Gene steuert
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Das Gedachtnis des Koérpers

Sind Gelassenheit, Ubergewicht, Intelligenz und
Langlebigkeit angeboren? Genbefunde nahren
den Glauben an die Allmacht der Biologie. Doch
nun zeigt sich, wie sehr Umwelteinflisse die
Erbanlagen verandern:

Die Gene steuern uns — aber auch wir steuern
die Gene, durch unseren Lebensstil

Einfluss auf
DNA-Methylierung

Agouti Maus

mutiertes
Agouti Gen (A7) aktiv inaktiv

mutierte Version des Agouti Gens [A*):

- gelbe Fellfarbe

- Veranlagung fiir Adipositas und Diabetes

+ erhohte Krebsanfilligkeit

+ Expression wird durch DNA Methylierung gesteuert

2] 2010

Paternally Induced Transgenerational
Environmental Reprogramming of
Metabolic Gene Expression in Mammals
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Control Control DlET Control
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Altered cytosine
methylation patterns
» Diet consumed by male mice can affect

gene expression in offspring
» Offspring of animals on low-protein diet
i is genes

increased expression of
chalesteral biosynthesis
genes

» Paternal diet affects hepatic levels
of cholesterol esters in offspring

» Response is partially linked to methylation changes
at a putative enhancer of Ppara

Decreased cholesterol




Epigenetik- / Imprinting-Storungen

Ein Gberlieferter Witz von Sir Bernard Shaw:

He is reported to have encountered a young starlet who coos:

“My looks and your brains,we could make wonderful children“

Sir Bernard Shaw responds:

“What if they had my looks and your brains?*

-—p Die beiden elterlichen Allele sind nicht gleichwertig

Maulesel Maultier
Esel x Hengst Stute x Esel

Anm: Diese Hybriden sind steril

Genomisches Imprinting

Definition:

Genomisches Imprinting ist die epigenetische
Modifikation (z.B. via DNA-Methylierung),

die zur Inaktivierung einer Kopie eines Genes
in somatischen Zellen fuhrt und die damit

die monoallelische Expression eines Gens
aufgrund seiner elterlichen Herkunft beschreibt
(Surani, 1984).

Imprintete Gene finden sich in Gruppen/Clustern

Genomisches Imprinting

Imprinting ist nicht gleichzusetzen mit Epigenetik!

In imprintenten Genombereichen (ca. 50-100) werden Gene — in
bestimmten Geweben und zu definierten Zeiten- nur von einem definierten
elterlichen Allel transkribiert.

Ein Allel-spezifisches Imprinting wird dabei mittels cis regulatorischer
Elemente vermittelt.

Differentiell/allelspezifisch methylierten Regionen (DMRs). Eine
Methylierung eines DMR Allels wird wahrend der Gametogenese mittels
DNMT3L etabliert, einem Protein mit Homologie zu den de-novo
Methyltransferasen DNMT3A und DNMT3B aber ohne deren enzymatische
Aktivitat.

Neben den bereits geschilderten Effekten einer DNA-Methylierung kann
man bei imprinteten Genen auch weitere Einfllisse der Methylierung
und/oder epigenetisch bedingten Modifikationen auf das Verhalten der DNA
im Zellkern beobachten: asynchrone Replikation der beiden Allele

Elterl. Ursprung Epigenetischer Funktioneller
des Allels Status Status

Paternal Gen on

Maternal Gen off




Prinzipien der epigenetischen Genregulation

An einigen Loci haben die elterlichen Allele
unterschiedliche epigenetische Zustande (Imprinting)
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& Der Begriff der elterlichen
Pragung (Genomic Imprinting)
beschreibt eine besondere
Form der Genregulation:

& Die betroffenen Gene erhalten
= entweder in der Eizelle
oder in der Samenzelle

4= [‘Q‘ eine spezielle Markierung.

':}, ® Dies fiihrt dazu, dass nach der
a’] Befruchtung nur eine der
il beiden elterlichen Genkopien

_hl_ abgelesen wird.

Somatische | B BB
Zellen gg gg
Primordial S @ E Imprintldschung
Keimzellen R = :

Keimzellen Imprintetablierung

Zygote

Embryo EE - E Imprinterhalt

Chimi

Methylierungs- / Demethylierungs-Prozesse
wahrend der Keimzell- und Embryonalentwicklung

Methylierung

(O] M@ @ o EZ&E

®
primordiale raife  Zygote  Blastocysta arwachsenas
Keimzellen Keimzellen Tier
== mitterliches Genom
Bafruchtung = viterliches Genom

