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1 Einleitung

Durch den Erfolg des Human Genom Projekts (1990 — 2000), die komplette
Identifizierung des Genoms, ist das Interesse das menschliche Epigenom zu
sequenzieren und zu identifizieren gestiegen. Obwohl jede humane Zelle dasselbe
Genom besitzt, enthalten diese unterschiedliche Epigenome, die vom Zelltyp, Alter,

Geschlecht und anderen Parametern abhéngig sind [Murrell et al., 2005].

In weiterer Folge beschaftigten sich die Wissenschaftler mit der Sequenzierung des
Epigenoms (Epigenomprojekt). Es sollten neue Madglichkeiten, sich vor genetisch
festgelegten Krankheiten zu schitzen, gefunden werden. Vor allem setzt man grofe
Hoffnung darauf, das metabolische Syndrom und Krebs langfristig bekdmpfen zu
konnen. Man verspricht sich davon, vor allem bestimmte Biomarker zu identifizieren,
die mit den entsprechenden Krankheiten in Verbindung stehen. Die Wichtigkeit, die
epigenetische Veranderungen in Zusammenhang mit Krankheiten zu beobachten, wird
bei eineiigen Zwillingsstudien deutlich, die idente Genome haben, aber aufgrund der
verschiedenen  Umwelteinflisse ~ (Erndhrung,  Lebensstil,  Rauchen,  Sport)
unterschiedliche Epigenome besitzen. Das bedeutet, dass ein Zwilling fur eine

Krankheit pradisponierter ist, als der andere [Beck et al., 2005].

Die Idee der personalisierten Medizin und die auf dem Genotyp basierenden
Erndhrungsempfehlungen wurden auf der Grundlage der beiden Projekte aufgebaut. Die
Zukunft und weitere Forschungen werden zeigen, ob man nur mehr mit einem Gen -
Chip bewaffnet zum Arzt gehen muss, um sich vor diversen phanotypischen

Krankheiten zu schiitzen, oder sie gegebenenfalls zu besiegen [Dahlhoff et al., 2008].

Der aus diesen Erkenntnissen entstandene Forschungsbereich der Epigenetik (,,liber der
Genetik®) beschiftigt sich mit den unterschiedlichen Modifikationen, die durch
Umwelteinflusse moduliert werden konnen, und von den Eltern auf deren Kinder

weitervererbt werden. Das zentrale Thema der Epigenetik ist die Krankheitsprévention.

Der Zusammenhang zwischen nahrungsinduzierter Modulierung, den epigenetischen

Mechanismen, und Krebs konnte bewiesen werden [Davis und Uthus, 2004].



Besonderes Interesse gilt den Methyldonatoren, die eine funktionelle Gruppe abgeben,
und die Histonmodifikationen und die Chromatinstruktur beeinflussen konnen.
Methyldonatoren werden (ber die Nahrung aufgenommen, und kénnen auch
supplementiert werden. Das beste Beispiel ist die zusétzliche Gabe von Folsaure bei

Schwangeren, um einen Neuralrohrdefekt der Babys zu verhindern.

Adipositas, Diabetes und kardiovaskuldre Erkrankungen haben sich immer mehr zu
einer Volkskrankheit entwickelt, die Zahl der Neuerkrankungen steigt jahrlich. Laut
dem Adipositasbericht 2006 sind 20 - 64% der Manner und 20 - 40% der Frauen
ubergewichtig [Rathmanner et al., 2006].

Diverse Umweltbelastungen in der frihen Entwicklung spielen eine Rolle in der
Krankheitsanfélligkeit im spateren Leben, und scheinen transgenerationale Effekte zu
haben. Epigenetische Modifikationen bieten eine plausible Verbindung zwischen
Umwelt und Verdnderungen in der Genexpression, die moglicherweise zu
Krankheitsphanotypen fuhren. Diese Theorie wird durch Tierstudien unterstiitzt.
Verschiedene Studien demonstrierten, dass vererbbare umweltinduzierte epigenetische
Modifikationen, reversiblen transgenerationalen Verdnderungen im Phénotyp

unterliegen [Jirtle und Skinner, 2007].

Momentan steht im Mittelpunkt der wissenschaftlichen Diskussion, ob wir Uber
bestimmte Nahrungseinfliisse unser Erbgut steuern, und auf die nachfolgende
Generation weiter vererben konnen. Die Idee, dass eine methylreiche Erndhrung
schwangerer Frauen das Risiko von Adipositas senken kdnnte, ware ein bahnbrechender

Schritt in der Forschung.

Weitere Fragen, mit denen sich die Wissenschaftler beschéftigen sind unter anderem:
Wie sinnvoll ist eine methylreiche Diét schwangerer adipéser Frauen?

Welchen Einfluss hat diese Intervention auf die Pradisposition der Nachkommenschaft?

Inwieweit verandert dieses Wissen unser Leben, die Lebensdauer, unsere Lebensqualitat
und die Medizin?

Epigenetische  Verénderungen werden von einer Generation zur né&chsten

weitergegeben, was in Tierversuchen belegt wurde. Die Frage ist nun, ob auch beim



Menschen epigenetische Veranderungen vererbt werden, und ob von gegenwaértigen

Schaden auch die weiteren Generationen beeinflusst werden.

Die ,,viable agouti* (A") Maus - Studien zeigten als erstes epigenetisches Beispiel, dass
man durch bestimmte Nahrungseinflisse (Methyldonatoren) das Risiko an Adipositas
zu erkranken signifikant reduzieren kann. Inwieweit diese Studien auf den Menschen
umlegbar sind, soll in dieser Arbeit erlautert werden. Die A" - Maus dient als wichtiges
Tiermodell zur Aufklarung von epigenetischen Mechanismen, aufgrund ihrer kurzen
Generationsdauer, der Vielzahl der Nachkommen, sowie dem bekannten Redundant.
Das Agouti - Tiermodel ist vor allem interessant, da das murine agouti Gen in den
Haarfollikeln exprimiert wird, das sich in der Anderung der Fellfarbe &uRert, und das
humane agouti Gen im Fettgewebe exprimiert wird. Erkenntnisse aus den A" - Maus -
Studien, kénnten in Beziehung mit der humanen Adipositas gesetzt werden, und damit

einen richtigen Schritt in Richtung Therapieintervention bedeuten.

Transgenerationale Effekte der mutterlichen Erndhrung sind bereits bekannt. Aber fur
die Mdglichkeit, dass auch durch die mannliche Keimbahn die Gesundheit der nachsten

Generationen beeinflusst werden kann, sind noch wenige Beweise vorhanden.

Fur den Menschen gibt es erste Hinweise, dass Erndhrungsfaktoren in der
epigenetischen und transgenerationalen Vererbung eine Rolle spielen kdnnen
[Dahlhoff et al., 2008].

Humane epidemiologische Studien zeigten, dass prénatale Ernahrungseinfliisse, die
durch die mannliche Keimbahn Ubertragen werden, kardiovaskuldre Krankheiten und

Diabetes, in spateren Generationen beeinflussen kénnen [Richards, 2006].

Eine der ersten transgenerationalen Vererbung durch die ménnliche Abstammungslinie
konnte in der Kohortenstudie mit 239 Versuchspersonen von Kaati et al., (2002), die
sogenannte ,,Overkalix Studie®, gezeigt werden. Die Studie beschéftigte sich mit dem
Zusammenhang zwischen Erndhrung von Kindern und Jugendlichen, und dem Risiko
spater an kardiovaskuldren Krankheiten zu sterben. Das Gemeinderegister von
Overkalix, im Norden Schwedens, wird seit mehr als 200 Jahren gefiihrt. Die
Nahrungsverfligbarkeit der Eltern und GroReltern, wéhrend ihrer ,,slow growth period®,

wurde anhand von historischen Daten Uber die Ernte und den Nahrungsmittelpreisen



ermittelt. Die ,,slow growth period” wurde zwischen 9 - 12 Jahren angesetzt, vor und
nach diesem Zeitabschnitt, konnte kein Zusammenhang zwischen Hunger und
Ubersattigung festgestellt werden. Wenn der Vater wihrend seiner ,.slow growth
period“ an Hunger litt, sank das Risiko seines Sohnes an kardiovaskuldren Krankheiten
zu sterben. Ein Nahrungsuberfluss wihrend der ,,slow growth period* war mit einem
erhdhten Risiko an kardiovaskuldren Krankheiten zu sterben verbunden. Der Einfluss
der Nahrungsmittelversorgung, wahrend der Kindheit der GroBmutter und Mdtter, hatte

jedoch keinen erkennbaren Einfluss auf die Enkel [Kaati et al., 2002].

Auch die ,,Avon Longitudinal Study of Parents and Children* (ALSPAC) - Studie hat
gezeigt, dass die ménnliche Abstammungslinie Einfluss auf die Nachfahren haben kann.
Im Zuge dieser Untersuchungen stellte man fest, dass Viter, die in ihrer ,,slow growth
period“ zu rauchen begonnen hatten, das Gewicht ihrer Kinder, im Alter von neun
Jahren, negativ beeinflussten. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Daten aus dem
Overkalischen Gemeinderegister, dass nur die Exposition in der ,,slow growth period*
einen transgenerationalen Effekt hat, der in der Pubertdt nicht mehr signifikant

nachgewiesen werden kann [Pembrey et al., 2006].

Die ALSPAC-Studie ist eine bis heute andauernde Langzeituntersuchung von uber
14.000 Kindern, die zwischen 1991 und 1992 in der Ndhe von Bristol geboren wurden
[Pembrey, 2004].

Zusammenfassend bestétigen beide Studien, dass die Erndhrung unserer GroReltern, die

Enkel direkt beeinflussen kann.

Die Erforschung der kombinierten Effekte, von Umwelt und Genetik auf die
individuelle Variation auf das Krankheitsrisiko prift den Zusammenhang zwischen
Krankheitsanfélligkeit, Umweltbelastungen und Keimbahnmutationen in den
codierenden Promotorregionen. Solche wissenschaftlichen Fortschritte zeigen die
Wichtigkeit des Genotyps bei menschlichen Krankheiten. Es ist unentbehrlich, den
vollen Zusammenhang der umweltassoziierten Interaktionen auf das Genom zu
verstehen und welche epigenetischen Verdnderungen involviert sind. Humane
epidemiologische Studien zeigen, dass prénatale-, und postnatale Umweltfaktoren das
Risiko im Erwachsenenalter an chronischen Krankheiten, wie Krebs, kardiovaskulare

Erkrankungen, Diabetes, Adipositas und an Verhaltensstérungen wie Schizophrenie zu



erkranken, beeinflussen. Ein genereller Mechanismus durch den préanatale und
postnatale Exposition mit den phénotypischen Veranderungen im spateren Leben
verknUpft sein konnte, sind die Verédnderungen der epigenetischen Markierungen, die
eine zentrale Rolle, in dem bestimmenden Output der Information spielen, die im

Genom gespeichert sind [Jirtle und Skinner, 2007].

Eine wichtige Frage der Epigenetik ist, ob Gene ein Gedachtnis haben, und ob
epigenetische Markierungen von den Eltern auf die Kinder weitervererbt werden. Man
weil’ aus zahlreichen Studien, dass die epigenetischen Markierungen stabil sind, und

durch verschiedene Umwelteinfliisse moduliert werden kénnen.

Im Rahmen des ,,Human Genome Projekts wurden ganze Genomsequenzen fiir
Mensch und Tier untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass somatische Zellen in einem
individuellen zellularen Individuum idente Genome besitzen, aber jede Zelle eine
deutliche Struktur und Funktion hat. Dies wird durch die unterschiedliche Nutzung der
Gene im Genom verdeutlicht [Nakao, 2001].

2 Epigenetik

Die Epigenetik ist ein noch junges und schnell wachsendes Forschungsgebiet, welches
Umwelteinflisse und die daraus entstehenden phénotypischen Verédnderungen verbindet
und eine Briicke zwischen Genotyp und Phanotyp bildet [Goldberg et al., 2007].

Diverse Tierstudien unterstiitzen die Theorie, dass Umweltbelastungen in der friihen
Entwicklungsphase eine Rolle in der Krankheitsanfalligkeit im spateren Leben spielen.

Dennoch sind viele Mechanismen der epigenetischen Regulation unbekannt.



2.1 Geschichte der Epigenetik

1651 stellte der britische Arzt Willam Harvey erstmals die Theorie der Epigenese auf.
Damit bestatigte er eine durch Aristoteles aufgestellte Hypothese, die besagt, dass sich
der Organismus aus dem Ei entwickelt, und neue Strukturen bildet, die vorher nicht im

Ei vorgebildet waren [,,Entwicklungsgeschichte (Allgemeine Biologie)*].

Erst 1796 bewies Caspar Friedrich Wolff (1734-1794) die Theorie der Epigenese, und
widersprach damit vorherrschende Hypothese der Préformationslehre, die annimmt,
dass der gesamte Organismus im Spermium (Antimakulisten) bzw. in der Eizelle
(Ovulisten) vorgebildet ist. Er gilt als Begrunder der modernen Embryologie
[Horsthemke und Ludwig, 2005].

Der Begriff Epigenetik wurde erstmals 1942 von Conrad Hal Waddington (1905 —1975)
definiert, und bedeutet ,,zusétzlich zur Genetik”. Waddington verwendete diesen
Terminus, um die Genaktivitdt wahrend der Entwicklung eines Organismus vom
befruchteten Ei bis hin zum Erwachsenen zu beschreiben. Er veranschaulichte erstmals,
wie der  Phanotyp aus dem Genotyp, durch Programmanderung entspringt
[Chong und Whitelaw, 2004].

Damit war Conrad Hal Waddington ein Pionier in der heutigen Entwicklungsbiologie
[Feinberg, 2008].

Den ersten Beweis, der das Konzept von Conrad Hal Waddington unterstutzte, lieferten
Holliday und Pugh Dekaden spater, als die beiden die DNA - Methylierung als ersten
Mechanismus  der in der Epigenetik involviert war, identifizierten
[Ordovés und Smith, 2010].

2.2 Definition der Epigenetik

In den folgenden Jahren haben sich mehrere Auslegungen des Begriffes der Epigenetik
angesammelt, je nach Fachgebiet der Wissenschaftler, wird Epigenetik jeweils anders

interpretiert.

Historisch wurde das Wort Epigenetik genutzt, um Ereignisse zu beschreiben, die nicht

durch genetische Prinzipien erklart werden konnten [Goldberg et al., 2007].



Epigenetik: ,, Studium mitotischer und meiotisch vererbbarer Verdnderungen der
Genfunktion, welche nicht durch Verdanderungen der DNA - Sequenz erklért werden
konnen“ [Dahlhoff et al., 2008].

Somit wird die ,,Epigenetik als Phanomen verstanden, welches nachhaltig die zeitliche,
rdumliche und quantitative Expression eines Gens, ohne eine direkte Veranderung der
zugrunde liegenden DNA-Sequenz bestimmt* [Dahlhoff et al., 2008].

Eine modernere Definition der Epigenetik besagt, dass Informationen wahrend der

Zellteilung, unabhéngig von der DNA - Sequenz, vererbt werden [Feinberg, 2007].

Arthur Riggs erklart Epigenetik folgendermafen: ,,Epigenetik ist die Studie der
mitotischen oder meiotischen vererbbaren Verdnderungen in der Genfunktion, die nicht
durch Veranderungen in der DNA-Sequenz erklérbar sind“ [Bird, 2007].

1999 legte Dr. Alan Wolffe mehr Bedeutung auf die transkriptionellen
Repressionsmechanismen. Laut Wollfe’s Theorie ist die Repression, von unwichtigen
Genen, maoglicherweise eine Grundregel der Transkriptionskontrolle
[Wolffe und Matzke, 1999].

Ohne Zweifel ist die Transkription einer der wichtigsten substanziellen Prozesse, der
epigenetischen Regulation [Nakao, 2001].

2.3 Epigenetische Begriffsdefinitionen

Die Genetik oder auch Vererbungslehre, befasst sich mit der der Vererbung von
Merkmalen auf die néchste Generation, und ist die Studie der menschlichen

Genomsequenz und ihrer interindividuellen Variation [Kussmann et al., 2010].

Die Epigenetik beschreibt Ereignisse, welche nicht durch die genetischen Prinzipien

erklart werden konnen [Goldberg et al., 2007].

Deswegen sollen in diesem Kapitel wichtige zusatzliche Mechanismen der Epigenetik

erklart werden.



2.3.1 Epigenetische Programmierung

Epigenetische Programmierungen werden im Laufe der Entwicklung angelegt, und
sollen gewahrleisten, dass die vom Embryo und Fotus gesammelten Informationen nicht
verloren gehen, und wahrend der mitotischen Zellteilung stabil erhalten bleiben
[Whitelaw und Whitelaw, 2008].

Die DNA - Sequenz wird wahrend der Mitose konserviert [Nakao, 2001].

Epigenetische Programmierungen bieten somit eine plausible Erklarung fur die

Langzeiteffekte auf die Genexpression [Jirtle und Skinner, 2007].

2.3.2 Transgenerationale Vererbung
Die transgenerationale Vererbung ist unabh&ngig von der mendelschen Vererbungslehre
[Rakyan et al., 2001].

Transgenerationale Vererbung bedeutet, dass epigenetische Modifikationen durch die
Keimbahn auf die nachfolgende Generation weitervererbt werden kénnen. Diese sind
reversibel, da sie in der Keimbahn wieder geléscht werden kdnnen. Eine unvollstandige
Loschung des epigenetischen Status nennt man transgenerationale Vererbung. Der
daraus resultierende Epigenotyp wird vererbt, und fihrt zu unUblichen

Vererbungsmustern - zu einem epigenetischen Gedéchtnis [Jirtle und Skinner, 2007].

Um die transgenerationale epigenetische Vererbung, von Umwelteffekten auf das
Epigenom als plausiblen Mechanismus, von phénotypischen Veranderungen in
Erwdgung ziehen zu kénnen, missen diese Veranderungen bis zur dritten Generation
erhalten bleiben [Jirtle und Skinner, 2007].

Jedoch konnte die epigenetische Vererbung bisher nur in Pflanzen, Nematoden,
Insekten und einzelligen Organismen nachgewiesen werden. Pflanzensysteme eignen
sich gut, um die epigenetische Vererbung zu studieren, und wurden flr wichtige
Entdeckungen wie die, der Transposone, der Paramutation und der siRNA verwendet.
Es konnte bewiesen werden, dass diverse biologische Eigenschaften durch
epigenetische Mechanismen beeinflusst, werden z.B.: die Morphologie der Bliiten und

die Augenfarbe der Fruchtfliegen [Henderson und Jacobsen, 2007].



2.3.3 Epigenotyp
Im Gebiet der Epigenetik erweitert sich der Begriff des Phanotyps auf den Epigenotyp,
so nennt man den epigenetischen Status der DNA, der durch die epigenetischen

Markierungen beeinflusst wird.

,Der Epigenotyp ist die spezielle epigenetische Ausstattung eines Individuums*

[Kegel, 2009].

,Der Phanotyp der Nachkommen wird durch den Epigenotyp, und durch die vererbte
Eltern DNA - Sequenz bestimmt. Gene mussen aktiv, also angeschaltet sein, um ihre
Merkmale ausprdgen zu konnen, um den Phénotyp beeinflussen zu konnen®
[Starzinski-Powitz, 2009].

Die verschiedenen Zelltypen, eines multizellularen Organismus sind genotypisch ident,
aber phanotypisch unterschiedlich. Der Grund sind die Unterschiede in den
Genexpressionsmustern, die zwischen den unterschiedlichen Zellgruppen existieren
[Rakyan et al., 2001].

Phénotypische Unterschiede beim Menschen sind das Ergebnis einer langanhaltenden

epigenetischen Programmierung.

2.3.4 Phanotypische Diversitat

Die phanotypische Diversitiat wird durch genetische und epigenetische Mechanismen
geschaffen, die gewebespezifische Muster der Genexpression programmieren. Zellen
und Neuronen, unterliegen wahrend der Entwicklung, massiven epigenetischen
Reprogrammierungen. Diese epigenetischen Reprogrammierungen werden durch die
kovalenten DNA -, und Chromatinmodifikation erzeugt. Die phanotypische Variation
des Menschen beruht mdoglicherweise mehr, auf den unterschiedlichen
Langzeitprogrammierungen der Genfunktion, als auf der normalen genetischen
Sequenz. Variationen in der Umweltexposition, wahrend kritischer Perioden, kénnten in
epigenetischen, und dadurch auch in phanotypischen Unterschieden im spéteren Leben

resultieren [McGowan et al., 2008].
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2.3.5 Phanotypische Plastizitat

Die phanotypische Plastizitat bietet den Zellen, die Mdglichkeit interne und externe
Umwelteinflisse zu adaptieren, und verdeutlicht, dass vererbbare Stdrungen der
epigenetischen  Modifikationen, zu  Entwicklungsstérungen  fihren  kdnnen
[Feinberg, 2007].

Die phénotypische Plastizitdit ermoglicht einem Organismus, verschiedene
Umweltsignale zu adaptieren, und modifiziert die Entwicklung, in Antwort auf das
Milieu. Die phéanotypische Plastizitét reflektiert die Fahigkeit, eines einzelnen Genoms,
eine Bandbreite von mdglichen biologischen Konsequenzen zu generieren, in

Abhéngigkeit von den Umwelterfahrungen [Kuzawa und Thayer, 2011].

2.3.6 Epigenom

,Das Epigenom ist dynamisch und beruht darauf, dass die Unterschiede in der
Genfunktion und der Ph&notypen nicht nur durch die genomischen Sequenzvarianten
festgelegt werden. Die epigenetischen Muster sind zellspezifisch und werden durch ein
dynamisches Gleichgewicht reguliert, wodurch es im Laufe des Lebens, unterschiedlich

auf die sich andernde Umwelteinfliisse reagieren kann* [Szyf, 2009].

2.3.7 Metastabile Epiallele

Einige Sdugetierallele weisen eine untypische variable Expressivitat, in Abwesenheit
von genetischer Heterogenitat auf, ihre Aktivitat ist abhdngig von ihrem epigenetischen
Zustand. Der epigenetische Status ist labil, resultiert in einem phanotypischen
Mosaizismus zwischen den Zellen (Variegation), aber auch zwischen Individuen
(\Variable Expressivitat). Die Etablierung des epigenetischen Status findet wahrend der
Embryogenese statt, und wird dadurch beeinflusst, ob das Allel vom paternalen oder
maternalen Allel getragen wird. Murine metastabile Epiallele sind z.B.: A¥, Axin™ und
Cabp"". Weil die Aktivitat der metastabilen Epiallele abhangig vom epigenetischen
Status ist, unterscheiden sich die Varianten der Epiallele, in ihrer Dominanz. Diese
speziellen Allele sind sensibel gegeniiber der elterlichen Abstammung, obwohl dieser
Effekt, nicht mit dem Kklassischen Imprinting (siehe Kap. 4.3) vergleichbar ist
[Rakyan et al., 2002].

Die Identifizierung von epigenomischen Zielen, wie die metastabilen Epiallele, die
anfallig auf die Fehlregulation in der frihen Entwicklung sind, hilft dabei, die
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,Developmental Origins of Health and Disease Hypothese (siehe Kap. 7.3.1.) zu
verstehen [Weinhouse et al., 2011].

Im Fall der Agouti - Maus haben die A"Y/A Mause die ein hypermethyliertes A" -
Epiallel besitzen, ein Agouti Fell (braun), weil das hypermethylierte Epiallel revertant
zum Wildtyp ist, und in dem Fall das A" nicht dominant tber A ist. Einige gelbe
Homozygote (A”Y/AY) Mause besitzen ein hypomethyliertes und hypermethyliertes A"
Allel, das erste Epiallel ist dominant tber dem Letzteren (Abb. 1). Die relative
Dominanz der metastabilen Epiallele ist ein  noch ungeklartes Thema
[Rakyan et al., 2002].

Wild type Heterozygous Homozygous
N
O - W 0 - O -
N
A/A uAvy/A “A vy,;uAvy
VALV

- -

TAY/A UAYIMAYY

N3

mAvy/mAvy

Abbildung 1 Der epigenetische Status der metastabilen Epiallele. Homozygote Méause mit zwei
methylierten A" Allelen sind agoutifarben. "A"”: methyliertes A" Allel; “A"™: unmethyliertes A" Allel
[Rakyan et al., 2002].

2.3.8 Epimutation

Werden Gene zur falschen Zeit an- oder abgeschaltet, flhrt dies zur
Entwicklungsstdérungen und zu Krankheiten. Daher ist es wichtig, dass sowohl im
Embryonalstadium, als auch im erwachsenen Organismus, jede Zelle ein bestimmtes
Muster an aktiven und inaktiven Genen enthdlt z.B.: Fibroblasten und Lymphozyten
haben den gleichen Genotyp, aber einen unterschiedlichen Epigenotyp, da sie
unterschiedliche Funktionen in den verschiedenen Geweben erfullen mussen. Ein
anormaler epigenetischer Status wird als Epimutation bezeichnet, und ist mit diversen
Krankheiten beim Menschen assoziiert. Jedoch gibt es keine aussagekréftigen Beweise,
dass es sich bei den Epimutationen um primare Events handelt, die in Abwesenheit von

genetischen Veranderungen vererbbar sind. Durch welchen Mechanismus der
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epigenetische Status in die Zelle eingebracht wird, ist weitestgehend ungeklart
[Reik, 2007].

Bei den Epimutationen handelt es sich um epigenetische Fehler, die kritische Gene
aktivieren oder inaktivieren, und so im Embryo oder in der Keimbahn Krankheiten
verursachen, betroffen sind davon fast alle phanotypischen Krankheiten. Die reversible
und stochastische Art der epigenetischen Phdnomene prophezeit, dass es sich bei den
Epimutationen wahrscheinlich um Mosaike handelt, die nicht durch die mendelschen

Regeln vererbt werden [Martin et al., 2011].

2.3.9 Epigenetische Modifikationen

Epigenetische Markierungen oder auch epigenetische Modifikationen, sind die
kovalenten Modifizierungen des Chromatins und der Histone, aber nicht der DNA-
Sequenz, und bezeichnen die Regulierung auf dem post - DNA - Level

[Ruemmele und Garnier-Lengliné, 2012].

Die epigenetischen Markierungen regeln den Aktivitatszustand einer Genomregion. Da
Gene nicht in jeder Korperzelle zur gleichen Zeit aktiv sind, missen sie durch gezielte
Regulationsmechanismen an- und ausgeschaltet werden, d.h. sie regulieren den offenen
oder geschlossenen Zustand einer Genomregion, bestimmte DNA - Bereiche kdnnen
nicht mehr abgelesen werden, und werden nicht mehr transkribiert. Die Summe aller
epigenetischen Markierungen bilden das epigenetische Muster einer DNA - Region
[Jirtle und Skinner, 2007].

Ein noch ungeklartes Problem stellt die Beziehung zwischen den Modifikationen dar,

die wéhrend der Transkription etabliert werden [Berger, 2007].

3 Epigenetische Mechanismen

Die wichtigsten Modifikationen in der Epigenetik sind die DNA - Methylierung, das
genomische Imprinting und die Histonmodifikationen, die allesamt die
Chromatinstruktur beeinflussen, und stabil weitervererbt werden konnen. Viele
Chromatinmarker sind kurzlebig [Bird, 2007].
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3.1 Chromatinmodifikationen

Die Modifikationen der Chromatinstruktur, sind wichtig fur zahlreiche nukleare
Funktionen [Grant, 2001].

Die groRRe Vielfalt in der Chromosomen Biochemie wird durch ein komplexes und
ausgekliigeltes System erreicht, das den Proteinen Zugang gewahrt, sie modifiziert,
bindet und die Histone reorganisiert, um verschiedene funktionale Regionen in den

eukaryotischen Chromosomen zu generieren [Grewal und Elgin, 2007].

Die Chromatinstruktur beeinflusst das An- und Ausschalten der Gene, darum ist es nicht
uberraschend, dass der Mechanismus der diese Veranderungen in der Chromatinstruktur

auslost, von Bedeutung fur die Transkription ist [Nathan et al., 2003].

Die gesamte genetische Information ist in den Chromosomen enthalten und positioniert
sich bevorzugt um das Zentrum oder in der Peripherie des Nukleus, das Folgen auf die
Interkationen von trans - wirkenden Faktoren oder auf andere Teile des Genoms hat
[Fraser und Bickmore, 2007].

Im Zellkern der Eukaryoten wickelt sich die ca. zwei Meter lange DNA mit Histonen
und Nicht — Histon - Proteinen zu einem Nukleoproteinkomplex zusammen, die das
Chromosom bilden. Die Einheit des Chromatins ist das Nukleosom, das aus einem
Core-Partikel und einer lysinreichen Linker - Region (H1) besteht, die benachbarte
Nukleosomen perlschnurartig verbindet, und der DNA die nachsthohere
Verpackungseinheit erlaubt (Abb. 3) [Ringo, 2006].

Das H1 ist in seiner Struktur variabel, ein Angriffspunkt fir Enzyme, und an der

Oberflache der Nukleosomen positioniert [Delage und Dashwood, 2008].

Ein Nukleosom besteht wiederrum aus acht Histonmolekiilen - dem Oktamer. Histone
sind basische hoch konservierte Proteine, und sind die Verpackungseinheit der DNA.
Sie bestehen aus max. 135 Aminosduren, die reich an den Aminosduren Lysin und
Arginin sind. Die DNA wickelt sich 1,65- mal mit zwei linksgangigen superhelixalen
Windungen um das Oktamer. Die Core - Partikel interagieren (Uber die

Histonfaltungsdomane [Ringo, 2006].
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Der Nukleosomenkern besteht aus einem Proteinkomplex, dem Histonoktamer, das von
146 Basenpaaren umschlossen ist [Kouzarides, 2007].

Ein Oktamer besteht aus den vier Haupt - Histonproteinen: H3, H4, H2A und H2B
[Grant, 2001].

Das Oktamer ist scheibenférmig, 5 nm dick und hat einen Durchmesser von 6,5 nm. Die
acht Histone sind in drei Abschnitten angeordnet, einem Tetramer (H3-H4), das
zwischen zwei Dimeren (H2A-H2B) liegt (Abb. 2) [Ringo, 2006].

Telomere |:

Euchromatin

Histonschwanz

Heterochromatin

Euchromatin

Telomere [:

Abbildung 2 Schematischer Aufbau der Chromatin- und Histonstruktur
modifiziert nach [Muhonen und Holthofer, 2009].

Der Histonschwanz besteht aus 25 - 40 Resten (Abb. 2, Abb. 3). Die Modifikationen der
Histonschwanze bieten zahlreiche Ansatzstellen fiir posttranslationale Modifikationen
[Grant, 2001].

Die Modifikation der Histonschwanze beeinflusst die Interaktion der Histone mit

anderen Proteinen und die Chromatinstruktur [Wu und Grunstein, 2000].

Auf molekularer Ebene arbeiten die DNA - Methyltransferasen, Methyl — CpG -
Bindungsproteine sowie histonmodifizierende Enzyme zusammen. Bezogen auf die

morphologischen Eigenschaften der Epigenetik, beinhaltet Euchromatin eine Vielzahl
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von aktiv  transkribierten Genen, in einer geOffneten Struktur
[Wolffe und Matzke, 1999].

Die transkriptionell aktiven Regionen findet man im Euchromatin, die inaktiven
Regionen im Heterochromatin (Abb. 2). Die Anwesenheit des Euchromatins und des
Heterochromatins reflektiert die Regulation der Chromatinstruktur, durch die

epigenetischen Mechanismen [Delage und Dashwood, 2008].

Chromatinmodifikationen finden bevorzugt an den Aminoséuren Lysin und Arginin
statt wie z.B.: die Acetylierung oder Phosphorylierung von Serin, die Ubiquitinylierung
von Lysin, im Gegensatz dazu steht die DNA - Methylierung, die selbst nur durch die
Methylierung modifiziert werden kann [Choi und Friso, 2010].

Y3 Acetylation
Methylation

Phosphorylation

- / Histone modifications

l

C
Chromatm Nucleosome NZ \c & NF \C’Q
| [l [l
C

I
? 04 \N/CH O4C\N/CH

DNA methylation

Chromosome

Abbildung 3 Schema der epigenetischen Modifikationen

modifiziert nach [Rodenhiser und Mann, 2006]. Die DNA wird um die Histonoktamere gewickelt, die
dann das Nukleosom formen. Die Nukleosomen werden zu Chromatin geformt, die das Chromosom
bilden. Die reversiblen und site-spezifischen Histonmodifikationen treten an mehreren Stellen durch
Acetylierung, Methylierung und Phosphorylierung auf. Die DNA - Methylierung findet am 5 - Ende der
Cytosinstellen statt, und wird durch die DNA - Methyltransferase (DNMT) katalysiert. Zusammen
ergeben diese Modifikationen eine unverwechselbare epigenetische Signatur, die Chromatinorganisation

und Genexpression regulieren. Me: Methylierung
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Es gibt 2 Theorien fur die mechanischen Funktionen der Chromosomenmodifikationen:

1. Entweder wird die Chromatinverpackung direkt durch die Veranderung der
elektrostatischen Ladung, oder durch die intranukleosomalen Kontakte umgebaut,
um damit das DNA — Polymer zu 6ffnen oder zu schlief3en, also durch Kontrolle des
Zugangs, zu den DNA - Bindungsproteinen.

2. Oder der zugefiihrte chemische Restteil verdndert die Nucleosomenoberflache
soweit, um die Verbindung der Chromosomen - Bindungsproteine zu foérdern
[Berger, 2007].

Das Chromatin gliedert sich in zwei Hauptbereiche (Abb. 2), das Euchromatin ist
genreich und das Heterochromatin ist genarm. Diese zwei Bereiche haben verschiedene
Muster der Histonmodifikationen, die mit verschiedenen Mustern der
Nukleosomenverpackung assoziiert sind, und deshalb Unterschiede in der hoheren

Verpackung, sowie in der Nukleosomenorganisation zeigen [Grewal und Elgin, 2007].

Das Heterochromatin enthalt die aktiven Gene und wird transkribiert. Hierbei handelt es
sich um eine geschlossene Chromatinkonformation, die der DNA den Zugang
erschwert, und genetisch inaktiv ist. Ein vermehrter Anteil an Heterochromatin im Kern

bedeutet eine verminderte Stoffwechselaktivitat [Grewal und Elgin, 2007].

Heterochromatische Regionen im Genom sind assoziiert mit einem hohen Level an CpG
- Methylierungen [Razin, 1998].

Der heterochromatische Zustand verandert aufgrund der Modifikationen die
Nukleosomenoberflache.  Chromatinmarkierungen sind komplexer als bisher
angenommen. Die Struktur des H4 N - terminalen Schwanzes ist der kritische Kontakt

zwischen den Nukleosomen [Berger, 2007].

Anders als bei der DNA - Methylierung (siehe Kap. 4) ist der Mechanismus, der die
Erhaltung der Chromatinmodifikationen gewahrleistet noch nicht ganz verstanden, da
die dafur verantwortlichen Enzyme noch nicht identifiziert wurden, die die
Chromosomenmaodifikationen von den Elternzellen erkennen, und auf die Tochterzellen

ubertragen bzw. reproduzieren [Feinberg, 2008].
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3.2 Histonmodifikationen

Auf dem Gebiet der Chromosomenforschung, sind die posttranslationalen

Histonmodifikationen wichtig fiir die nukleare Regulation [Grant, 2001].

Die Histonmodifikationen spielen eine wichtige Rolle, in der Bildung des
epigenetischen Gedachtnisses, sowie in der Aufrechterhaltung der zelluldren Identitat
[Scharf und Imhof, 2011].

Histone konnen durch das kovalente Anhdngen oder Entfernen von Seitengruppen
spezieller Aminoséuren wie Lysin, Arginin, Threonin und Serin an ihren N - terminalen
Schwanzdomanen, den sogenannten ,,tails* modifiziert werden. Die Histone bestehen
aus einem globuléren Zentrum und flexiblen endstandigen Armen, die viele positiv
geladene basische Aminosauren besitzen. Die aminoterminalen Schwanzdomanen
dieser Aminoséuren sind leicht zugénglich fir molekulare Wechselwirkungen, die DNA
ist negativ geladen und es besteht eine elektrostatische Anziehungskraft. Der
Verpackungsgrad der Histone beeinflusst die Genregulation. Die Histonmodifikationen
verdandern die Eigenschaften der Chromatinfasern, und dadurch die Ubergeordnete
Struktur, das Chromatin, die Modifikationen ermdglichen das gezielte Einbringen von
epigenetischen Mechanismen in das Chromatin [Ringo, 2006].

Die Histonmodifikationen unterdriicken jene Gene in der frihen Phase der Entwicklung,
die erst spater benotigt werden, und je nach Bedarf reversibel gelost werden kdnnen,

wenn die Expression der Gene erforderlich wird [Reik, 2007].

Posttranslationale Modifikationen werden von ,,modifier genes* codiert, Proteine die
solchen Modifizierungen unterliegen, kdnnen abhédngig von Umweltfaktoren gebildet
werden und diese beeinflussen. Einige histonmodifizierende Enzyme wurden
identifiziert, durch die die Histonmodifikationen dynamisch bleiben. Eine Ausnahme ist
jedoch die Methylierung von Arginin, bis jetzt wurde keine Demethylierungsaktivitat
gefunden [Kouzarides, 2007].

Es ist nicht genau bekannt, ob die Chromatinkonformationen stabil weitervererbt
werden konnen. Die DNA - Methylierungen kann ,switchen®, sie losen die

geschlossenen Chromatinkonformationen auf.
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Die Nukleosomenoberflache ist mit einer Vielfalt von Modifikationen Ubersat, bis jetzt
wurden acht Klassen der Histonmodifikationen identifiziert (Abb. 4) [Kouzarides,
2007].

Histone werden an vielen Stellen modifiziert, bis jetzt wurden mehr als 60 solcher
Stellen gefunden. Das spiegelt die unterschétzte Menge der Modifikationen wieder, die
stattfinden konnen. Jede einzelne Modifikation kann zu biologischen Konsequenzen
fiihren [Weinhouse et al., 2011].

Chromatinmodifikationen Funktion

Acetylierung Transkription, Reparatur, Replikation, Kondensation
Methylierung (Lysin) Transkription, Reparatur

Methylierung (Arginin) Transkription

Phosphorylierung Transkription, Reparatur, Kondensation
Ubiquitinylierung Transkription, Reparatur

Sumoylierung Transkription

ADP Ribosylierung Transkription

Deimination Transkription

Prolin Isomerisation Transkription

Abbildung 4 Ubersicht der verschiedenen Histonmodifikationen  modifiziert  nach
[Kouzarides, 2007]. Jede der Funktionen wurde in den entsprechenden Histonmodifikationen identifiziert.

3.3 Der Histoncode

Durch die verschiedensten Histonmodifikationen entsteht eine Art Code, der die
Transkription reguliert. Je nach Art der Veranderung kann eine Repression oder
Aktivierung der Transkription stattfinden. Der Histoncode entsteht durch den Einbau
von Modifikationen an die Histonschwénze. Bisher handelt es sich bei dem Histoncode
nur um eine Arbeitshypothese. Histone unterliegen den posttranslationalen
Modifikationen wie Acetylierung und Phosphorylierung. Diese Modifikationen alleine,
oder in Kombination nehmen an der Regulierung der Genexpression teil, und erlauben
den dynamischen Zugang zur DNA. Die Kombinationen der verschiedenen
Histonmodifikationen formen einen Histoncode mit entsprechenden Mustern der
Genexpression. Das erlaubt der Zelle komplexe physiologische Prozesse, wie die
zelluldre Differenzierung mit hoher Plastizitat, ohne Verédnderung der DNA - Sequenz,
zu codieren [Scharf und Imhof, 2011].
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Die Acetylierung und Methylierung von Histonen beinhalten kleine chemische
Gruppen, die Ubiquitinylierung und Sumoylierung addieren groRe Gruppen auf die
Histone, was zu einer Veranderung der Chromatinstruktur fiihrt. Eine Methylierung
kann mehrere Male (mono, di, tri) auf einer Lysin - Seitenkette auftreten, und jedes
Level der Modifizierungen kann verschiedene Ergebnisse liefern z.B.: ist die
Acetylierung aktivierend, SUMO st reprimierend, und diese zwei Modifikationen
behindern gegenseitig. Die Methylierung und Ubiquitinylierung haben variable Effekte,
z.B.: die Trimethylierung von Lysin 4 in H3 (H3K3 me 3) entstent am 5" - Ende der
ORFs (Open reading frames), und H3K9me3 bildet sich im perizentromerischen
Heterochromatin, wo die Transkription inaktiv ist. Argininreste bei H3 und H4 kdnnen
mono- oder dimethyliert werden. Die Methylierungen kdénnen symmetrisch oder
asymmetrisch auf der Seitenkette platziert werden. Die Argininmethylierung aktiviert
wahrscheinlich die Transkription [Berger, 2007].