= elterlich geprigte Gene

Parental Conflict Hypothese

DIE PLAZENTALE NAHRSTOFFZUFUHR WIRD DURCH DIE

EXPRESSION VON WACHTUMSFAKTOREN BEEINFLUSST Imprlntlng r6gu|iert
Nahrstofffluss den Nahrstofftransfer
y W""““'l""‘““‘" zwischen Mutter
{
.J"-'Jl ‘ 1 vaterdiches Allel und Embryo
1 {' R )P misttorkiches Allel
L 1
"I.\m Wachstumsrepressor Vater WI”,
dass seine Kinder

die GroRten sind,

Wachstumsfaktor . .
> ./Q} | Mutter schiitzt sich
[ » 3 vaterliches Allel vor intrauterinem
9 : GroRwuchs
3 %}_ _:}_r*. miitteriches Allel

Wachstumsrepressor

Regulation des fetalen Wachstums

Paternales Genom

Maternales Genom




Entstehungstheorien des Imprinting
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Neben der Genetic Conflict Hypothesis (u.a. Moore, 1992)

besagt eine andere Theorie, das parentales Imprinting

die Moglichkeit parthenogenetischer Reproduktion verhindert (Solter, 1988).
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Vererbung bei Imprinting
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Erkrankungen
die auf
Genomisches Imprinting
zuruckzufuhren sind

Fallbeispiel

D.G., *12.06.2008 @

Familienanamnese und Befunde

&) Eltern 37 bzw. 38 J. alt,
Amniozentese: 46,XX,
wenig Kindsbewegungen

&) Bei Geburt i.d. 39. SSW:
GG 3100g, GL 49cm, KU 37cm,
ausgepragte muskulare Hypotonie

® Als NG bzw. Saugling anhaltende
Trinkschwéche, Sondenernahrung,
Generelle Entwicklungsverzégerung

Prader-Willi-Syndrom (PWS)

&) Inzidenz: ca. 1:10.000

® Anfangs Gedeihstérung, Hypotonie,
genitale Hypoplasie

® Als Kleinkind: Hyperphagie, auff. Facies

® Retardierung, Adipositas, Kleinwuchs,
Hypogonadismus

Prader-Willi-Syndrom (PWS)

&
&

®

Fallbeispiel

R.F., *11.08.2004 G
Anamnese und Befunde

Unauff. Vorgeschichte u. SS,
Geburt i.d. 38. SSW, GG 2800g, GL 49cm, KU 34cm

Erst mit 14 Mo. freies Sitzen, Stehen mit 2 J., Laufen a.d.
Hand mit 2 %2 J, dabei ausgepragte Bewegungsunruhe
Mikroceph. Kopfkonfiguration, groBer Mund, spitzes Kinn

Deutliche psychomot. Retardierung, bes. von aktiver
Sprache und Sprachversténdnis, dabei freundliches
Wesen, haufiges Lachen.

], Angelman-Syndrom (AS)

Inzidenz: ca. 1:15.000

Happy puppet Syndrom:
ausbleibende Sprachentwicklung,
unmotiviertes Lachen

Ataktisch-ruckartiges Bewegungsbild
Postnatale Mikrocephalie

®
®
®
®
®

Retardierung, auffalliges EEG

10



Prader-Willi-Syndrom
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P.G., *03.03.2001 &

Anamnese und Befunde

® Unauff. Anamnese, 1 Bruder (1 Jahr alter, gesund)

® Bei Geburt i.d. 40. SSW: GG 40009, GL 53cm,
Hypoglykémien in den ersten Wochen,
Makrosomie, grof3e Zunge, Nabelbruch

® Mit 3 Jahren Entwicklung eines Nephroblastoms

Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS)
& Inzidenz: ca. 1:13.000
Sporadische (85%), familidre (15%) Falle

® EMG-Syndrom:
Exomphalos-Makroglossie-Gigantismus

® Faciale Auffalligkeiten (z.B. Ohrkerben)
& Neonatale Hypoglykamie
® Embryonale Tumoren (Wilmstumor): 5-7%

E(8J) P(7J)

Wilms Tumor (T)
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Telomer
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Beckwith-VWiedemann-Syndrom

A) IC1 Gene und regulatorische Elemente

mesod. enhancer HUC
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Fallbeispiel

AM., *04.03.2004Q

Anamnese und Befunde

® Unauff. Anamnese, SS mit ausgepragter Wachstums-
retardierung bei rel. groRem Kopf

& Bei Geburti.d. 38. SSW: GG 1700g, GL 45cm, KU 35cm
Dystrophie, zierliches Kind mit rel. groRBer Kopf, kleines,
dreieckiges Gesicht, schmale Lippen,
leichter Kérperasymmetrie, Klinodaktylie V

® Als Saugling und spater als Kleinkind weiterhin zierlich
und kaum Aufholwachstum, proportionieter Kleinwuchs
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Silver-Russell-Syndrom