Henikoff und Shilatifard (2011) bezweifeln die Existenz des Histoncodes, da die
experimentellen Beweise die diese Theorie stiitzen, noch fehlen. Sie sind der Meinung,
dass der Histoncode nicht durch die Replikation, sondern durch die Transkription
vererbt  wird. Die Spezifitit der Chromatinstruktur  wird durch das
Nukleosomenreplacement ~ wahrend  der  Transkription, mit  Hilfe  von
replikationsunabhangigen ~ Histonvarianten,  verursacht. ~ Somit  sind  die
Haupthistonmuster einfacher als Konsequenz der Nukleosomendisruption, in
Abwesenheit von histonmodifizierenden Enzymen erklart
[Henikoff und Shilatifard, 2011].

3.3.1 Acetylierung
Bei der Acetylierung wird ein Acetylrest, von Acetyl - CoA durch eine Histon-
Acetyltransferase (HAT), auf die e-Aminogruppe konservierter Lysinreste ibertragen.
Die Histondeacetylasen (HDAC) entfernen eine Acetylgruppe vom N-g -acetylierten
Lysinrest der Histone, und sind Bestandteil der posttranskriptionellen Regulierung
[Allfrey et al., 1964].

Die dadurch erlangte Strukturdnderung kann die Aktivitat, die Lokalisation und die
Stabilitdt der HDAC’s bestimmen. In Folge beeinflusst das die Modifikation ihrer

Substrate, eine anormale HDAC - Aktivitat kann zu mehreren ernsthaften Erkrankungen



20

beim Menschen fiihren, das macht die HDAC’s attraktiv fur therapeutische

Interventionsstrategien [Brandl et al., 2009].

Die Acetylierung von Histonen ist entscheidend fir die Bestimmung der
Genexpressionsmuster. Transkriptionell aktives Chromatin wird hyperacetyliert, wo
hingegen stillgelegtes Chromatin hypoacetyliert wird. Die Deacetylierung von
Histonschwanzen verursacht die Chromatinkondensation, als Konsequenz ist der

Zugang zur Transkriptionsmaschinerie der DNA blockiert [Brandl et al., 2009].

Die Histonacetylierung reduziert die Affinitit des H4 fir die DNA mit einer
subsequenten Relaxation der Chromatinverpackung in einem aktiven transkriptionellen
Status, wobei die Deacetylierung von H4 mit der Rekrutierung von H1 und der
Verpackung der DNA in einer kondensierten Konformation Korreliert
[Rakyan et al., 2001].

Die Acetylierung von H3 und H4 erhoht die Genexpression durch Forderung der
offenen Chromatinstruktur [Nakao, 2001].

Die reversible Acetylierung von N - terminalen Lysinstellen an den Positionen 9, 14, 18
und 23 des H3 und 5, 8, 12 und 16 des H4 vermittelt eine Dekondensation der
Nukleosomenstruktur, beeinflusst Histon- und DNA - Interaktionen, und erleichtert den
Zugang und die Bindung von Transkriptionsfaktoren. Allgemein erhohte
Histonacetylierungen am H4 Lysin 5 oder H4 Lysin 8 wurden in Euchromatin
gefunden, wo die Transkription aktiv ist, wohingegen die Acetylierung von H4 Lysin 12
in der heterochromatischen Region erhéht ist, wo die Transkription potentiell inaktiv ist.
Die Hemmung der HDAC's kann epigenetisch stillgelegte Gene in Krebszellen wieder
aktivieren. Bestimmte bioaktive Nahrungskomponenten wie z.B.: Sulfurophane,
Isothiocyanate aus Brokkoli und Brokkolisprossen, und Diallylsulfide wirken als
HDAC - Inhibitoren. Die Histonacetylierung ist assoziiert mit Entziindungsreaktionen
[Choi und Friso, 2010].

18 HDAC’s wurden bisher im Menschen identifiziert, die nicht direkt an die DNA
binden aber durch  Multiproteinkomplexe mit der DNA interagieren
[Choi und Friso, 2010].

Die Histonmethylierung wurde erstmals 1964 beschrieben [Murray, 1964].
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Durch das Anheften einer Methylgruppe (CHs) an die Promotorregion, kann das
Ablesen eines DNA - Bereichs verhindert werden, der jeweilige Grundbaustein der
Zelle bleibt erhalten, und ist somit keine Mutation, greift aber in die Transkription ein
[Scharf und Imhof, 2011].

Die Methylierung kann in unterschiedlichen Graden sowohl an Arginin und Lysin
auftreten, wobei je nach Modifikationsstelle die Transkription gesteigert oder

vermindert werden kann [Scharf und Imhof, 2011].

Bisher wurden 24 Lysin- bzw. Arginin - Methylierungsstellen fur die Core - Histone
beschrieben [Zhang und Reinberg, 2001].

Die Histonmethylierungen an Lysin- und Argininresten  werden durch

Histonmethyltransferasen (HMTasen) durchgefihrt.
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Abbildung 5 Der unterschiedliche Methylierungsstatus der Aminosdure Lysin mit SAM als
Methyldonator Lysine kdnnen mono- (mel) di- (me2) oder tri- (me3) methyliert werden
[Scharf und Imhof, 2011].

Die Histonmethylierung ist die stabilste Modifikation und schwer zu entfernen.

Eine Methylierung an Lysin 4 oder 79 des H3, korreliert mit der aktiven Transkription,
H3K9, H3K27 oder H4K20 findet man in transkriptionell stillgelegten Regionen. Dieser
Methylierungscode wird noch komplizierter, wenn man bedenkt, dass ein Lysin drei
Mal methyliert werden kann (Abb. 5). Das hat verschiedene Effekte auf die
Chromatinstruktur und die transkriptionelle Regulierung [Delage und Dashwood, 2008].
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3.3.2 Phosphorylierung

Die Phosphorylierung ist schwer zu analysieren, da deutliche Signalwege aktiviert
werden missen, um die Phosphorylierungsvorgange beobachten zu kdnnen
[Kouzarides, 2007].

Proteinkinasen und Proteinphosphatasen vermitteln die Phosphorylierung und
Dephosporylierung von Proteinen. Die reversible Phosphorylierung ist ein wichtiger
regulatorischer Mechanismus, der auch die HDAC's betrifft [Brandl et al., 2009].

Die Phosphorylierung der Histone erfolgt hauptsachlich an der Aminoséure Serin. Die
Phosphorylierung von Serin 10 auf Histon H3 ist zellzyklusabhéngig und bisher am
besten untersucht [Nowak und Corces, 2004].

Die  Phosphorylierung des Serins 10 H3 ist bedeutend fur die
Chromosomenkondensation wahrend der Mitose, sie induziert die Acetylierung der
benachbarten Lysinstellen durch die Histonacetylasen und Kkorreliert mit der
Geninaktivierung [Thomson et al., 1999].

Die Phosphorylierung ist an der transkriptionellen Aktivierung, durch die Stimulierung
der HAT - Aktivitat am selben Histonschwanz beteiligt. Je mehr H1 phosphoryliert ist,
desto leichter ist es vom Chromatin losbar. Der Mechanismus der phosphorylierten
Transkriptionsaktivierung ist nicht bekannt [Grant, 2001].

Durch die Addition negativ geladener Phosphatgruppen auf die Histonschwénze wird
die Basisladung neutralisiert, und reduziert die Affinitat fur die DNA [Grant, 2001].

3.3.3 Sumoylierung

In den letzten Jahren wurden grof3e Fortschritte im Bereich der Histonmodifikationen
gemacht. SUMO (Small Ubiquitin - like Modifier) ist Mitglied der ,,Ubiquitin - like
Proteine* und ist in posttranslationalen Modifikationen involviert. SUMO erfllt seine
Funktion als Kofaktor ~ der  Transkription, und als Corepressor
[Shiio und Eisenman, 2003].

Das SUMO ist zu 18% ident mit dem Ubiquitin [Melchior, 2000].

Die SUMO - Proteinfamilien &hneln dem Ubiquitin in der Struktur und in der
Anbindung an die Substrate. In den funktionalen Auswirkungen unterscheiden sie sich

jedoch vom Ubiquitin [Shiio und Eisenman, 2003].
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Bisher wurden vier verschiedene SUMO - Proteine entdeckt, die Proteininteraktionen,

Proteinlokalisation und Transport beeinflussen [Brandl et al., 2009].

Die Sumoylierung ist in der Koordination der Histonmodifikationen und in der
Chromatinstruktur involviert. Die Sumoylierung modifiziert reversibel Proteine, die
wichtig fur eine regulierte Genexpression sind, wie z.B.: die promotorspezifischen
Transkriptionsfaktoren, die  Transkriptionsfaktoren und die Chromatin -
modifizierenden Enzyme und Histone. Das kovalente Anhangen einer SUMO Gruppe
an Lysin hat verschiedene Effekte auf die Substrataktivitat. Die Sumoylierung der
Transkriptionsfaktoren korreliert mit der Transkriptionsrepression, und liefert eine neue
Interaktionsplattform, welche die Rekrutierung von Corepressorkomplexen unterstitzt,
die die Chromatinstruktur regulieren, und zur aktiven Repression der Genexpression
beitragen [Ouyang und Gill, 2009].

HDAC’s unterstiitzen die SUMO vermittelte transkriptionelle Repression. Unklar ist
noch, wie diese Promotoren durch die sumoylierten Transkriptionsfaktoren rekrutiert
werden [Ouyang und Gill, 2009].

SUMO hat die Maglichkeit an einer Vielzahl von Proteinen zu binden, und korreliert
mit einer erniedrigten transkriptionellen Aktivitat. Der aminoterminale Schwanz des H4

beinhaltet finf Lysine, die alle Kandidaten der Sumoylierung sind [Nathan et al., 2003].

3.3.4 Ubiquitinylierung

Das stark konservierte 76 Aminosduren grofRe Polypeptid Ubiquitin (8,5 kDa), ist
kovalent an Histone geheftet, auf dem alle Histonproteine bis auf H4 nachgewiesen
wurden. Uber die Bedeutung ist noch wenig bekannt. Die Ubiquitinylierung wird durch
kovalentes Anhdngen von Ubiquitin, auf die e-Aminogruppe des Lysins, durch eine
Isopeptidbindung erreicht. Polymerische Ubiquitinketten sind das Ziel der Proteine fur
den proteosomalen Abbau, wobei die Monoubiquitinylierung verschiedene Funktionen
kontrollieren kann [Brandl et al., 2009].
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4 DNA - Methylierung

Die epigenetische Regulation durch die DNA - Methylierung wird primar durch die
Addition einer Methylgruppe (CHs) vermittelt, die auf das Carbon 5 - des Cytosins in
den CpG - Dinukleotiden in der 5” - regulatorischen Sequenz der Gene angehangt wird,
die als CpG - Inseln bekannt sind [Burdge und Lillycrop, 2010].

Ca. 60 —90 % aller CpG - Sequenzen im Genom sind methyliert [Nakao, 2001].

Der Hauptanteil der unmethylierten CpG - Inseln liegt als Cluster vor, die innerhalb

oder nahe den Promotoren gefunden werden [Rakyan et al., 2001].

Der Methylierungsstatus der CpG - Inseln in den Promotorregionen ist an der
Transkription beteiligt. Eine Hypermethylierung ist gleich bedeutend mit einem
verringerten Zugang der Transkriptionsfaktoren in der Promotorregion. [Ruemmele und
Garnier-Lengling, 2012].

Die DNA - Methylierung an den CpG - Dinukleotiden wird durch die DNA-
Methyltransferasen (DNMT) aufrecht erhalten [Bjornsson et al., 2004].

Die DNA - Methylierung ist eine stabile repressive Markierung, ihre Regulierung ist
dynamisch und kann aktiv an spezifischen loci wie auch genomweit, wéhrend der

Phasen der Entwicklung, gelscht werden [Faulk und Dolinoy, 2011].

Die Methylierung von CpG - Inseln ist nur unter bestimmten Bedingungen reversibel.
Die CpG - Methylierung wird wahrend der normalen Entwicklung nie geldscht, nur die
Methylierung von CpG-Inseln in den geprégten Genen muss in der Keimbahn geldscht
werden, damit eine geschlechtsspezifische Methylierung stattfinden kann [Reik, 2007].

Die DNA - Methylierung selbst ist Teil der kovalenten Struktur der DNA. Sie
unterscheidet sich vom Chromatin, welches zwar mit der DNA assoziiert ist, aber nicht
Teil der DNA - Molekiile ist. Die DNMT beschleunigt den Transfer der Methylgruppe
vom Methyldonator SAM auf die 5 - Position des Cytosinrings. DNMTL1, die
Erhaltungsmethyltransferase 1, hat eine Préaferenz fur hemimethylierte Substrate, und
kopiert das DNA - Methylierungsmuster wahrend der zelluldren Replikation.
[McGowan et al., 2008].



25

Die Methylierungsmuster sind vererbbar. Das Enzym DNMT1 erkennt hemimethylierte
DNA nach der Replikation, heftet sich aber an die unmethylierte DNA
[Reik und Walter, 2001].

Bisher sind finf verschiedene DNMT’s bekannt: DNMT1, DNMT2, DNMT3a,
DNMT3b und DNMTL. Die DNA - Demethylierung ist ein bedeutender zelluldrer
Prozess  wéhrend der  Embryogenese  und  Stammzellendifferenzierung
[Choi und Friso, 2010].

Es gibt zwei Phasen fur die genomweite Reprogrammierung, wahrend der
Gametogenese sowie in der frihen Embryogenese (Abb. 6). Nur einige der Enzyme, die
an dem Loschen und der Reetablierung der Methylgruppen an diesen Stellen beteiligt

sind, wurden bereits identifiziert [Morgan et al., 2005].
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Abbildung 6 Die genomweite Programmierung [Faulk und Dolinoy, 2011]. Die genomweite
Reprogrammierung erfolgt wéhrend der Embryogenese und der Gametogenese. Hier wird die globale
Demethylierung am Beispiel eines F2 Mausegenoms, von den Keimzellen bis zum somatischen Embryo
dargestellt. Innerhalb der schwangeren G, Maus, generiert der F1 Embryo seine Gameten, die in weiterer
Folge die F2 Generation formen werden.
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Waéhrend der semikonservativen DNA - Replikation wird ein methyliertes CpG am
DNA - Elternstrang mit einem neusynthetisierten unmethylierten CpG am
Tochterstrang gepaart (d.h. der neuer DNA - Strang ist noch nicht methyliert, es erfolgt
keine Pragung/Addition der CHjz - Gruppe). Die DNMT1 sucht aus der
hemimethylierten DNA aus, und platziert eine neue Methylgruppe am Tochter CpG -
Strang. Eine wichtige umweltbedingte Verbindung zur Epigenetik ist die Quelle der
Methylgruppen in dieser Reaktion. Methionin, eine essentielle Aminoséaure, konvertiert
zu einem biologisch aktiven Methyldonator, durch den 1 — Kohlenstoffstoffwechsel
[Feinberg, 2008].

Der Cytosinrest im komplementéren Strang des 3’- CpG - 5° - Dinukelotid ist
entsprechend symmetrisch methyliert, und bildet eine dreidimensionale Struktur, die in
der Hauptfurche der DNA - Doppelstrange hervorsticht [Nakao, 2001].

Diese Reprogrammierung ist wichtig fur die Totipotenz, die korrekte Initiation der
embryonalen  Genexpression und fur die Entwicklung des Embryos
[Morgan et al., 2005].

DNMT3A und DNMT3B sind de novo - Methlyasen, die das initiale Muster der
Methylierung wahrend der Embryogenese bilden, und die neuen Methylgruppen an die
beiden Tochterstrange heften [Rakyan et al., 2001].

Durch die DNA - Methylierung wird ein heterochromatischer Zustand um das Gen
geschaffen. Das dynamische DNA - Methylierungsmuster und seine Empfindlichkeit
auf zellulare Signalwege stellen einen Ansatzpunkt fir Umwelteinflisse dar
[Szyf, 2009].

Abnormale Methylierungsmuster, wie z.B.: in vielen Krebsarten, induzieren die
Inaktivierung von Tumorsupressorgenen und die Instabilitdt des ganzen Genoms. Das
5°- Methyl - Cytosin im Genom wird spontan in einer Desaminierungsreaktion, zu
Thymin konvertiert. Wenn der Mismatch T - G, durch die Zellteilung, ohne Korrektur
des eigenen Reparatursystems vererbt wird, ist das der Hauptgrund fir die

Genmutationen in angeborenen Krankheiten und Krebs [Nakao, 2001].

,,Methylgruppenbindende Domanproteine (MDB-Proteine) wie MeCP1 und MeCP2,
erkennen und binden Methylgruppen an den Nukleotiden* [Prawitt und Zabel, 2005].
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MeCP1 und MeCP2 binden bevorzugt an methylierter DNA, und inhibieren die

Transkription, indem sie die Histondeacetylase rekrutieren [Feng und Yi Zhang, 2001].

41 CpG Inseln

CpG - Inseln befinden sich nahe den Promotoren. In der frihen Entwicklung des
Menschen werden die meisten CpG - Stellen, die innerhalb eines Transposons liegen, in
somatischen Zellen methyliert, ein kleiner Teil der CpG - Inseln an anderen Stellen im
Genom werden ebenfalls methyliert. Die Methylierung in den Promotorregionen
schwacht die Transkription [Reik, 2007].

CpG - Inseln sind Abschnitte im Genom, die 0,5-2kb lang sind, und innerhalb eines
Promotors liegen, sie weisen einen erhohten Gehalt an den Basen Cytosin und Guanin

auf, die durch einen Phosphodieester verbunden sind [Reik, 2007].

Der Mensch besitzt ca. 45% transposable Elemente im Genom, die Maus 40%. Die
meisten transposablen Elemente werden durch die CpG - Methylierung stillgelegt. Der
epigenetische Status der Transposone ist metastabil, und variiert zufallig von
hypomethyliert zu hypermethyliert. Dieser variable epigenetische Status kann die
benachbarten Gene beeinflussen, und so einen epigenetischen Mosaizismus zwischen
den Zellen verursachen, sowie die phanotypische Variabilitat zwischen den Zellen, in

genetisch identen Individuen [Jirtle und Skinner, 2007].

Im Gegensatz zu Entwicklungsgenen, missen Transposone komplett stillgelegt werden,
um sie davor zu schiitzen im Genom herumzuwandern, und somit eventuell Mutationen
auszulésen. Aus diesem Grund sind viele Transposonfamilien methyliert, und durch
repressive  Histonmodifikationen  markiert z.B.. H3K9met. Einige  der
Transposonfamilien wie z.B.: das IAP, sind resistent gegentiiber der Loschung durch die
DNA - Methylierung in der Zygote. Das fuhrt zu einer epigenetischen Vererbung. Die
DNA - Methylierung gewahrt ein Langzeitsilencing von Transposonen und von
gepragten Genen, die auf der DNA - Methylierung basieren. Das Langzeitsilencing
bleibt von den Gameten, dem friihen Embryo bis zum erwachsenen Organismus
bestehen [Reik, 2007].
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4.2 Gen - Silencing

Bei der Gen - Stilllegung werden Gene aktiv, Uber die DNA - Methylierungen und
Histonmodifikationen abgeschalten. Durch die Modifikation der Histonenden wird ein
heterochromatischer Zustand um das Gen geschaffen, und die Transkription kann nicht
mehr ausgefiihrt werden. Die Genregulierung erfolgt, tUber die Hemmung der
Ubertragung, von genetischer Information von der DNA auf die mRNA, oder der
Hemmung der Translation, und das entsprechende Protein wird nicht mehr gebildet. Der
heterochromatische Zustand um das Gen verwehrt der Transkriptionsmaschinerie (RNA
- Polymerasen, Transkriptionsfaktoren) zu binden. Nachdem das Heterochromatin
gebildet wurde, wird es wahrend der Mitose stabil erhalten. Obwohl der
heterochromatische Zustand vererbt wird, kann er dynamisch von aktiv auf inaktiv
wechseln [Reik, 2007].

Die Positionseffekt - Variegation (PEV) ist ein klassisches Beispiel fur ein
transkriptionelles Silencing, und wurde bisher nur bei Hefen und Pflanzen beschrieben,
jedoch noch nicht beim Menschen. PEV tritt auf, wenn ein Gen das normalerweise
euchromatisch ist, neben Heterochromatin liegt. Durch Reorganisation und
Transposition entsteht ein neuer PEV - Phanotyp und aktiviert Gene, die normalerweise
stillgelegt sind, somit findet das transkriptionelle Silencing nicht statt
[Grewal und Elgin, 2007].

4.3 Imprinting

Bei der genomischen Pragung handelt es sich um eine differenzielle, monoallelische
Vererbung der Genexpression, welche unabhadngig von der mendelschen
Vererbungslehre agiert. Die Gene, die dem Imprinting unterliegen, werden
geschlechtsspezifisch etabliert, der dem Imprinting zugrunde liegende Mechanismus ist
die DNA - Methylierung, der die Gene in Abhdngigkeit ihrer Herkunft, aktiviert oder
inaktiviert [Dahlhoff et al., 2008].

Bis jetzt wurden 80 imprintete Gene identifiziert [Horsthemke und Ludwig, 2005].
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Die Pragung ist reversibel, wird bei der Bildung neuer Keimzellen wieder geléscht und

uberdauert nur eine Generation [Owen und Segars, 2009].

Nur ca. 1% der autosomalen Gene werden gepragt, mit einer Expression des maternalen
oder paternalen Allels [Jirtle und Skinner, 2007].

Imprintete Gene werden willkirlich im Genom verteilt, tendieren aber dazu in Clustern
vorzuliegen. Das bedeutet, dass die primdre Kontrolle des Imprintings auf dem

Chromosomendomanenlevel liegt [Horsthemke und Ludwig, 2005].

Die paternalen Imprinting - Markierungen entstehen im Spermium und in der Oozyte,
sie unterliegen nicht der Reprogrammierung. Die fruhen primordialen Keimzellen
besitzen &hnliche Imprinting - Markierungen, wie die somatischen Zellen. Die DNA -
Methylierung l6scht diese paternalen Imprints wahrend der Gametogenese, in
Vorbereitung auf die geschlechtsspezifische de novo -  Methylierung
[Morgan et al., 2005].

Die elterlichen Kopien von imprinteten Regionen, unterscheiden sich in der DNA -
Methylierung und in den Histonmodifikationen, und demzufolge auch in der

Genexpression [Horsthemke und Ludwig, 2005].

Imprinting ist eine epigenetische Form der Genregulierung, und besteht aus ca. 100
Genen, die alle fur ein paternales Allel exprimieren. Obwohl es keine definitive
Beschreibung des involvierten Mechanismus gibt, geht man davon aus, dass das
Imprinting von speziellen Entwicklungsgenen bendtigt wird, um den Konflikt zwischen
dem maternalen und paternalen Investment, in der Entwicklung und dem Wachstum des

Nachwuchses zu vermeiden [Delage und Dashwood, 2008].

4.3.1 Die ,Parental Conflict Hypothesis*

Die ,,Parental Conflict Hypothesis® oder der ,,Kampf der Geschlechter besagt, dass
Imprinting keine glinstige Adaption der Geschlechter ist, sondern vielmehr eine
schadliche Konsequenz des Geschlechterkampfes, um die Kontrolle der
Ressourcenanzahl, die von der Mutter fiir die Nachkommenschaft extrahiert werden.
Ausgehend von dieser Hypothese ist das Imprinting ein unbeabsichtigter Kampf in der

Reproduktion zwischen den Geschlechtern [Moore und Haig, 1991].
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Die Theorie geht davon aus, dass jene gepragten Gene die, die Extraktion der
Ressourcen von der Mutter erhdhen, paternal exprimiert und mutterlich gesilenced
werden. Im Gegensatz dazu, werden imprintete Gene die die Nachwuchsressourcen der
Mutter erhéhen, maternal exprimiert und véterlich gesilenced z.B.: bei der Maus wird
der Igf2  paternal  exprimiert und der Igf2r maternal  exprimiert
[Jirtle und Skinner, 2007].

Die ,Parental Conflict Hypothese* basiert auf den Beobachtungen, das paternal
imprintete Gene im Fotuswachstum involviert sind, wohingegen maternal imprintete
Gene die Entwicklung des extraembryonischen Gewebes  fordern
[Delage und Dashwood, 2008].

4.3.2 Imprintingdefekte

Da die individuelle epigenetische Pragung, die Entwicklung, das Wachstum und das
Verhalten beeinflusst, kénnen Pragungsfehler zu einem Funktionsverlust der gepragten
Gene fihren z.B.: Krebs.

In solchen Fallen kann das Imprinting die Ursache sein, dass bestimmte Mutationen
oder Krankheiten, eine oder mehrere Generationen ruhig gestellt werden, nur um
Generationen spater sichtbar zu werden. Einige bestimmte Krankheiten wurden mit
diesen Genen in Zusammenhang gebracht z.B.: wurden Imprintingdefekte in ca. 1 % der
Prader — Willi - Syndrom Patienten, in 3 % der Patienten mit dem Angelman-Syndrom,
und in 50% der Beckwith-Wiedermann Patienten gefunden
[Horsthemke und Ludwig, 2005].

Noch gibt es wenige Beweise, dass Imprinting durch Erndhrung beeinflusst werden
kann [Horsthemke und Ludwig, 2005].

Das bekannteste Beispiel eines geschlechtsspezifischen Imprintings, ist die X-

Chromosomeninaktivierung.

4.3.3 X- Inaktivierung
Die X - Chromosomeninaktivierung ist ein klassisches Beispiel der monoallelischen

Genexpression [Yang und Kuroda, 2007].

Frauen und Manner unterscheiden sich in ihrer Reaktion auf Krankheiten. Diese

geschlechtsspezifischen Reaktionen erschweren die Diagnose und Therapie von
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kardiovaskuldren Krankheiten, Infektionen und psychischen Stérungen, auch gibt es
Unterschiede in der Medikamentenvertraglichkeit. Die meisten Frauen sind Mosaike,
das bedeutet, sie besitzen eine Zellmischung, die aus den X - Chromosomen
verbundenen Genen vom Vater oder der Mutter besteht. Der Mosaizismus der Frauen
tragt zu deren Krankheitsheterogenitat bei. Ob und wann eine Krankheit manifestiert
wird, ist von der Mosaikzellenbildung abhéngig [Migeon, 2006].

In der friihen Embryogenese wird bei den Weibchen ein X - Chromosom stillgelegt, um
damit eine Uberexpression der darauf lokalisierten Gene zu verhindern, um damit den
Dosisunterschied zu kompensieren, da das Y Chromosom weniger als 100 funktionale
Gene im Vergleich mit dem X - Chromosom, mit Gber 1000 Genen hat. Welches
Chromosom stillgelegt wird, entweder das vom Vater oder der Multter, ist reiner Zufall
[Migeon, 2006].

Diese Dosiskompensierungsmechanismen sind wahrscheinlich  mit der frihen
Saugetierevolution aufgetreten, und basieren auf der langen funktionalen Xist - RNA (X
- inactive specific transkript), welche einzigartig bei den Sdugetieren ist
[Ng et al., 2007].

Grundsétzlich erfolgt die X - Inaktivierung in zwei Schritten:

1. Wahrend der |Initiationsphase, unterliegt das angehende inaktive X -
Chromosom der epigenetischen transkriptionellen Inaktivierung.

2. In der Erhaltungsphase, werden die Kopien des inaktiven X - Chromosoms
durch die Zellteilung erhalten. Bei der Maus wird das X - Inaktivierungsmodell
am Anfang der frihen Embryogenese eingeleitet, wenn die Zellen eines der
beiden X - Chromosome, dem transkriptionellen Silencing unterliegen
[Kalantry, 2011].

Ein einmal inaktiviertes X - Chromosom bleibt durch die epigenetische Regulierung
fortlaufend inaktiv, und wird so von der Mutterzelle auf die Tochterzelle weitergegeben.
Dabei handelt es sich um eine Genexpressionsregulierung, nicht um die Anderung der
DNA - Sequenz, darum ist dieser Mechanismus prinzipiell umkehrbar [X-
Inaktivierung, 2012].
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Im Mé&useembryo findet zuerst eine gepréagte paternale X - Inaktivierung statt. In den
somatischen Geweben der meisten hoheren S&ugetieren findet die X - Inaktivierung
zufallig statt [Gendrel und Heard, 2011].

Die zufallige X - Inaktivierung wird durch das Silencing eines X - Chromosoms durch
das X - Inaktivierungscenter (Xic), einem cis regulatorischen Element am X -
Chromosom etabliert. Xic beinhaltet Elemente, die die Zahl der X - Chromosomen
zahlt, und trifft die Wahl welches X - Chromosom stillgelegt wird. Die Xist -
Expression wird fir die Etablierung von epigenetischen Markierungen am inaktiven X —
Chromosom bendtigt. Das inaktive X Chromosom (Xi) ist durch mehrere epigenetische
Markierungen wie z.B.: durch die Hypoacetylierung der Histone H3 und H4 sowie der
DNA - Methylierung gekennzeichnet [Yang und Kuroda, 2007].

5 Methyldonatoren

Ein Donator ist ein Molekil, das im Rahmen einer chemischen Reaktion eine

funktionelle Gruppe abgibt, in dem Fall eine Methylgruppe (CHs - Gruppe).

Methylgruppendonatoren sind u.a. Nahrungsmittelinhaltsstoffe oder
Supplementierungen, die ihre Methylgruppen im Kohlenstoffstoffwechsel abgeben, und
somit die Genexpression beeinflussen. Die Methylgruppen heften sich an Histone, an
die Promotorregionen der CpG — Inseln, und beeinflussen die Transkription, indem sie
die betreffenden Regionen stilllegen [Niculescu und Zeisel, 2002].

5.1 Folsaure

Folséure ist fur den Menschen essentiell. In der Nahrung liegt Folséure als Polyglutamat
vor, die im Burstensaum des Duodenums und Jejunums durch die Folsdurekonjugase in
Monoglutamate hydrolysiert werden. Die Monoglutamate werden ber den Reduced
Folate - Carrier (RFC), einem Transportprotein das die reduzierten Folsdure - Derivate,
in die Zelle aufnimmt, und werden dann in Form von Polyglutamaten gespeichert
[Elmadfa, 2004].
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Metabolisch aktive Folate werden durch Addition von H - Atomen in den Positionen 5,
6,7,8 gebildet (5, 6,7,8-Tetrahydrofolséure). Durch die Bindung von Monocarbonaten in
Position N5 und/oder N10 kommt es zu Methyl, Methylen, Methenyl, Formyl und
Formiminoderivaten. Durch die Anlagerung von bis zu sieben Glutaminsiureresten an
das Glutamylende entstehen Polyglutamate. Die wichtigsten metabolisch aktiven Folate
sind die N5 - Methyltetrahydrofolsdure, die N10 - Formyltetrahydrofolsaure und die
Tetrahydrofolsdaure [EImadfa und Leitzmann, 1990].

Die Tetrahydrofolsdaure wirkt als Coenzym, als Donator, sowie als Akzeptor von C1 -
Kdrpern, im Aminosdure- und Nukleotidstoffwechsel. Ein Folatmangel fihrt zur
Beeintrachtigung der DNA- und RNA-Synthese, daher sind bei Folatmangel in erster
Linie schnell proliferierende Zellen und Gewebe z.B.: hamatopoetisches- und

lymphatisches Gewebe und die Haarfollikel, betroffen [EImadfa und Leitzmann, 1990].

Folat ist ein wasserlosliches Vitamin, und ein gut studiertes Beispiel fur den Effekt auf
die DNA - Methylierung, weil Folat eine Methylgruppe tragt, und diese Methylgruppe
fur die Synthese von SAM, dem einzigen Methyldonator fir die DNA -
Methylierungsreaktionen, zur Verfligung stellt. Aber Folat ist nicht die einzige
Determinante der DNA - Methylierung, andere Methyldonatoren wie Methionin,
Cholin, Betain und Vitamin B;, wie auch Umweltfaktoren kdnnen den DNA -

Methylierungsstatus verdandern [Choi und Friso, 2010].

Methoninsupplementierung kann eine DNA - Hypermethylierung in speziellen
genomischen Regionen induzieren, da die meisten Methylgruppen die in der DNA —
Methylierung zur Verfugung gestellt werden von Methionin bezogen werden. Hohe
Methioninaufnahmen veréndern den 1 — Kohlenstoffstoffwechsel in Saugetieren, darum
hat die Methioninsupplementierung das Potential physiologisch relevante
Veranderungen in der CpG — Methylierung hervorzurufen. Es muss noch abgeklart
werden ob eine zusatzliche Methioninaufnahme eine Hyper — oder Hypomethylierung
hervorruft. In bestimmten Fallen konnte die Methioninsupplementierung mit anderen
Metaboliten eine effektive Therapie von epigenetischen Krankheiten darstellen. Bevor
solche Fortschritte realisiert werden konnen, missen noch viele Tierstudien
durchgefuhrt werden [Waterland, 2006].
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Eine erhohte Konzentration an SAM stimuliert die DNA - Methyltransferasereaktionen,
die eine Hypermethylierung einleiten, und das Genom vor einer globalen
Hypomethylierung schitzen, einem Kennzeichen von Krebs. Das reduzierte Derivat der
5,10 - Methylentetrahydrofolat, sowie das 5 - Methyltetrahydrofolat, stellen die
Methylgruppen fur die Methionin- und SAM - Synthese zur Verfligung [Detich, 2003].

Da eine hohe Folsaureaufnahme einen Vitamin B;, Mangel verdecken kann, sollte die
taglich zugefuhrte Menge an supplementierter Folsdure 1000 pg nicht Gberschreiten,

wéhrenddessen die Folatzufuhr/d aus den Nahrungsmitteln nicht beschrankt ist.

1 pg Folataquivalent

= 0,5 ug freie Folsaure (Pteroylmonoglutamat)
=1ug Nahrungsfolat (Pteroylpolyglutamat)
[Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung et al., 2012].

Die obere sichere Grenze der Zufuhr (UL): 1000 pg/d (Pteroylmonoglutamat) fir den

Erwachsenen.

Empfohlene Zufuhr: 400 Mg Folataquivalent/d
[Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung et al., 2012].

5.2 Vitamin B3, (Cobalamin)

Die aktive Form des Cobalamins, ist das Methylcobalamin oder 5 -
Desoxyadenosylcobalamin, das fir die Blutbildung von Bedeutung ist, und
Homocystein entgiftet [ElImadfa, 2004].

Vitamin By, ist ein essentieller Kofaktor der Methionin - Synthase im 1C - Stoffwechsel
und beeinflusst die genomische DNA Methylierung, durch die Ubertragung einer
Methylgruppe [Choi und Friso, 2010].

Empfohlene Zufuhr: 3ug/d fur den Erwachsenen, kein UL
[Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung et al., 2012].
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5.3 Cholin

Cholin (B-Hydroxyl-Trimethyl-Ammoniumhydroxid) ist ein primarer, einwertiger
Alkohol, und ein aktiver biologischer Metabolit, und weist katalytische und/oder
steuernde Funktionen auf [Elmadfa, 2004].

Voraussetzung fur die Cholinsynthese im Organismus ist das Vorhandensein von
Methyldonatoren wie Folsédure und Vitamin Bj,. Die Vorstufe des Cholins ist das
Ethanolamin, das durch Decarboxylierung von Serin gebildet wird. Durch eine
stufenweise, dreifache Methylierung von Ethanolamin wird dann Cholin gebildet
[EImadfa und Leitzmann, 1990].

Die maternale Cholinverfugbarkeit ist wichtig fir die fetale Neurogenese, die
Hippocampusentwicklung und die Gedachtnisfunktion, wahrend des ganzen Lebens
[Choi und Friso, 2010].

Ein Teil des Cholinbedarfs kann durch die endogene de novo - Synthese des
Phosphatidylcholins, das durch die PEMT in der Leber katalysiert wird, gedeckt
werden. Obwohl viele Nahrungsmittel Cholin enthalten, nehmen einige Menschen nicht
genug aus der Nahrung auf, z.B.: Entwickelten ein paar Frauen in der Postmenopause
Zeichen einer Organdysfunktion, die sich in einer Fettleber, Leber-, und einer
Muskelzellschadigung &uRerte. Die Unterschiede in dem gesteigerten Bedarf, der
postmenopausalen Frauen riihrt dadurch, dass das Hormon Ostrogen, die Expression
des PEMT - Gens (Phosphatidylethanolamin — N - Methyltransferase) induziert, und
mehr endogenes Cholin synthetisiert wird [Zeisel, 2008].

Cholin ist eine Nahrungskomponente, die wichtig fir die normale Zellfunktion ist, und
dient als eine Hauptquelle der Methylgruppen in der Erndhrung. Cholin ist ein wichtiger
Bestandteil der Zellmembranen und dem Neurotransmitter Acetylcholin,  von
Bedeutung flr die Gehirnentwicklung, und schutzt vor dem  Neuralrohrdefekt
[Zeisel, 2008].

Menschen, die sich cholinarm erndhren, auch wenn die adaquate Folateinnahme
gewadhrleistet ist, entwickeln erhdhte Homocysteinplasmakonzentrationen nach einem
Methioninbelastungstest [Zeisel, 2008].
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1998 wurde vom ,lInstitute of Medicine and National Academy of Sience” die

empfohlene Zufuhr der Cholinaufnahme festgelegt.

Empfohlene Zufuhr:

425 mg/d fir Frauen

550 mg/d fur Ménner

450 mg/d fiir Schwangere

550 mg/d fur Stillende

200 — 250 mg/d fir Kinder

400 mg/d fur weibliche Jugendliche zwischen 14 — 18 Jahren

550 mg/d fur mannliche Jugendliche zwischen 14 — 18 Jahren
[Institute of Medicine, National Academy of Sciences USA., 1998].

Die signifikante Variation des Cholinnahrungsbedarfs, kann durch die SNP’s (Single
Nucleotide Polymorphism) in den Genen des Cholins - und Folatstoffwechsels, erklart
werden [Zeisel, 2008].

5.4 Betain

Betain ist ein Oxidationsprodukt des Cholins und eine quartare Ammoniumverbindung
mit drei Methylgruppen. Betain ist neben SAM einer der wichtigsten
Methylgruppendonatoren im Organismus. Betain ist ein Derivat der Aminosaure
Glycin, die Aminoséauren liegen am Isoelektronischen Punkt als Betaine (innere Salze)
vor. Zusammen mit Folsdure, Bg und B;, soll Betain erhohte Homocysteinwerte senken
[Elmadfa und Leitzmann, 1990].

Lever et al., (2012) fanden einen Zusammenhang zwischen einem Biotinmangel und
den vaskuldren Risiken, in Patienten mit dem metabolischen Syndrom. Sowohl eine
Hohe, als auch eine niedrige Betainplasmakonzentration, waren mit einem erhdhten
koronaren Risiko verbunden. Ein Betainmangel ist schwer zu evaluieren, am besten ist

ein Methioninbelastungstest geeignet, um diesen zu testen [Lever et al., 2012].
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5.5 Der 1 - Kohlenstoffstoffwechsel

Der 1 - Kohlenstoffstoffwechsel (1C - Stoffstoffwechsel), ist ein Netzwerk aus
zusammenhéngenden biochemischen Reaktionen, die eine Kohlenstoffgruppe von einer
Seite auf die andere transferieren (Abb. 7) [Mason, 2003].

Der 1 - Kohlenstoffstoffwechsel ist wichtig fir die biologische Methylierung, die
Nukleotidsynthese, und essentiell fir die DNA - Synthese und alle zellularen

Biomolekile (Nukleinséuren, Proteine, Lipide) [Christensen und Marsit, 2011].

Die 1 - Kohlenstoff Einheit kann in Form von Methenyl, Formyl oder als Methylgruppe
abgegeben werden [Mason, 2003].

Methionin kann aus Homocystein gebildet werden, unter Verwendung von
Methylgruppen, die von methyl-THF bereitgestellt werden, oder unter Benutzung einer
Methylgruppe  von  Betain, das aus dem  Cholin  entstanden st
[Niculescu und Zeisel, 2002].

Aus Methionin entsteht durch die Reaktion mit ATP, unter Abspaltung von Phosphat,
das S - Adenosylmethionin (SAM). Die S - Methylgruppe ist besonders reaktiv, und
kann fur eine Reihe von Biosynthesen genutzt werden. Dabei entsteht S -
Adenosylhomocystein (SAH), nach der Abspaltung von Adenosin entsteht die
Aminosdure Homocystein. Diese kann zu Methionin remethyliert werden, oder zu

Propionyl - CoA abgebaut werden [Kim, 2004].

SAM fihrt zu DNA - Hypermethylierung, im Gegensatz dazu fiihrt eine Erhéhung des
Nahrungsfolats, oder ein Abbau des intrazellularen SAM, zu einer DNA -
Hypomethylierung. Der derzeitige akzeptierte Mechanismus fiir die Effekte des
Methyldonators SAM auf die DNA — Methylierung, und die Tumorgenese ist gefunden,
in der Annahme, dass die DNA - Methylierungsreaktionen irreversibel sind, und durch
die DNMT’s festgelegt werden [Detich, 2003].
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Deoxyuridine (dU) Thymidylate
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Abbildung 7 Vereinfachtes Schema des Folatstoffwechsels der die DNA - Synthese und die DNA -
Methylierung  beinhaltet. DHFR: Dihyrofolatreduktase, ~THF:  Tetrahydrofolat, MTHFR:
Methylentetrahydrofolatreduktase [Kim, 2004].