Silver-Russell-Syndrom (SRS) & Hauptsachlich ein Imprintigdefekt
® Methylierunsstérung auf Chr. 11p15.5
® Inzidenz: ca. 1 : 5.000-100.000 ICR1-Hypomethylierung (ca.35-65%)

) & Maternale UPD Chr. 7 (ca. 10%)
® Intrauterin (IUGR) und postnatal

zurlickbleibendes Wachstum, Kleinwuchs -

-
® Rel. gro3er Kopf, auff. Facies = crers, B
mit dreieckférmigen Gesicht ; #1GFEP183 m .
| - ¥
® Korper-/Extremitaten-Asymmetrie " H = &
Klinodaktylie V = u =
® ._ /MEST/PEG1. (oFIR W /CSPH
7 11 15 17
Ic1 Kontrare Phanotypen:
A s - Beckwith-Wiedemann-Syndrom
T M I ke .
—. Normal - Silver-Russell-Syndrom
e p— . D sl
g 0
v ICR1 Hypermethylierung
8 & patUPD
B ___¥§ : ICR1 Mikrodeletion
@@ T v
— 1 +IGF2
e o, e - el - a
£ & Baciowith-Wisdemann-Syndrom
-1GF2
[+
ICR1 Hypomethylierung
Mat11p15.5 dupl

Jean-Baptiste de Lamarck 1744-1829  1809:Philosophie Zoologique
Vererbung erworbener Eigenschaften - Lebewesen vererben ihre durch Gebrauch
i anihre

Epigenetische Vererbung




‘Brain Chromatin Remodeling:
A Novel Mechanism of Alcoholism’.
(Pandey et al., Journal of Neuroscience 2008)

Chronie Ethanol ‘Withdrawal
Cessation

Ethanol Acute Ethanol
Exposure Neuroadaplation

!

Histone Acatylation
Linked to Chromatin

Remodeling Y

Histons
Acetylation /B
Gene NPY wey | nPY
Transeription Expression Expresslon Expresslon
Behavior [Anxiolytic Eftects| [Rormat Anxiety Levels] [anstoty-iike Entects|

“H=Increase mmm=Normal Jj= Decrease

REGULAK ARTICLE 2009

Epigenetic modulation at birth - altered DNA-methylation in white blood
cells after Caesarean section

T Schinaig’, § Johansson”, A Gunnar', T) Ekstrins”, M Norman (mikael.norman kise)"

Acta Faedutrica 5N 00G3-5253

= envirenmant (CS5)

Strass rosponse signaling

epigenetic changes

Intar-indrvidual apiganatic

namre
genetics  Feb.2009

DNA methylation profiles in monozygotic and
dizygotic twins
sabricl H T Oh',

Curt Tysk™®, Allan F McRac’,
1z

Zachary A Kaminsky'?, Thomas Tang!, Sun-Chong Wang!™, Carolyn Prak'=
Albert H C Wong'?, Laura A Feldcamp'?, Carl Virtanen®, Jonas Halfvarson’
Peter M Visscher’, Gramt W Montgomeny”, Irving | Gottesman®, Nicholas G Martin” & Art Petronis

The paper compares DNA methylation patterns from epithelial cells inside the mouths
of 39 sets of identical and 40 sets of fraternal twins.

Compared to fraternal twins, identical twins had more similar methylation patterns,
suggesting that these patterns are inherited

Collection of samples from 3 different tissues in a total of 57 sets of identical twins
(including the same 39 pairs used in the comparison with fraternal twins).
Microarray analysis was used to look at many different locations in the epigenome:
‘The entire epigenome is packed with differences in monozygotic twins’.

Zusammenfassung Epigenetik

® Epigenetik ist die zellspezifische Modifikation der Erb-
information, die von Zellen an deren Abkdmmlinge weiter-
gegeben werden kann, jedoch nicht in jeder Zelle eines
Organismus identisch und nicht permanent sein muss.

® Epigenetische Mechanismen regeln die lokale Zugénglichkeit
von Abschnitten des Chromatins fiir eine transkriptionelle
Regulation.

® Gestorte Epigenetik fihrt zu verschiedenen Erkrankungen
inkl. Tumoren.

Zusammenfassung Epigenetik

® Genomisches Imprinting ist die epigenetische Modifikation
(z.B. via DNA-Methylierung), die zur Inaktivierung
einer Kopie eines Genes in somatischen Zellen fihrt
und die damit die monoallelische Expression eines Gens
aufgrund seiner elterlichen Herkunft beschreibt.

® Verschiedene Erkrankungen durch gestértes genomisches
Imprinting (z.B. in den Bereichen (15911-13 bzw. 11p15.5)
sind Prader-Willi-Syndrom / Angelman-Syndrom bzw.
Beckwith-Wiedemann-Syndrom / Silver-Russell Syndrom.
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