Die DNA - Methylierung ist abhéngig von der Methylgruppenverfugbarkeit, die von
SAM zur Verfugung gestellt werden. Menschen nehmen ca. 50 mmol Methylgruppen
pro Tag aus der Nahrung auf, 60% entstammen dem  Cholin
[Niculescu und Zeisel, 2002].

Cholin kann durch eine SAM vermittelte Methylgruppenabgabe von Methionin de novo
synthetisiert werden, durch Abgabe einer Methylgruppe von Serin, oder via

Dimethylglycin [Niculescu und Zeisel, 2002].

Ein Cholindefizit fuhrt zur vermehrten Verwendung von methyl - THF um
Homocystein in der Leber zu remethylieren, was im Gegenzug den Nahrungsfolatbedarf
erhoht. Bei einem Folatdefizit werden mehr Methylgruppen von Cholin benétigt, um
dieses Defizit auszugleichen, was wiederum den Nahrungsbedarf an Cholin erhoht. Die
DNA - Methylierung wird durch die DNMT wahrend der Embryogenese katalysiert,
und die DNMT’s transferieren eine CH3; — Gruppe von SAM auf Cystein. Beim
Menschen ist die Methylgruppenhauptquelle das Methionin (ca. 10 mmol Methyl/d) und

von Cholin stammen ca. 30 mmol Methyl/d [Niculescu und Zeisel, 2002].
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Vitamin Bg (Pyridoxin) ist im 1 - Kohlenstoffstoffwechsel involviert, da ein Vitamin Bg
Defizit die Bluthomocysteinwerte erhéht, und die Methylierungsreaktionen
beeintrachtigt. Riboflavin (Vitamin B) ist ein Kofaktor, fur die kritische folatabhangige
Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) [Mason, 2003].

Die B - Vitamine, Homocystein und Methionin sind wichtige Spender zur Erhaltung der
DNA-, Integritit und der Methylierung. Die Schlisselrolle von Folat im 1 -
Kohlenstoffstoffwechsel birgt das Risiko von hochdosierten Nahrungssupplementen.
Eine Folatsupplementierung ist verbunden mit einem reduzierten Risiko vieler
Krebsformen. Eine Uberdosierung der Folatsupplementierung hat madglicherweise
negative Effekte, wie z.B.: das Verdecken des Vitamin B;, Defizits, und einer Stérung
der Zinkfunktion [Christensen und Marsit, 2011].

Die Beweise, einer durch die Erndhrung induzierten epigenetischen Verénderung im
Menschen sind spérlich, aber es ist nachweisbar, dass der 1 - Kohlenstoffstoffwechsel
wahrend der Schwangerschaft, den hohen fetalen Anforderungen fiir Folat und Cholin
gerecht werden muss, um eine normale Entwicklung zu gewéhrleisten. Hunger und
saisonabhangige Nahrungsmittelverfligbarkeit wéhrend der Schwangerschaft, und die
Variation in den Umweltexpositionen in utero, fihren zu Unterschieden in der DNA -

Methylierung des Nachwuchses [Dominguez-Salas et al., 2012].

Wahrend der Schwangerschaft und der Stillzeit ist die Nachfrage an Nahrstoffen hoher,
und die Methyldonatorversorgung kritisch. Der 1C - Stoffwechsel wird intensiv
erforscht, aber konkrete Beweis fiir seine Beteiligung an der DOHAD (siehe Kap. 7.3.1)
miussen noch aufgebaut werden. Die“ Pune Maternal Nutrition Study Cohort" in Indien
hat die Wichtigkeit des 1C - Stoffwechsels in der fetalen Programmierung belegt.
Niedrige maternale Vitamin Bj, — Spiegel (> 150 pumol/l) korrelieren stark mit dem
Homocysteinspiegel (>15 pmol/l). Die prénatale Untererndhrung ist mit negativen
metabolischen Phanotypen, wie z.B.: einem hohen BMI (Body-Mass-Index) und einer

gestorten Glukosetoleranz verbunden [Dominguez-Salas et al., 2012].

Die Storung des C1 - Stoffwechsels verdndert die DNA - Methylierung und beeinflusst
die neuralen Zellproliferation und Apoptose. Das fuhrt zu Langzeitverdnderungen in der
Gehirnstruktur-, und Funktion, im speziellen der Gedachtnisfunktion [Zeisel, 2008].
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Es wurde ein mathematisches Modell fir den Folat vermittelten 1 -
Kohlenstoffstoffwechsel entwickelt, um den genetischen Einfluss und die
Nahrungsmittelvariationen besser vorhersagen zu koénnen. Das Modell basiert auf
bereits veroffentliche Daten der Folat — Enzymkinetik. Die mathematische Simulation
des Folat vermittelten 1C — Stoffwechsel bietet eine kosteneffiziente Methode fur

computerunterstiitzte Laborexperimente [Reed et al., 2006].

Die interindividuelle Variation in den DNA — Methylierungsmustern bei der Geburt
konnen durch Umwelt -, genetische- und stochastische Faktoren erklart werden
[McKay et al., 2012].

Mc Kay et al., (2012) untersuchte die genetischen und nicht genetischen Determinanten
der DNA — Methylierungsvariation, und fokussierte sich auf den Folatstoffwechsel bei
Kindern. Die aus der Studie gewonnen Daten unterstiitzen die Theorie, dass Umwelt -,
und genetische Faktoren im 1C — Stoffwechsel involviert sind, und dadurch die DNA —
Methylierung, der Kinder beeinflusst werden. Die interindividuelle Variation der DNA -
Methylierung bei Erwachsenen ist bereits dokumentiert, aber der Grad der
interindividuellen Variation der DNA - Methylierung bei der Geburt, und die Faktoren
die die DNA - Methylierungsmuster beeinflussen sind noch nicht vollstandig erwiesen.
Ethnie, das Alter der Eltern, der maternale prégestionale BMI und eine geringe
GeburtsgroBe konnen die DNA - Methylierung beeinflussen. Die nicht genetischen -,
und genetischen Faktoren machen ca. 0,3 — 8 % der interindividuellen Variation, in der
globalen und genspezifischen DNA — Methylierung, bei Kindern aus. Es gibt eine
Verbindung zwischen dem maternalen Homocystein/Folat - Spiegel und der DNA -
Methylierung bei Kindern. Die Ergebnisse dieser Studie gehen mit der Hypothese
einher, dass die Modulation des C1 — Stoffwechsels, die DNA - Methylierung in den
Neugeborenen beeinflusst [McKay et al., 2012].

Der 1 - Kohlenstoffstoffwechsel hat in den letzten Jahren immer mehr an Beachtung
gewonnen, da ein Defizit der Coenzyme wie Vitamin Bg, Vitamin By, Folat und
Methionin zu Syndromen wie dem Neuralrohrdefekt, kardiovaskuldren Krankheiten und
Krebs fuhren kann [Horsthemke und Ludwig, 2005].
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6 Das Agouti Protein

Das Agouti - Maus - Modell ist eines der am besten untersuchten Beispiele flr die
transgenerationale Vererbung, da es einen direkten Einfluss von Methyldonatoren auf
die epigenetischen Prozesse zeigt. Es stellt ein interessantes Tiermodell dar, da das
Agouti (A) Protein beim Menschen in den Adipocyten exprimiert wird. Man hoffte auf
neue Erkenntnisse flr die Adipositasintervention.

Das Agouti Gen hat seinen Namen von Sudamerikanischen Sdugetieren, den ,,Agouti
paca“ und dem ,,Agouti taczanowskii“, welche dieselben Fellpigmentierungsmuster wie,
das durch das agouti Gen Ubertragene Muster in den Agouti - Mausen haben
[Miltenberger et al., 1997].

Das agouti Gen war das erste Adipositas Gen, das geklont wurde [Bultman et al., 1992].

Die Mause die das A" Allele tragen, zeigen ein umfangreiches Spektrum an Fellfarben.
Mause mit dem Genotyp A"/a werden eher fir Studien verwendet, als die A”/A"
Mause, weil die A%a ein kompletteres Spektrum der Fellfarben und in den
epigenetischen Variation zeigen, wohingegen die AY/A"Y meistens ganz gelb sind
[Cooney et al., 2002].

Die am meisten untersuchten und analysierten dominanten Mutation sind das A’ und
A", die eine Form des Diabetes mellitus Typ 2 verursachen, der durch eine
Insulinresistenz, Hyperplasie, Hyperinsulindmie, Hypertrophie und einer gestorten

Glukosetoleranz gekennzeichnet ist [Klebig et al., 1995].

Das AY ist charakterisiert durch eine groRe Deletion, die die codierenden Regionen des
Gens Raly (heterogene nuklear-ribonukleo-protein assoziiert mit lethal yellow)
beinhalten, einem Mitglied der hnRNP Gen - Familie, die in der prd - RNA Verpackung
und Prozessierung involviert ist. Bis jetzt ist die Funktion des Gens Raly unbekannt, die
letale gelbe Mutation suggeriert, dass diese wichtig, fur die frihe embryonische
Entwicklung ist. Das Gen Raly wird in allen somatischen Zellen exprimiert, daher
resultiert die Fusion des Raly - Promotors mit dem agouti Gen in einer ektopischen

Uberexpression des agouti Gens. Der Raly Promotor iberschreitet den Agouti eigenen
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Promotor durch die Regulierung der Transkription, und leitet eine pausenlose Formation
des gelben Pigments ein [Wolff et al., 1999].

Heterozygote Tiere, die das AY - Allel tragen, sind nicht nur durch die gelbe Fellfarbe,
sondern auch durch eine Spatform der Adipositas, die mit Hyperphagie assoziiert ist,
charakterisiert. Genetische Analysen zeigten, dass das A’ das Ergebnis eines
Chromosomenrearrangements ist, wo der Promotor am ersten nicht codierenden Exon
mit dem Gen Raly vernetzt ist. Der chronische Antagonismus des MC1 - R durch das
Agouti Protein resultiert im gelben Fell, wohingegen das Agouti Protein am MC4 -R

des Hypothalamus, einen adipdsen Phanotyp entwickelt [Dinulescu und Cone, 2000].

Die AY - Mutation ist durch die pranatale Letalitat des Homozygoten AY/AY — Genotyps
gekennzeichnet. Der A" Phanotyp unterscheidet sich, von dem klaren gelben AY
Phénotyp durch eine Eumelaninsprenkelung, das sind irregulére Regionen oder kleine
Punkte von agouti/schwarzem Haar auf gelben Hintergrund. Eine pranatale Exposition
mit Methyldonatoren erhoht die Gebiete der Eumelaninsprenkelung, wahrscheinlich
durch die IAP - Insertion. Die Adipositas der AY Maus folgt einem autosomal
dominanten Erbgang [Wolff et al., 1998].

Im extremsten Fall, mit oder ohne Methyldiat, wird eine pseudoagouti Maus produziert,
dessen Fellfarbe der Wildtyp - Maus &hnlich ist [Wolff et al., 1999].

6.1 Die Struktur des Agouti Proteins

Der Agouti Maus Locus (non Agouti) beeinflusst die Fellfarbe durch die DNA -
Methylierung an einem upstream Transposon [Bird, 2007].

Die genomische Organisation des murinen Agouti Proteins ist komplex. Es besteht aus
drei codierenden Exonen, festgelegt als 2, 3 und 4, wie auch vier nicht codierenden
Exonen, 1A, A”, B und C locus stromabwarts [Vrieling et al., 1994].

Die normale Agouti - DNA st ca. 800 Nukleotide lang und wird von einem priméren
Transkript das vier oder flinf Exonen beinhaltet, abgeleitet. Die Agouti - DNA wird
nach der Geburt, und nur wahrend eines kurzen kritischen Zeitfensters, in der gelbes

Pigment gebildet wird, in der Haut exprimiert [Duhl et al., 1994].
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Der Agouti Phanotyp, resultiert aus der Expression der Exonen 1B und 1C, wéhrend der
mittleren Phase des Haarwachstumszykluses, zwischen dem dritten und siebten Tag,
nach der Geburt [Vrieling et al., 1994].

Uber 25 verschiedene, dominante und rezessive agouti locus Allele wurden identifiziert,
in denen die Phdaomelaninsynthese generell dominanter tber die Eumelaninsynthese ist
[Siracusa, 1991].

Einige Beispiele dieser agouti locus Allele sind Méause, die das viable yellow (A"), IAP
yellow (A™) oder hyperviable yellow (A™) Allel tragen. Sie synthetisieren mehr
Phaomelanin als Eumelanin. Die Expression von A%, A® A™ kann epigenetisch

herunterreguliert werden [Wolff et al., 1999].
Das Agouti Protein hat vier Merkmale:

1. ein aminoterminales Signal, dass wichtig fur den Eintritt in den sekretorischen
Pfad ist

2. eine zentrale Region, in der 16 von 29 Aminoséauren, basische Arginin -, oder
Lysinstellen sind

3. eine cysteinreiche Carboxy - terminale — Doméne

4. und ein Poly - Prolinstuck [Miltenberger et al., 1997].

6.1.1 Die A" - Maus

Anhnlich mit den meisten Formen der humanen Adipositas, ist die gesteigerte Adipositas
in den gelben Mausen hypertroph, sie &uflerst sich durch eine erhdhte magere
Korpermassen und einer Insulinresistenz. Die Expressivitat des A" ist variabel, und
wird durch parentale Imprinting Effekte beeinflusst. Die meisten A" Tiere sind adip6s
und haben eine Fellfarbenvariegation, wobei die gelben Haare in unregelmaRigen
Flecken vom schwarzen Pigment durchbrochen sind (Eumelaninmotteling). Die
Fellfarbenvariegation und das paternale Imprinting wurden nicht in anderen Agouti -
Mausen wie z.B.: beim AY entdeckt [Duhl et al., 1994].

Das A" Allel ist ein metastabiles Epiallel. Aktive Epiallele sind assoziiert mit einer
Hypermethylierung. Klare metastabile Epiallele besitzen Eigenschaften, die sie von
klassischen Allelen unterscheiden. Wie hdufig diese Allele im Menschen sind, ist
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aufgrund der Heterogenitat des Menschen nicht einfach zu beantworten. Metastabile
Epiallele sind einfacher zu erkennen, wenn die genetischen Unterschiede und die
Umweltfaktoren zwischen den Individuen minimiert werden. Das ist nur durch
Inzuchtstdmme, in einer kontrollierten Umwelt mdéglich. Die beste Mdglichkeit beim
Menschen metastabile Epiallelen zu identifizieren, sind Studien bei monozygotischen
Zwillingen, wo die genetischen Unterschiede geringfiigig sind. Ca. 9 % des
menschlichen Genoms ist aus Retrotransposonen zusammengesetzt. Wenn nur ein
kleiner Teil diese beschriebenen Effekte hat, dann ist ihr Potential den Phanotyp zu
beeinflussen, grol}. Metastabile Epiallele konnen Erklarungen fur Krankheiten liefern
[Rakyan et al., 2002].

Das murine ,,viable yellow* Agouti metastabile Epiallel weist stochastische DNA und
Histonmodifikationen auf, und ist mit einer Fellfarbenvariation in isogenischen
Individuen assoziiert. Die Verteilung der A" variablen Expressivitat wird durch die
maternale Erndhrung und durch die verschiedenen Umweltexpositionen verlagert. Die
Charakterisierung von metastabilen Epiallelen beim Menschen ist wichtig fur die
Entwicklung von Novel - Screenings und von therapeutischen Zielen fur die

Krankheitspréavention [Weinhouse et al., 2011].

6.1.2 Die ektopische Expression des A" - Allels

Der kryptische Promotor im proximalen Ende des A" - IAP unterstiitzt die konstitutive
ektopische Agouti Transkription, und erzeugt eine phénotypische Variabilitat, die zu
einer gelben Fellfarbe fihrt, welche mit Diabetes, Krebs und Adipositas im

Zusammenhang steht [Jirtle und Skinner, 2007].

Das A" - Allel entsteht durch eine Insertion eines intracisternales A Partikels (IAP) 1kb
oder 100 kb 5" - stromabwarts der agouti codierenden Sequenz (Abb. 8). Die ,,lethal
yellow* (AY) und ,viable yellow* (A") Mutationen des agouti locus der Maus sind
dominante pleiotrope Mutationen. Die Faktoren, die die IAP - Transposition
kontrollieren, sind noch nicht genau verstanden, sie werden aber in der friihen
Embryogenese exprimiert. Das Wildtyp agouti Gen hat keinen Einfluss auf das
Korpergewicht [Duhl et al., 1994].
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Abbildung 8 Der Avy locus der Maus

Die A" - Mutation wird durch eine Retrotransposition eines IAP 100 kb stromabwirts des ersten
codierenden Exons verursacht. Das agouti (A) und das nonagouti (a) Transkript entstehen am Exon 2 (Die
Pfeilspitze ist mit A, a beschriftet). Das A" Transkript entsteht durch einen kryptischen Promotor
innerhalb des IAP (Pfeilspitze beschriftet mit A™). Die vertikalen Streifen der 3"IAP Insertionssite zeigen
die Positionen der CpG - Inseln an, wie die CpG - Methylierung mit der Fellfarbenphé&notyp korrelierte
[Waterland et al., 2007]. PS1A: Pseudoexon 1

Das IAP kann als kryptischer Promotor flir das Agouti Gen agieren. Méause mit einem
unmethylierten IAP haben ein aktives agouti Gen und eine gelbe Fellfarbe, wohingegen
Mause mit einem methylierten 1AP ein stillgelegtes agouti Gen besitzen und ein braunes
Fell haben [Whitelaw und Whitelaw, 2008].

Das A" Allel ist das Resultat einer Retrotransposition Insertion stromabwarts des agouti
Gens. Die Expression an diesem locus, wird durch das LTR (Long terminal repeat)
kontrolliert [Blewitt et al., 2006].

In den pseudoagouti M&usen, ist der IAP (intracisternales A Partikel) Promotor inaktiv,
er erlaubt dem Agouti Promotor die Transkription der Gene zu regulieren. In den A"Y/a
Mausen findet eine partielle maternale, epigenetische Vererbung des Phénotyps statt
[Wolff et al., 1998].

Aufgrund dieser Mutation kommt es zu einer Fehlregulierung des agouti Gens, das zu
einer dauerhaften Expression des A" Allels fihrt. Somit wird bei den A"/a Mausen
konstitutiv. Phdomelanin gebildet, woraus die gelbe Fellfarbe resultiert, die im

Gegensatz zu den agouti - farbenen A/a Mausen steht [ Duhl et al., 1994].
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6.2 Fellpigmentierung

Die Hypermethylierung des A" Allels verschiebt die Fellfarbe von braun zu gelb, und
demonstriert den Einfluss der epigenetischen Prozesse, die auf eine methylreiche

Erndhrung reagieren, und ruft die wahre Wildtyp Farbe (braun) der Méuse hervor.

,Funktionsfahige Allele, die in der Natur vorkommen, und einen normalen Phénotyp
ausmachen, werden als Wildtyp bezeichnet. Dieser Begriff wird nicht beim Menschen
angewendet“ [Ringo, 2006].

Das Wildtyp - Pigmentierungsmuster der Maushaare wird Agouti genannt. Das Agouti
Haar hat eine schwarze Spitze, das subterminales Band ist gelb, der Rest des
Haarschafts ist schwarz. Das Maus agouti Gen kodiert ein 131 Aminoséuren parakrines
Molekil, welches von Haarfollikelzellen abgesondert wird, und den Melanocyten
signalisiert von der Synthese des schwarzen Pigments zu gelbem Pigment zu wechseln.

Das fuihrt zu der Produktion eines subterminalen gelben Bandes [Cooney et al., 2002].

Die Transkription wird normalerweise von einem entwicklungsregulierten Haarzyklus

spezifischen Promotor im Exon 2 des Agouti - Alles reguliert [Jirtle und Skinner, 2007].

Anders als bei den meisten Genen, die die Fellfarbe beeinflussen, agiert das agouti Gen
nicht direkt mit den Melanocyten, sondern in einer nicht Zell autonomen Art, als
parakriner Faktor. Aufgrund ihrer Rolle in der Regulierung der Fellfarbe, ist das Agouti
Maus - Modell wichtig fur die  Erforschung von  Genaktionen
[Miltenberger et al., 1997].

6.2.1 Eumelanin- und Phaomelaninsynthese
Die Melanocyten produzieren zwei unterschiedliche Arten des Melaninpigments:

Eumelanin (braun-schwarz) und Phdomelanin (gelb-rot).

Die Variationen in der Fellpigmentierung, der Mause, wurden intensiv untersucht. Bis
jetzt wurden 169 murine Fellfarbengene geklont, aber nur weniger als 20 sind direkt in
der Produktion von Melanin involviert. Durch die Tyrosinase, dem SchliiBelenzym der
Melanogense, entstent aus Tyrosin das Dopaquinon aus dem Eumelanin und

Phdomelanin werden abgeleitet werden (Abb. 9) [Ito und Wakamatsu, 2011].
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Abbildung 9 Biosynthetischer Weg der Eumelanin- und Ph&omelaninproduktion
[Ito und Wakamatsu, 2011].

In Abwesenheit des Agouti Proteins bindet a - MSH an den MCL1 - R auf der Oberflache
der Melanocyten, in Folge wird das cCAMP in der Zelle nach oben reguliert, was zur
Produktion von Eumelanin fiihrt [Cooney et al., 2002].

Das gibt einen Hinweis darauf, dass das Agouti Protein mdglicherweise eine zusatzliche
physiologische Funktion in der Melanogenese hat, die unabhangig von der o - MSH -
Aktivitat ist. Durch die ubiquitare Expression in den A" Mausen wird moglicherweise
die Signaltransduktion antagoniert [Cooney et al., 2002].

Die Eumelanin - Synthese wird durch die Bindung des a - MSH Liganden am MC1 - R
stimuliert. Das zeigt sich in einem G - Protein vermittelten Wachstum, des
intrazellularen cCAMP - Levels, das wiederum die melanogenischen Enzyme reguliert
[Jackson, 1994].

Das Agouti Protein hat eine hohe Affinitat fur die MC1 - R und MC4 - R, zeigt aber
keine Auswirkungen auf den MC3 - R und MC2 - R. Interessanterweise entwickeln
Méause mit einer zielgerichteten Storung des MC4 - R ein vergleichbares
Adipositassyndrom, wie die A" Mause. Das ist durch das erhohte skelettale Wachstum

und dem gelben Fell erkennbar [Luetal., 1994]. Das l&sst vermuten, dass dieser
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chronische Antagonismus des MC4 - R durch das Agouti Protein ein zentraler

Mechanismus im Agouti - induzierten Adipositas - Syndrom ist.

Wir wissen, dass der Melanocortinrezeptor Antagonismus in den peripheren Geweben
zu Adipositas fihrt, obwohl die Gewebeverteilung des MC4 - R flr die Mause noch
nicht bestatigt wurde. Der Agouti Antagonismus des MC1 - R ist nicht signifikant far
die Entwicklung der Adipositas, weil die chronische agouti Expression in der Haut zu
gelbem Fell fihrt, jedoch zu keiner Korpergewichtsverdnderung, oder zur
Hyperglykamie. Die MC3 - R und MC2 - R Rezeptoren bleiben potentielle Ziele fur das
Agouti Protein in den peripheren Geweben. Die Charakterisierung der molekularen
Atiologie des ,,yellow obese“ Syndroms ist potentiell nitzlich fiir die humanen
Adipositas Studien. Das humane Homolog des agouti Gens, ist zu 80% ident mit dem

murinen agouti Gen [Miltenberger et al., 1997].

Der MC4 - R wird im Gehirn exprimiert und involviert mehrere Regionen im
Hypothalamus, die an der direkten Regulation des Korpergewichts beteiligt sind
[Lu etal., 1994].

Mutationen im humanen MC4 - R, sind ebenfalls mit Ubergewicht assoziiert, was die
Bedeutung dieses Rezeptors als Ansatz der Adipositastherapie unterstreicht. Die MC4-
R - Aktivitat beeinflusst die MahlzeitengréRe und Nahrungsauswahl, und die Erndhrung
beeinflusst die Effektivitat des MC4 - R Agonisten, um dadurch die Nahrungsaufnahme
zu reduzieren [Adan et al., 2006].

6.3 Das,yellow obese*“ Maus - Syndrom

Das Versagen der epigenetischen Unterdriickung des A™ Gens fihrt dazu, das das
agouti Gen im spateren Leben ektopisch exprimiert wird. Der hohe Level der agouti
Expression verursacht stromabwaérts mehrere metabolische und endokrine Effekte, die
grolle biologische Endpunkte, sowie die Adipositasentwicklung beeinflussen. Die
Agouti Uberexpression und dessen physiologische Effekte werden ,yellow obese*
Maus - Syndrom genannt [Cooney et al., 2002].

Die Rolle des agouti Gens im ,yellow obese* - Syndrom umfasst viele pleiotrope
Effekte wie: gelbes Fell, Adipositas, Hyperinsulindmie, Insulinresistenz,
Hyperglykamie, erhdhtes  Skelettwachstum und magere Korpermasse
[Miltenberger et al., 1997].
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Das ,,yellow obese* Maus - Syndrom &ufRert sich durch Diabetes und einer héheren

Krebsanfélligkeit, im Alter von 24 Monaten [Cooney et al., 2002].

Die groRte offensichtliche Abnormitat, abgesehen von der gelb - orangenen Fellfarbe
ist, dass die Adipositas ihren Hohepunkt zwischen 8 - 17 Monaten erreicht
[Miltenberger et al., 1997]

Zusatzlich zur Adipositas und Diabetes haben die A" Mause ein hoheres Risiko

Hyperplasie oder Neoplasie zu entwickeln [Klebig et al., 1995].

Obwonhl die yellow agouti Mutanten eine hohere Motivation zur Nahrungsaufnahme wie
ihre schlanken Geschwister haben, ist ihr Sattigungsmechanismus intakt [Bray und
York, 1979].

Die molekulare Basis dieses Syndroms wird immer mehr aufgedeckt, und spielt eine
Rolle bei der Adipositas- und Diabetesentwicklung beim Menschen. Verschiedene
Experimente haben gezeigt, dass der Hypothalamus und das Fettgewebe die biologisch
aktiven Zielstellen fiir das agouti Gen in der "yellow obese” - Mutantenlinie sind
[Miltenberger et al., 1997]

Hepatische Lipogenese Raten sind sechsmal hoher in A" Mausen, als in den
altersgleichen Kontrollmédusen [Johnson und Hirsch, 1972].

6.3.1 Hypothesen flir die Entstehung des ,,yellow obese* Maus - Syndroms

Eine Hypothese fir die Rolle des agouti Gens im ,,yellow obese* Maus Syndrom ist,
dass es aufgrund der ubiquitdren Expression in Mutanten die Signaltransduktion
antagoniert, die  durch die  Melanocortinrezeptoren  vermittelt ~ werden
[Michaud et al., 1997].

Eine zweite These fiir den agouti Mechanismus im Adipositassyndrom ist das, dass
Agouti Protein auf die lonenkanéle zielt, und dadurch ein Anstieg des intrazelluldren
freien [(Ca®")] verursacht wird [Michaud et al., 1997].

Weder die moderate Fresssucht noch die verminderte Thermogenese die in den AY - und
A" Mausen beobachtet wurden, ist fiir das ,yellow obese“ Maus - Syndrom
verantwortlich. Stattdessen wurde vorgeschlagen, dass die gesteigerte Effektivitat mit

der sie ihre Kalorien verbrauchen, die Ursache des Adipositassyndroms ist. Die A"
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Méuse sind gelbter, ihre aufgenommenen Kalorien als Fett zu speichern, als sie mit
Aktivitat und der Erhaltung der Kdrperwérme zu verbrauchen [Yen et al., 1994].

Verschiedene Studien unterstiitzen die These, dass die ektopische Expression des
Agouti  Proteins, eine  Reaktion auf die Verdnderungen in  der

Nahrungszusammensetzung und die Nahrungsverwertung ist [Frigeri et al., 1988].

,, Yellow obese” Méause zeigen einen Anstieg um 10% im skelettalen Langenwachstum
und in der Muskelmasse. Diese Beobachtungen fiihren zu der Hypothese, dass das
agouti Gen moglicherweise einen nachahmenden Effekt der Wachstumshormone
bewirkt, aber ein kausaler Zusammenhang zwischen Wachstumshormonen und der

Adipositas, wurde schon vor langer Zeit ausgeschlossen [Wolff, 1965].

Adipose gesprenkelte gelbe A*"/a F1 Hybriden unterscheiden sich von ihren schlanken
pseudoagouti A“/a und ihren schwarzen a/a Geschwistern in bestimmten
Immunantworten, wie z.B.: in einer erhohten Antikorper Antwort auf die T -
abh&ngigen immunogenen Tetanus - Toxine, einer verstarkte Antikdrperantwort auf die
T-unabhangigen immunogenen Typ 111 pneumococcalen Polysaccharide, den erhdhten
Raten der Kohlenstoff Freisetzung und einem erhéhten IgA - Spiegel. Der Fakt, dass die
,.yellow obese* - Mé&use sich von den schlanken pseudoagouti und schwarzen schlanken
Méusen in diesen Immunantworten unterscheiden, lasst daraus folgern, dass diese
Veranderungen moglicherweise direkt oder indirekt, in Verbindung stehen, mit dem
adipésen Phéanotyp mehr, als mit dem ektopischen agouti Protein an sich. Die
Mdoglichkeit, dass das ektopische Agouti Protein mdoglicherweise direkt die
Immunantwort beeinflusst, kann nicht ausgeschlossen werden, und weitere Studien sind
notwendig um einen eventuellen Zusammenhang herzustellen. Obwohl Leptin, das
Agouti Protein und die Melanocortinrezeptoren alle mit der Immunfunktion verbunden

sind, braucht ihre gegenseitige Beziehung eine genauere Definition[Wolff et al., 1999].

Weil gelbe agouti Mduse ein erhohtes somatisches Wachstum aufweisen, scheint es
paradox, dass die Wachstumshormonspiegel in gelben A*/a Méausen wéhrend des Tages
niedriger sind, mit einer kleinen Indikation auf den diurnalen Rhythmus. Im Gegensatz
dazu zeigen die schwarzen a/a eine diurnale Fluktuation in der

Wachstumshormonkonzentration [Mendel, 1980].
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Der dominante pleiotrope Effekt des ,,yellow obese* Maus - Syndroms wird durch die
ektopische Expression hervorgerufen. Molekulare Analysen dieser und zahlreicher
anderer dominanter ,,obese yellow* a-locus Mutationen beweisen, dass die ektopische
Expression des normalen Agouti Proteins diesen komplexen pleiotropen Phanotyp
hervorruft [Klebig et al., 1995].

6.3.2 Insulin und Leptin

Die ,,yellow obese* Mduse sind hyperinsulindmisch und hyperleptindmisch, darum wird
vermutet, dass das agouti Gen die Leptinsekretion direkt beeinflussen kann. Leptin ist
ein Hormon, und wird durch das Fettgewebe sekretiert. Leptin agiert u.a. als
Appetitziigler, reduziert das Korpergewicht, erhéht die sympathische Aktivitat und den

arteriellen Druck [Correia et al., 2002].

Ab einem Alter von sechs Wochen ist die Hyperinsulinamie der A" - Méuse
offensichtlich, im Vergleich mit Lepr® - und Lep® - Mausen. Die in den A% - Méausen
auftretende Hyperinsulindmie, tragt zur Entwicklung der Adipositas, sowie zur anderen

Symptomen des pleiotropen Syndroms bei [Miltenberger et al., 1997].

Die adipdsen Agouti Mause sind resistent gegenliber den anorexigen Effekten und dem
Gewichtsverlust von Leptin, obwohl sie keine Mutationen im Leptinrezeptorgen haben
[Halaas et al., 1997].

Die Hypertonie in den Agouti Mé&usen, fiihrt man auf die Hyperleptindmie zuriick. Eine
leptininduzierte Erhohung der Nahrungsaufnahme und der Kdrpergewichtsteigerung
wurde festgestellt, aber hauptséchlich in den schlanken Geschwistern der Agouti
Mausen. Leptin verursachte eine dosisabhéngige Suppression der Nahrungsaufnahme
und einen Gewichtsverlust in schlanken Tieren. Die A" - Mause haben einen hoheren
arteriellen Druck, als ihre schlanken Geschwister [Correia et al., 2002].

Die Insulinspiegel der gelben agouti Maus sind im Alter erhoht, aber nicht in den
schwarzen Mé&usen. Viele, wenn nicht die meisten der Unterschiede zwischen den
adiposen gesprenkelten und schlanken pseudoagouti A"/a Phanotypen resultieren
zweifelsfrei aus den physiologischen Veranderungen, die mit der Hyperinsulindmie und
der Adipositas verbunden sind [Wolff et al., 1999].
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6.4 Transgenerationale Vererbung

Die Ernahrung wahrend der friihen Phase der Entwicklung kann die DNA -
Methylierung an spezifischen loci beeinflussen, dass fiihrt zu einer permanenten
Verénderung der Genexpression und der CpG — Methylierung. Dies wurde zuerst beim
murinen agouti ,,viable yellow* - locus demonstriert [ Waterland, 2009].

Wie schon, in den vorigen Kapitel besprochen, sind die A"/a Mause groRer, adipds,
hyperinsulindmisch, krebsdisponierter, leben kirzer als ihre braunen Geschwister, und
sind epigenetische Mosaike, die von einem gelben Ph&notyp mit einer maximalen
ektopischen Uberexpression, bis zu einem gesprenkelten agouti/gelben Phanotyp mit
partialer agouti Uberexpression, zu einem pseudoagouti Phinotyp mit einer minimalen

ektopischen Expression variieren [Wolff et al., 1998].

Durch  Fltterung von schwangeren schwarzen a/a Stdmmen mit einer
methylsupplementierten Didt, wurde die epigenetische Regulierung der agouti
Expression der Nachkommen in die Richtung des pseudoagouti Phanotyps verandert.
Das war ein Beweis dafr, dass die epigenetischen Phénotypen maternal vererbt werden
konnen. Obwohl bekannt ist, dass die A" Expression durch Imprinting moduliert wird,
wird die Expression auch durch die maternale Erndhrung beeinflusst. Diese
Beobachtungen lassen in diesem speziellen Fall darauf schliel3en, dass die miditterliche
Diatsupplementierung die Gesundheit und die Langlebigkeit der Nachkommenschaft
positiv beeinflusst [Wolff et al., 1998].

Der epigenetische Phanotyp beeinflusst nicht nur die epigenetische Vererbung in den
A"/a Genotyp, sondern Ubertragt auch das Potential fiir die multigenerationale

Vererbung der epigenetischen Charakteristika.

Die erste Aufzeichnung, tber den Effekt von diétetischen Methylsupplementen, auf das

Imprinting und die spezifische Genexpression stammt von Wolff et al., (1998).

Wolff et al., (1998) erbrachten den Beweis, dass der epigenetische Phanotyp der A"
Maus maternal vererbbar ist, z.B.. produzieren pseudoagouti Stdmme mehr
pseudoagouti Nachwuchs, als gelbe Stdmme gelben, phénotypischen Nachwuchs

erzeugen. Wenn das A" - Allel vom Vater abgeleitet ist, hauft sich der pseudoagouti
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Phanotyp der Nachkommen, d.h. das agouti Gen wird nur teilweise imprintet. Die

Ergebnisse beweisen auch, dass die methylreiche Didat, die IAP - Expression moduliert.

Der Phéanotyp der Nachkommen wird vom Phénotyp der Mutter beeinflusst, Mtter mit
gelbem Fell haben mehr Nachkommen mit gelbem Fell, als Mditter mit einer Agouti -
Fellfarbe.

Die Haarfollikel der Agouti Maus zeigen eine inverse Korrelation zwischen dem Grad
der Eumelaninsprenkelung und der Entwicklungsphase, in der das A" ~ IAP in den
betreffenden Zellen epigenetisch herunterreguliert wird, z.B.: Wenn das IAP durch
Methylierung nach unten reguliert wird, produziert der ganze Klon Eumelanin,
ausgenommen ist die normale gelbe Band Produktion. Die epigenetische Regulierung
der A" - Expression findet wahrend der Gametogenese und der Entwicklung statt (Abb.
10) [Wolff et al., 1998].

Die A" - Expression wird zum Teil maternal vererbt. Man nimmt an, dass entweder die
epigenetischen Informationen erhalten bleiben, oder wéhrend der Gametogenese
akkumuliert werden. Dieser maternale Einfluss ist ein Beweis fiir die Modulierung der
Expression des paternalen A" Allels durch den maternalen Genotyp. Paternale
Phanotypen (gelb oder pseudoagouti) haben kaum bis keinen Effekt auf den Phanotyp
des Nachwuchses, wobei der maternale Genotyp und der Phanotyp grofle Effekte
ausuben. Die Studie von Wolff et al., (1998) zeigte, dass der maternale Einfluss auf die
Expression, stark durch die mitterliche Diat beeinflusst wird, die unabh&ngig vom
Genotyp ist [Wolff et al., 1998].
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Abbildung 10 Zeitstrahl der Methylierungsveranderungen am agouti locus und deren
phanotypische Konsequenzen In den Kreisen sind die Monate angegeben. Der pranatale Status, wie die
maternale Erndhrung und das maternale 5-MC, beeinflusst das 5-MC des Embryos/Fétus/Neugeborene
zwischen der Empfangnis (- 3 w) und einer Woche nach der Geburt. Diese friilhen Ereignisse haben
lebenslange Konsequenzen. Der Ausfall einer passenden Methylierung des A% - Allels wahrend der
Entwicklung miindet im ,,yellow obese*“ Maus - Syndrom, dass mit Adipositas und Diabetes verkniipft ist,
und fuhrt mit 24 Monaten zu einer erhéhten Mortalitat, im Vergleich mit einem stark methylierten A" -
Allel. Es gibt einen Bruch in der Zeitskala zwischen dem dritten und 18 Monat. 5-MC: 5
Methyldeoxycytidin [Cooney et al., 2002].

Durch die Nahrungssupplementierung trachtiger Mause mit Metaboliten bzw.
Kometaboliten des 1 - Kohlenstoffstoffwechsels wie Folat, Vitamin Bq,, Vitamin Bg,
Cholin und Betain, verlagert sich die Fellfarbe der Nachkommen des A*/a Genotyps,
hin zum wildfarbenen (pseudoagouti) Phanotyp. Fittert man gelbe, dicke Agouti Mduse
wéhrend der Schwangerschaft mit Methylgruppendonatoren bringen sie braune,
gesunde Nachkommen zur Welt, da mit Hilfe der methyldonorreichen Ernéhrung eine
AY - Hypermethylierung induziert wird. Daraus kann man schlieRen, dass die
Erndhrung in der Schwangerschaft den Aktivitdtszustand bestimmter Gene in den
Nachkommen, beeinflusst [Cropley et al., 2006].

Die Agouti - Mduse besitzen ein Gen fur eine starke Prédisposition fiir Adipositas,
Diabetes und Krebs. Alles spricht dafir, dass hier eine primére Epimutation vorliegt, die
durch Erndhrung rickgéngig gemacht wird und so ins epigenetische Gedéchtnis
uberfuhrt wird. Die Hypomethylierung ist assoziiert mit der ektopischen Genexpression
und einer gelben Fellfarbung. Die Hypermethylierung korreliert mit der normalen
Agouti - Expression was in einer Agouti Fellfarbung resultiert. Mause mit gelb - braun
geschecktem Fell repréasentieren Mosaike fiir die ektopische Expression (Abb. 11, Abb.
12).
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Im Falle der Agouti Mause spielen die maternalen Effekte keine Rolle.

DNA - Analysen der Allele der pseudoagouti Nachkommen ergaben, dass durch die
Supplementierung wahrend der Tréchtigkeit die CpG’s in einem wichtigen
genregulatorischen Element des A" - Allels methyliert werden, welche die Regulierung
der Expression des Agouti - Gens beeinflussen. Diese nahrstoffabhangige, epigenetische
DNA - Methylierung erfolgt in einer frihen Phase der Embryonalentwicklung
[Waterland und Jirtle, 2003].

Der epigenetische Status des A" - Allels, wird durch in utero Modulation beeinflusst,
aber nur wenn das paternale A" Allel vererbt wird. Die Ftterungsstudie von Cropley et
al., (2006) folgerte, dass eine Supplementierung mit Methyldonatoren den
epigenetischen Status des A" — Allels beeinflusst. Dieser Effekt wird nur fir eine
weitere Generation stabil weitervererbt, ohne eine weitere Exposition mit

Methyldonatoren.

Die Methyldonatorsupplementierung verschiebt das Spektrum der
Fellfarbenphéanotypen des A" — Allels in Richtung des epigenetisch unterdriickten
Status der pseudoagouti genannt wird. Diese Verénderung korreliert mit einer erhohten
Cytosinmethylierung im A" —Allel und beweist dessen Beeinflussbarkeit durch
bestimmte Umweltfaktoren. Cropley et al., (2006) gelang es in der Studie nicht, eine
transgenerationale Vererbung nachzuweisen. Das Ergebnis sagt aus, dass die Herkunft
der Genvariante  bestimmt, ob das Transposon still gelegt wird oder nicht
[Cropley et al., 2006].
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Abbildung 11 Der AY
Phéanotyp modifiziert nach
[Cropley et al., 2006]
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Abbildung 12 Das Avy Allel als Stellvertreter der Fellfarbe modifiziert nach [Waterland et al., 2007].
Der Box-Plot der durchschnittlichen A*™ Methylierung vs. Fellfarbenklassifikation in den A*/a Mausen.
Schnurrhaare zeigen eine 5-9 Perzentile, die Boxen zeigen eine 25 -75 Perzentile, und die horizontale
Linie zeigt den Medianwert jeder Kategorie. Es gibt keine Gemeinsamkeiten der durchschnittlichen AY -
Methylierung zwischen den Mausen, die als slightly motteled und jenen die als heavily motteled
klassifiziert werden.

In einer weiteren drei Generationen - Futterungsstudie von Waterland et al., (2007)
wurde kein kumulativer Effekt aufgrund der Supplementierung mit Methyldonatoren
auf die Fellfarbe durch die Generationen beobachtet. Wenn der durch die
Methyldonatoren modifizierte Methylierungsstatus vererbt wird, so missten sich rein
theoretisch die Effekte kumulieren, sodass der Anteil der gesunden Tiere von
Generation zu Generation zunimmt, jedoch wird der nahrungsinduzierte A" Status,
nicht transgenerational durch die Weibchen (bertragen. Die Ergebnisse lassen nur

vermuten, dass in der weiblichen Keimbahn eine nahrungsinduzierte
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Hypermethylierung auftritt, aber keine weiteren  epigenetischen Modifikationen
stattfinden, die normalerweise den epigenetischen Status auf die weiteren Generationen

ubertragen wiirden [ Waterland et al., 2007].

Cropley et.al., (2006) waren der Meinung, dass der modifizierte epigenetische Status
durch die Keimbahn transgenerational vererbt werden kann, Waterland et al., (2007)
widersprach der Hypothese, weil seine Resultate keine transgenerationale Vererbung
zeigten, da sie nur auf die erste Generation sichtbar Ubertragen wurde. Diese
unterschiedlichen Ergebnisse lagen vermutlich am anderen Studiendesign, sowie am
initialen Status  des A" Alles, der in beiden Studien unterschiedlich war
[Waterland et al., 2007].

Die durch die Methyldonatoren induzierte Verlagerung der Fellfarbenverteilung ist das
Ergebnis der gesteigerten DNA - Methylierung an den CpG-sites im upstream IAP -
Element. Die Methylierungsprofile an der CpG-sites dhneln sich im ektodermalen-,
endodermalen- und mesodermalen Gewebe. Das belegt, dass die Methylierungsprofile
in Antwort auf die Methylsupplementierung, bereits vor der embryonischen
Stammzellendifferenzierung etabliert werden. Diese epigenetischen Verdnderungen,
sowie die Menge an Methylierungen im Gewebe sind stabil. Die Effekte der
miitterlichen Methyldonatoren Diat, auf die Fellfarbenverteilung im AYY Nachwuchs
kann auch an die zweite Generation, durch die Keimbahn vererbt werden
[Jirtle und Skinner, 2007].

Cooney et al., (2002) wollten  festzustellen, ob die  maternale
Methyldonatorsupplementierung (Abb. 13) die DNA - Methylierung und den
methylierungsabhangige epigenetische Phanotypen im Nachwuchs erhéht, aufgrund
dessen wurden der Phanotyp und die DNA - Methylierung am Long terminal Repeat
(LTR) des IAP’s untersucht. Die gewonnen Ergebnisse, deuten drauf hin, dass die
Methylsupplemente den Level der DNA - Methylierung im agouti LTR erhdhen, und
so den Phéanotyp des Nachwuchses in die geslindere Richtung verschieben, und auch die

Langzeitgesundheit beeinflussen.

Conney et al., (2002) fanden heraus, dass es eine weite Distribution der epigenetischen

Variationen in der Mdausepopulation gab. Die Verteilung tendierte zu den Phanotypen
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mit mehr agouti Farbe, (kombinierte schwarze und gelbe Pigmente in den Haaren) wenn
Methyldonatoren der Nahrung zugefligt wurden. Die Resultate zeigen einen starken
Effekt der mditterlichen Erndhrung auf die Methyldonatoren, und das diese

epigenetischen Phanotypen stark mit der LTR - DNA - Methylierung korrelieren.

Des Weiteren zeigten Cooney et al., (2002), in dieser Studie eine Verschiebung, in der
Verteilung der epigenetischen Variation in der Nachkommenschaft. nach einer
mitterlichen Methylsupplementierung. Daraus kann man schlieBen, dass man die
Verteilung der Gesundheitsvariationen in den Populationen verschieben und verbessern
kann. Eine ungenugende Methylierung im Genom fihrt zu Krankheiten beim Menschen
und bei Mausen, und auch zu einer verminderten Uberlebenschance
[Cooney et al., 2002].

Cooney et al., (2002) und Wolff et al., (1998) erbrachten Beweise, dass das agouti Gen

durch bestimmte Nahrungseinfliisse moduliert werden kann.

Zusammensetzung der MS und 3SZM maternalen Nahrungsmethylsupplemente *

Nahrungskomponente MS Diatsupplement/ kg 3SZM Diatsupplement/ kg

Cholin, g 5 15
Betain, g 5 15
Folsaure, mg 5 15
Vitamin B-12, mg 0.5 15
I-Methionin, g — 7.5
Zink, mg — 150

Abbildung 13 Zusammensetzung der MS und 3 SZM maternalen Nahrungssupplemente modifiziert
nach [Cooney et al., 2002]. 'Die oben genanntem Supplemente wurden der NIH-31 Standarddiét
hinzugefiigt, um 1000 g der entsprechenden Nahrungssupplementierung zu entsprechen. MS:
Methylsupplementierte Erndhrung, 3 SZM: beinhaltet drei Mal mehr Methylsupplemente, als die MS,
zusétzlich werden noch Zink und Methionin hinzugefiigt.

Wenn man nun M&use mit Nahrung fttert die es den M&usen einfacher macht eines der

beiden Allele neu zu methylieren damit, es nicht mehr aktiv werden kann, wird h&ufiger
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das mutierte Gen aktiv sein, als bei Mausen, die dieses Futter nicht erhalten haben
[Wolff et al., 1998].

Spezielles Interesse der Wissenschaftler gilt der Studie von Weaver et al., (2005) die
besagt, dass die epigenetische Reprogrammierung durch die Umwelt, auch nach der
Geburt beeinflusst werden kann. Die Verdnderungen die am epigenetischen Level
beobachtet wurden, kénnten aus der Veradnderung der Transkriptionsmuster resultieren,
die durch andere Events initiiert wurden, wie z.B.: die hormonale Konsequenz von
Stress. In diesem Fall verschiebt sich die Fellfarbe auch in Richtung der agoutifarbenen
[Weaver et al., 2005].

Die molekulare Natur der vererbbaren Markierung ist unbekannt, jedoch gibt es
Beweise, dass nicht die CpG — Methylierung, sondern die Chromatinproteine oder RNA
vererbt werden. Die epigenetische Vererbung dieser loci erscheint aufgrund eines
seltenen Retrotranspositionsevents (IAP). Ob es menschliche Parallelen gibt ist unklar.
Weitere Unterstiitzung fir die Idee, das einige epigenetischen Markierungen von
Generation zu Generation erhalten bleiben, beruht auf der Entdeckung der paternalen
Effekts in den Agouti - Mdusen [Chong et al., 2007].

Chong et al., (2007) berichteten (iber die paternalen Effekte in den S&ugetieren, dass der
nicht Ubertragbare Genotyp des Vaters den Phanotyp des Nachwuchses beeinflussen

kann.

Durch die DNA - Methylierungsanalyse in vollentwickelten Gameten, Zygoten und
Blastocyten stellte man fest, dass die maternal und paternal vererbten Allele
unterschiedlich behandelt werden. Das paternal vererbte Allel wird schnell
demethyliert, und das maternal vererbte Allel wird langsamer demethyliert. Folgt man
der maternalen Transmission des Allels, findet in den Blastocyten keine DNA -
Methylierung statt, was vermuten l&sst, dass die DNA - Methylierung keine vererbbare
Markierung ist. Das maternale A" - Allel wird vor der Implantierung des Embryos
komplett demethyliert. Die DNA - Methylierung am A" Allel wird nicht, wahrend der

primordialen Keimzellenentwicklung reprogrammiert [Blewitt et al., 2006].

Cropley et al., (2006) nimmt an, dass die Epimutationen aus Umweltveranderungen

entstehen und nicht nur die erste Generation, sondern auch die zweite betreffen.
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Das Gewicht der unsupplementierten Miitter, und die des Nachwuchses korrelierten
signifikant, und duferten sich in einem signifikanten transgenerationalen Anstieg der
Adipositas. Dieser Effekt konnte durch Methyldonatoren verhindert werden [Waterland
et al., 2009].

Waterland et al., (2008) nimmt an, dass es moglich ware, aufgrund der
Methyldonorsupplemente, tber mehrere Generationen hinweg, eine kumulative A"
Hypermethylierung zu verursachen, das in Folge zu einem Silencing der zur Fettsucht
neigenden A" Allele filhrt [Waterland et al., 2008].

Die Ergebnisse, die aus den transgenerationalen Studien gewonnen wurden, sind nicht
ohne weiteres auf den Menschen zu Ubertragen, da die Generationszeit des Menschen
wesentlich langer, als die der Mause ist. Unbestreitbar sind jedoch die positiven Effekte,
der Methyldonatoren, auf die erste Generation des Nachwuchses. Dass die gegenwaértige
Ernahrungssituation einen Einfluss auf unsere Enkel haben kann, wurde schon
bewiesen. Jedoch ist die nahrungsinduzierte Vererbung nur durch die mannliche

Keimbahnlinie vererbt worden [Kaati et al., 2002].

Methylgruppen werden nicht von einer Generation auf die andere weitervererbt. Das
bedeutet, dass das Methylierungsmuster der Mutter nicht dem des Nachwuchses
entspricht. Jedoch gibt es keinen Zweifel, dass Methyldonatoren den epigenetischen
Status der Gene verandern. Weitere Forschungen fokussieren sich auf die Untersuchung
der posttranslationalen Histonmodifikationen, und ob diese alleine oder in Kombination
die Chromatinstruktur, die genomische Stabilitdt und die Genexpression beeinflussen
konnen. Weiteres forscht man im Bereich epigenetischen Prozesse, die durch die
Ern&hrung moduliert werden kénnen [Delage und Dashwood, 2008].

Die Herausforderung der Epigenetik ist die Identifizierung der humanen metastabilen
Epiallele [Waterland, 2009].

6.5 Agouti - related - Peptid

Das Menschliche Ortholog des Agouti Proteins, das hAAGRP (humane Agouti — related -
Peptid) konnte isoliert werden, und weist &hnliche molekulare und physiologische

Eigenschaften wie das murine AGRP auf [Brown et al., 2001].
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Das menschliche Homolog des agouti Gens wird im Fettgewebe und im Pankreas
exprimiert, und ist zu 85 % ident mit dem murinen Agouti Protein. Es codiert ein
Protein, von 132 Aminosduren, mit einem Ubereinstimmenden Signalpeptid [Kwon et
al., 1994].

Das AGRP ist ein endogener Melanocortinrezeptor, und hat Ahnlichkeit mit dem
Agouti Protein, obwohl ihre Verteilungsmuster komplett unterschiedlich sind. [Bultman
etal., 1992].

Das menschliche Ortholog befindet sich auf Chromosom 16922 und hat &hnliche
physiologische ~ Wirkungen,  was  durch  Tierstudien  bestatigt  wurde

[Argyropoulos et al., 2002].

Das humane AGRP ist ein relativ kurzes Gen, das 1.1 kb umfasst. Es besteht aus vier
Exonen (ein 5” - nicht - codierendes und drei codierende Exone). Das AGRP beinhaltet
neun Cysteinstellen in den konservierten Regionen, welche die Disulfidbrucken formen
[lInytska und Argyropoulos, 2008].

Das murine AGRP (Agouti - related - Protein) ist in adipdsen und in diabetischen
Mausen hochreguliert und stimuliert Hyperphagie, wenn es intracerebroventrikulér
appliziert wird, oder wenn es in transgenen Mausen Uberexprimiert wird
[Brown et al., 2001].

Um das humane agouti Expressionsmuster in den Mausen nachzuahmen, wurde eine
transgene Maus (aP2-agouti) die das Agouti Protein im Fettgewebe exprimiert, erzeugt.
Diese transgenen Mause entwickelten eine milde Form der Adipositas und reagierten
sensibel auf die Insulinaktionen. Die aus der Studie gewonnen Daten demonstrieren,
dass das agouti Gen potente Effekte auf das Fettgewebe hat, vermutlich erhéht das
agouti Gen die Adipositasanfalligkeit und fordert die Insulinsensibilitdt via PPAR-y
[Mynatt et al., 1997].

Es wurden putative Bindungsstellen flr die Transkriptionsfaktoren im Promotor des
Gens identifiziert, wie auch die Wiedererkennungsstellen fir die Signaltransduktoren
und Transkriptionsfaktoren (STAT) was potentiell Leptinaktionen im Hypothalamus
hervorrufen konnte. Das mAGRP st ein Appetiteffektor und wird Uberwiegend im

Hypothalamus exprimiert [Brown et al., 2001].
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Das AGRP vermittelt eine diabetischen Hyperphagie und diese Expressionslevel
kénnten durch Insulin reguliert werden. Das AGRP wird durch Leptin herunterreguliert,
und seine antagonistische Rolle bei den MC3 - R und MC4 - R kann das
Futterungsverhalten signifikant beeinflussen. Das AGRP nimmt Einfluss auf die

Kalorieneinnahme und auf die Lebensmittelauswahl [Brown et al., 2001].

Das mAGRP ist im Hypothalamus co - lokalisiert und exprimiert das Neuropeptid-Y
(NPY) [Brown et al., 2001].

In transgenen Mausen ist die Uberexprimierung von mAGRP ein ernster Beleg fiir die
Adipositas [Brown et al., 2001].

Das hAGRP wurde bis jetzt nur partiell sequenziert und présentiert zwei alternativ
exprimierte Transkripte im Nukleus arcuatus und im peripheren Gewebe. Die zwei
gewebsspezifischen Transkripte unterscheiden sich beim 5° - nicht translierten Exon.
[Brown et al., 2001].

Das hAGRP wird im Nukleus arcuatus, in den Hoden und der Nebenniere exprimiert

[Argyropoulos et al., 2002].

Die Humanen und murinen AGRP - Expression Profile weisen ein pradominantes
Transkript im Hypothalamus auf, den subthalamischen Nukleus, und ein kirzeres
Transkript der die 5° - nicht codierende Region in der Nebenniere fehlt. Obwohl es bis
jetzt unklar ist ob diese Transkripte vom differentiellen Splicen oder von zwei
unabhéngig regulierten Promotoren stammen, das 5 - untranslierte Exon hat eine
signifikante Promotoraktivitat in den peripher abgeleiteten Zelllinien. Die N-terminalen
Teile des AGRP konnen nicht an die Melanocortinrezeptoren binden, und konnten
daher  einen  signifikanten  Effekt auf  die  Energiebalance  haben
[linytska und Argyropoulos, 2008].

Der im dritten Exon des hAGRP auftretende Polymorphismus, der C. 199 — A
Polymorphismus resultiert in einer nichtkonservierten Aminosduresubstitution, dem
Ala®'Thr. Der C. 199 —A Polymorphismus im hAGRP kénnte eine Rolle in der
Entwicklung von altersabhéngiger Adipositas beim Menschen spielen. Leptin reguliert
die AGRP Expression herunter, das hAGRP kann selbst ein negativer Regulator der
Leptinfunktion sein. Die Carboxyregion kann aktiver sein als die anderen Regionen des
Proteins. Die synthetische Isoform von hAGRP beinhaltet eine 46 Carboxyl -
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cysteinreiche - Sequenz (hAGRP —(87-132)) und st in der Lage, die
Melanocortinrezeptoren MC3-R und MC4-R und MC5-R effektiv zu binden, sowie die
Bindung von a-MSH zu verhindern [Argyropoulos et al., 2002].

Es wurde gezeigt, dass der C.199—A Polymorphismus die Sekundirstruktur des
Proteins beeinflusst, und dass der G/G Genotyp signifikant mit der menschlichen
altersabhéngigen Adipositas assoziiert ist. Er kdnnte einen wichtigen diagnostischen
Marker fir das Ubergewicht in der kaukasischen Population darstellen

[Argyropoulos et al., 2002].

Ein AGRP - Defizit fuhrt zu einer erhdhten metabolischen Rate und einer langeren
Lebensdauer, wenn die Méause eine fettreiche Didt konsumieren. Beim Menschen ist der
AGRP - Polymorphismus mit der Resistenz des Ubergewichts bei Schwarzen und
Weilien verbunden, sowie der Hemmung der Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ
2 bei afrikanischen Schwarzen [lInytska und Argyropoulos, 2008].

Systematisch verabreichtes AGRP akkumuliert in der Leber, der Nebenniere und im
Fettgewebe, und suggeriert, dass das AGRP mdglicherweise einen inversen
agonistischen Effekt hat. Die Abwesenheit von AGRP oder dessen reduzierte
Funktionalitat bietet moglicherweise einen Vorteil hin zu einer negativen
Energiebalance in einer zur Fettsucht neigende Umwelt. AGRP spielt eine wichtige
Rolle in der Energiehomdostase, aufgrund seines Expressionsmusters und der
physiologischen Effekte. Studien zeigten, dass die Neurone im Hypothalamus die
AGRP exprimieren , essentiell fur die Kontrolle der Energiehomodstase sind, daher ist
das AGRP ein signifikanter Modulator der Energiebalance und ein Kandidatengen fur

die humane Adipositas [lInytska und Argyropoulos, 2008].

Der minimale Promotor von hAGRP wurde charakterisiert, und zwei vermeintliche
Bindungsstellen wurden fir die Signaltransduktion und Transkriptionsaktivatoren
identifiziert, die Bindungsstellen flr die langen Isoformen der Leptinrezeptoren haben.
Man glaubt das AGRP seine orexigene Funktion durch entgegenwirken der Reaktion
von o - MSH und seiner Rezeptoren MC3 - R und MC4 - R einsetzt. Das passiert durch
die Aktivierung von AGRP/Neuropeptid Y Neuronen, was in einer erhohten Expression
der zwei Neuropeptide resultiert. Im paraventrikuldren Nukleus blockieren erhohte
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Mengen an AGRP und Neuropeptid Y die Bindung von a - MSH an seine Rezeptoren
MC4 - R, was zu einem gesteigerten Appetit und Nahrungsaufnahme fuhrt

[Argyropoulos et al., 2002].

Wie das NPY, wird die AGRP mRNA im hypothalamischen Nukleus arcuatus
produziert, und ist in leptinresistenten db/db M&usen, und leptindefizienten ob/ob
Mausen erhoéht. Mizuno und Mobbs (1999) nahmen an, dass das die AGRP mRNA
durch Leptin und Erndhrung beeinflusst werden kann. Um die Hypothese zu testen, dass
die AGRP mRNA, wie die NPY mRNA durch Leptin inhibiert und durch Fasten
stimuliert wird, flhrten sie eine Northern - Blot - Analyse der RNA und eine in situ
Hybridisierung des Hypothalamus durch. Die Studie bewies, dass die AGRP mRNA
durch Leptin inhibiert und durch Fasten stimuliert wird. Das stiitzt die These, dass das
AGRP eine Rolle in der Koérpergewichtsregulierung hat. Jedoch bedarf es weiteren
Studien, die die Inhibierung des AGRP durch Leptins bestatigen
[Mizuno und Mobbs, 1999].

6.6 Agouti - Signaling - Peptid

Obwonhl es kein offensichtliches humanes Gegenstiick der gebanderten Fellfarbung der
Agouti Mause gibt, wurde das humane Ortholog des Agouti Proteins geklont. Die
MRNA des ASIP’s kommt in einer Vielzahl von Geweben vor: Fettgewebe, Testis,
Herz, Leber und Niere. Jedoch bleiben die physiologischen Funktionen von ASIP im

humanen Gewebe unklar [Yang et al., 2001].

Der Effekt von ASIP auf die Haarfollikelmelanozyten ist die erhéhte Produktion von
Ph&domelanin, und hilft dabei, die dorsoventrale Pigmentierung zu etablieren
[Vastermark et al., 2012].

Die funktionale Analyse des rekombinierten ASIPs, dem humanen Homolog des Agouti
Proteins, induziert ein &hnliches pharmakologisches Profil. ASIP ist ein potenter
Antagonist des MC1-R und MC4-R, und ein schwacher Antagonist des MC3-R. Der
kompetitive Antagonismus von ASIP ist nur beim MC1-R offensichtlich. Es wurden
zwei autosomale Mutationen mahogany (mg) und mahoganoir (md) identifiziert, die als
natlrliche Supressoren der Agouti - Aktionen dienen. Beiden Mutationen ist es moglich,

die Melanogenese von der Ph&domelanin- auf die Eumelaninsynthese zu verschieben.
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Mahogany unterdrtickt nicht nur die Phdomelaninsynthese, sondern auch das agouti —

induzierte Adipositassyndrom [Dinulescu und Cone, 2000].

Mahogany assoziiertes Agouti Protein, hat Immunfunktion, ist ein Homolog von
Attrazin und wird durch aktivierte T - Zellen produziert. Das mahogany Gen ist wichtig

fur den Agouti - Antagonismus der Melanocortinrezeptoren [Nagle et al., 1999].

Das mahogany Gen produziert ein 1428 Aminosaureprotein mit einem C-terminalen
Peptid [Pan und Kastin, 2007].

Die ,late - onset" Adipositas der A"/a Mause steht mit einer Uberexpression des
ASIP’s in Verbindung. Mahogany moduliert die ASIP - Aktionen. Pan und Kastin
(2007) testeten den Transport des Mahogany-Peptids durch die Blut-Gehirn-Schranke.
Die im Gehirn stattfindende Aufnahme des Mahogany-Peptids war in jungen A%/a
Mausen signifikant hoher. Die ASIP — Aktionen werden durch das mahogany/Attrazin
Gen beeinflusst. Dessen Mutation, das Atrn™ unterdriickt den Effekt der ASIP —
Uberexpression, sodass der mahogany — Rezeptor die Entwicklung von Adipositas
verhindert. Im Alter von 1 - 7 Monaten gab es keine signifikanten Unterschiede im
Korperfettanteil zwischen den A" - Mausen und den Kontrollméausen. Mit sieben
Monaten war der Fettanteil nahezu ident. Mit einem Jahr wiesen die A" Mause einen
erhdhten Fettgehaltsanstieg auf, wahrenddessen die Kontrollméduse einen leichten

Rickgang verzeichneten [Pan und Kastin, 2007].

Heterozygote Tiere, die das A” - Allel tragen, sind nicht nur durch die gelbe Fellfarbe,
sondern auch durch eine Spatform der Adipositas, die mit Hyperphagie assoziiert ist,
charakterisiert. Genetische Analysen zeigten, dass das AY das Ergebnis eines
Chromosomenrearrangements ist, wo der Promotor am ersten nicht codierenden Exon
mit dem Gen Raly vernetzt ist. Der chronische Antagonismus des MC1-R durch das
Agouti Protein resultiert im gelben Fell, wohingegen der Agouti Wettkampf am MC4-R
des Hypothalamus in der Adipositas endet [Dinulescu und Cone, 2000].
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6.7 Agouti und die Fettsauresynthese

Xue und Zemel (2000) haben gezeigt, dass das Agouti Protein die Lipogenese und
Lipolyse reguliert, und die Fettspeicherung durch einen Ca®* - abhangigen
Mechanismus in vitro fordert, wodurch diese Mechanismen mdglicherweise einen
Effekt auf die Agouti induzierte Adipositas haben [Xue und Zemel, 2000].

Bis jetzt ist nur wenig Uber die agouti abhéngigen physiologischen Funktionen im
Menschen bekannt. In der Studie von Xue und Zemel (2002) wurde der Agouti Gehalt
in den menschlichen reifen Adipocyten und Praadipocyten untersucht. Der Agouti
Proteinspiegel in den menschlichen reifen Adipocytenzellen war finf Mal hoher, als in
den Préadipocyten (19,18 + 2,46 in den Adipocytenzellen und 4,07 £ 0,51 pg/pg Protein
in den Prdadipocyten). Das legt nahe, dass das Agouti Protein wahrend der

Adipocytendifferenzierung nach oben reguliert wird [Xue und Zemel, 2000].

Der Agouti Proteingehalt im humanen Fettgewebe variierte tber das 10 fache zwischen
den Individuen der Studie. Es wurde auRerdem eine starke Korrelation zwischen dem
humanen Agouti Protein Gehalt im Fettgewebe, und der FAS — Aktivitéat festgestellt,
sowie auch eine Korrelation zwischen der humanen Fettgewebe mMRNA- und FAS
MRNA Level gezeigt [Xue und Zemel, 2000].

Durch die gewonnenen Daten nahmen Xue und Zemel (2002) an, dass das Agouti
Protein  mdglicherweise einen zusatzlichen Adipocytenfaktor darstellt, der den
Lipidstoffwechsel durch einen parakrinen/autokrinen Mechanismus modulieren kann.
[Xue und Zemel, 2000].

Obwohl transgene Mé&use das Agouti Protein nur im Fettgewebe exprimieren werden sie
nicht adipds und Hyperinsulindmie wurde nur durch eine tdgliche Insulininjektion

hervorgerufen [Mynatt et al., 1997].

Das humane agouti Gen wird im Fettgewebe exprimiert und rekombiniertes Agouti
Protein stimuliert die Lipogenese in den Adipoycten in einer Ca®* - abhéngigen Art.
Wie auch immer, Adipocyten spezifische agouti transgene Mause werden nur adipds in
Anwesenheit von Hyperinsulinamie. Die intrazellulare Ca** - Konzentration ([Ca®*];) ist
ein primédres Signal fur die Insulinfreisetzung. Das Agouti Protein erhoéht das
intrazellulare Calcium in mehreren Zelltypen. Der Funktionen des agouti Gens in der

Adipositas und Insulin Resistenz wurde noch nicht erldutert. Aber es wurde bewiesen,
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dass das agouti Gen zellularen Funktionen wie Zell Ca®* - Signal unabhangig vom
Melanocortinrezeptor Antagonismus reguliert. Das Agouti Protein stimuliert beides: Die
Expression und die Aktivitdt der FAS, ein Schlisselenzym in der de novo - Lipogenese,
und erhoht die Triglyceridakkumulation in einer Ca”*" - abhangigen Art. Weil das
humane Homolog des Agouti im Fettgewebe exprimiert, hat es wahrscheinlich &hnliche
parakrine Effekte auf die Adipocyten, stimuliert die de novo - Lipogenese, und fordert
so die Adipositas. Es ist moglich, dass Hyperinsulindmie ein direkter Effekt der Agouti
Aktion auf den Pankreas ist. In Kombination mit der Adipoycten agouti Expression ist
es moglicherweise verantwortlich fur das Adipositas Syndrom, das in Agouti -
Mutanten gefunden wurde [ Xue et al., 1999].

Das agouti Gen reguliert den Adipocytenstoffwechsel sowie die Lipogenese und

Lipolyse [Jones et al., 1996].
6.8 Die Ca?" - Hypothese

Eine alternative Hypothese fur den Mechanismus des agouti Gens im Adipositas
Syndrom, der nicht den Melanocortinrezeptor Antagonismus involviert, ist ein  Anstieg
der intrazelluldren Calcium Konzentrationen. lonisiertes Calcium wird in den Zellen
reguliert, und ist ein gewohnlicher Signaltransduktionsfaktor. Das carboxyterminale
Ende des Agouti Proteins ist cysteinreich, Zahl und der Abstand der Cysteinstellen sind
ahnlich im Aufbau wie die Invertebraten - Toxine, die auch die lonenkandle
beeinflussen. Diese Beobachtungen schliel3en darauf, dass der C - Terminus des Agouti
Proteins moglicherweise eine dreidimensionale Struktur formt, die &hnlich dieser
Toxine ist. Neu kombiniertes Agouti Protein verursacht eine Erhdhung an Calcium in
den Skelettmuskelmyocyten und Adipocyten durch Erhéhung des Ca* - Influxes, es ist
nicht bekannt ob das Agouti Protein das erhdhte Ca®* durch Signalrezeptoren,
Melanocortinrezeptoren, oder direkt durch die lonenkandle stimuliert. Weil Calcium in
den Zellen reguliert wird und als ,,second — messengere agiert, wird die Agouti
induzierte Adipositas durch Veranderungen in den Ca** - Konzentrationen im

peripheren Geweben, vermittelt [Dinulescu und Cone, 2000].

Das murine und das humane Agouti Protein zeigen, eine dosisabhangige Erhdhung des
Ca®" - Influx in den Adipocyten und in den p-Zellen. Daher scheint es, das das Agouti
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wie die Invertebraten Toxine, die intrazellularen Ca?* Spiegel direkt beeinflusst, durch
die Regulierung der Calcium - Kanéle [Dinulescu und Cone, 2000].

7 Krankheiten

Einige Krankheiten stehen mit der Epigenetik in Beziehung, man erhofft sich durch die
komplette Erforschung der epigenetischen Mechanismen eine friihzeitige
Therapieintervention. Eine Intervention in der friihen Entwicklungsphase ist sinnvoll, da

die Demethylierung in der frihen Embryonalphase stattfindet.

Umwelteffekte und Erndhrung modulieren die genetische Pradisposition von
Krankheiten, und epigenetische Markierungen beeinflussen die Krankheitsphénotypen,

durch ein direktes betreffen der Zielgene [Bjornsson et al., 2004].
7.1 Krebs

,,Krebs wird definiert als eine bosartige Entartung einer Zelle, die durch aberrante
Funktion keine normale Entwicklung durchlebt* [Prawitt und Zabel, 2005].

Die Hauptmerkmale von Krebs sind veranderte genomische Muster und eine anormale
Genexpression. Die epigenetischen Modifikationen spielen eine wichtige Rolle bei der
Krebsinitation. Die Umpolung epigenetischer Veranderungen konnte ein Ansatzpunkt
fiir die Krebstherapie sein [Ellis et al., 2009].

Die Tumorgenese lasst sich in 3 Schritten einteilen: in die Initiation, Promotion und
Proliferation. Wéhrend der Initiation ist die DNA das Ziel unterschiedlicher
kanzerogener Noxen, die zur Bildung des Protoonkogens fiihren, und dann in ein
Onkogen umgewandelt werden. Die epigenetischen  Mechanismen  der
Transkriptionskontrolle sind an der Zelldifferenzierung und Proliferation beteiligt, und
konnen Uber diese Wege in die Krebsentstehung und —Entwicklung eingreifen
[Ellis et al., 2009].

Unter Epimutation versteht man die Stérung molekularer Mechanismen, die fur die
Entstehung von Krankheiten verantwortlich gemacht werden. Sekundare Epimutationen

entstehen durch eine Veradnderung der DNA - Sequenz [Horsthemke 2006].
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1987 definierte Robin Holliday den Begriff der Epimutation, und versuchte damit das
mangelhafte Erhalten des Epigenoms nach der Zellteilung zu erklaren, das in einer
Epimutation resultiert und der menschlichen Krankheitslast zugerechnet wird.
Epimutationen konnen aus zufalligen Defekten entstehen, und die Erhaltung des
epigenetischen Status wahrend der Mitose nicht mehr gewéhrleisten, das bezieht sich
auf zufallige Reprogrammierungen oder Umweltveranderungen. Primare Epimutationen
entstehen in Abwesenheit von genetischen Verdnderungen. Sekundére Epimutationen
sind initiale genetische Verénderungen, die eine epigenetische Verdnderung an einem
Gen verursacht. Ethanolexposition, Methyldonatoren, Glukokortikoide, endokrine
Disruptoren, sowie eine mangelhafte fetale Erndhrung fuhren zu Krankheiten beim
Menschen. Eine der friihesten Berichte tber umweltinduzierte Epimutation involviert
die A" - Form der Méuse [Whitelaw und Whitelaw, 2008].

Veranderungen in den Methylierungsmustern fiihren zur Krebsentstehung. Eine
abweichende DNA - Methylierung verursacht eine globale Hypomethylierung die mit
einer regionsspezifischen Hypermethylierung in den Promotorgenen einhergeht.
Dadurch kommt es zur Aktivierung von Krebsgenen. Eine globale Hypomethylierung
verursacht eine Chromosomeninstabilitdat, und die Hypermethylierung zieht eine

Funktionsminderung der Tumorsupressorgene nach sich [Davis und Uthus, 2004].

Ein transkriptionelles Silencing durch die DNA - Hypomethylierung tritt in
verschiedenen Malignomen auf [Bhalla, 2005].

Die Hypermethylierung der Promotorregionen ist assoziiert mit dem transkriptionellen
Silencing, einem Mechanismus fir die Inaktivierung der Tumorsupressorgene in den
menschlichen Krebszellen. Die abnormale Methylierung der Gene, die die Tumorgenese
unterdriuicken, erscheint schon in der frihen Tumorentstehung und wéchst zunehmend
[Davis und Uthus, 2004].

Abnormale Muster der DNA - Methylierung in Krebszellen sind schon lange bekannt
[Brown und Strathdee, 2002]. Sie sind entweder das Resultat einer DNMT -

Uberexpression oder einer gestorten Rekrutierung [Ellis et al., 2009].

Histonmodifikationen spielen zweifelsfrei eine wichtige Rolle in der epigenetischen
Deregulierung. Hauptsachlich konnte man die DNA - Methylierung und die
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Acetylierung mit den pathologischen Storungen von Krebs assoziieren. Der Verlust der
Acetylierung oder der DNA - Methylierung an den spezifischen Kernhistonen H3 und

H4 wurden bereits als Tumormarker identifiziert [Fraga et al., 2005].

Diverse Klinische Studien ziehen eine Verbindung zwischen bestimmten bioaktiven
Nahrungsmittelkomponenten, die krebsprotektive Effekte haben, und auch die DNA —
Methylierungsmuster  beeinflussen. Die  Nahrungsfaktoren des 1 -
Kohlenstoffstoffwechsels interagieren mit der DNA — Methylierung, indem sie das
Methylgruppenangebot und den Methylierungsprozess beeinflussen
[Davis und Uthus, 2004].

Bioaktive Nahrungskomponenten sind von Interesse im Gebiet der Epigenetik. Viele
bioaktive Komponenten zeigen antikanzerogene Eigenschaften, und spielen
maoglicherweise eine Rolle in der Krebspravention. Einige der Nahrungskomponenten

haben epigenetische Ziele in den Krebszellen [de Kok et al., 2008].

Diese Nahrungsinhaltsstoffe sind vor allem Vitamin Bj,, Vitamin Bg, Folat, Methionin
und Cholin [Davis und Uthus, 2004].

Ein Folatdefizit kann eine DNA — Hypomethylierung verursachen [Jacob et al., 1998].

Erhdhte SAH - Spiegel inhibieren die Methyltransferaseaktivitdt und daher auch die
DNA - Methylierungsreaktionen [Davis und Uthus, 2004].

Vitamin Bg ist ein notweniger Cofaktor fiir die Gylcinhydroxymethyltransferse in der
Synthese des 5,10 — Methylentetrahydrofolats [Ross, 2003].

Das Problem mit der Idee, das die Veranderungen der DNA - Methylierung dem Krebs
unterliegen ist, dass sie bis jetzt weder in der Methylierungsmodifikation, noch in der
Wiedererkennungsmaschinerie  bei  humanen  Krebs identifiziert  wurden
[Feinberg, 2007].

Der Verzehr von bioaktiven Nahrungsmitteln konnte den epigenetischen Status
veréndern, wie die Genaktivitat und das Silencing. Nahrungsmittel wie auch die nicht
nutritiven Inhaltsstoffe von Friichten und verschiedenen Gemisesorten konnen die
epigenetischen Prozesse beeinflussen, und sind in Prozessen wie die Reaktivierung von
Tumorsupressorgenen, die Initiation der Apoptose, und in der Repression der

Krebsverwandten Gene involviert [Hardy und Tollefsbol, 2011].
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Bestimmte HDAC - Inhibitoren kdnnen effektive Krebstherapie Agenzien sein, und die
Entwicklung einer epigenetischen Diat dient der Krebsprévention, z.B.: hat Kurkumin
die Mdoglichkeit, die HAT's und HDAC’s bei der Tumorgenese zu inhibieren.
Folatdefizite fordern die Entwicklung von verschiedenen Krebsarten, wie in der Brust
und in der Lunge [Hardy und Tollefsbol, 2011].

Eine cholinarme Ernahrung, oder ein kombinierter Defizit an Cholin und Methionin

erhéhen die Pravalenz des hepatozellularen Karzinoms [Cooney et al., 2002].

Genistein in Kombination mit DNA - Methylierungsinhibitoren oder anderen DNMT’s

kann die Reaktivierung der stillgelegten Gene verbessern [Li et al., 2009].

7.2 Adipositas

Adipositas ist ein weltweit anerkanntes Public Health Problem, und gilt als die meist
pravalente metabolische Krankheit. Bei der Adipositas handelt es sich um eine
chronische Erkrankung die durch das Wachstum der Fettspeicher charakterisiert ist, und

anhand des BMI’s (Body Mass Index) gemessen wird [James, 2008].
Der BMI ist definiert: Korpergewicht(kg)/ KérpermaRe im Quadrat (m?)
Adipositas: BMI > 30

Ubergewicht und Adipositas sind verantwortlich fiir 80% des Diabetes mellitus Typ 2
[Banegas et al., 2003].

Adipositas ist eine komplexe Krankheit mit gut definierten Risikofaktoren. Die
Adipositas Pradisposition variiert von Mensch zu Mensch, und bietet eine Erklarung fur
Gen x Umweltinteratkionen in der Krankheitsatiologie. Diese Interaktionen entstehen
durch diverse Umwelteffekte wie Rauchen, Sport und Ernahrung, die sich auf ein
Krankheitsmerkmal auswirken und vom Genotyp des Einzelnen abhéngig sind
[Franks und Ling, 2010].

Franks und Links (2010) nehmen an, dass es wahrscheinlich zwei Mechanismen gibt,

die diese Gen x Umweltinteraktionen hervorrufen:
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1. Der Genotyp reagiert auf die diversen Umwelteinflisse mit unterschiedlichen
Transkriptionsraten

2. Oder die epigenetischen Mechanismen, wie die DNA - Methylierung und die
Histonmodifikationen ~ modulieren die Gen x  Umweltinteraktionen
[Franks und Ling, 2010].

Beim Menschen sind 47 Félle von monogener Adipositas beschrieben, bei denen 19
Mutationen auf sechs verschiedenen Genen eine Rolle spielen, und zu 60%
weitervererbt wird. Diejenigen, am Gen fur den Melanocortinrezeptor Typ 4, betreffen

ca. 70% der monogenen Auspragung der Adipositas [Rankinen et al., 2006].

Adipositas ist aber meist eine polygen verursachte Erkrankung, genetische Faktoren und
Umwelteinflusse tragen zur Entstehung und dem Verlauf bei. Aufgrund der Genvielfalt
ist es schwer, die genetischen Mechanismen, die der Adipositas zu Grunde liegen, zu
identifizieren. Die Epigenetik und die Forschung an Modellorganismen bieten eine
Maoglichkeit, die genetisch relevanten Mechanismen die zur Entstehung der Adipositas
beitragen aufzuklaren. Dank der Genomweitenassoziationsstudien wurden 40 loci
identifiziert, die mit der humanen Adipositas verbunden sind. Der kombinatorische
Effekt aller identifizierten loci zahlt fir ca. 2 — 3 % der vererbten Verteilung der
Adipositas (40 — 70 %), das verdeutlicht die komplexe Struktur dieser Erkrankung.
Epigenetische Modifikationen sind mdglicherweise verantwortlich fiir die signifikante
Verteilung der fehlenden Vererbbarkeit [Christensen und Marsit, 2011].

7.3 Diabetes mellitus Typ 2

Diabetes ist eine chronische Krankheit, in der der Korper nicht genug Insulin bildet.
Diabetes mellitus Typ 2 ist die h&ufigste Diabetes Erkrankung weltweit, und entwickelt
sich immer mehr zu einem ,,Public Health — Problem. Urspringlich war Diabetes
mellitus Typ 2 eine Krankheit in den Industrielandern, jedoch breitet sie sich jetzt auch
in den Entwicklungsléandern aus, wo mehr als 80% der Bevolkerung leben. Es gibt ca.
366 Millionen Diabetes Kranke weltweit, und tber 165 Millionen davon leben in den
Entwicklungslandern [Whiting et al., 2011].

Im Jahr 2025, rechnet die ,, International Diabetes Federation mit 380 Millionen
Diabetes Erkrankten weltweit, mit der groten Verteilung in Niedrig-, und
Mittellohnlandern [International Diabetes Federation, 2012].



73

Die verschiedenen Risikofaktoren des Diabetes mellitus Typ 2 sind: Ubergewicht, eine
mangelhafte Erndhrung, genetische Pradisposition, Ethnie, Bewegungsmangel und eine

Mangelernahrung wahrend der Schwangerschaft.

Bis jetzt sind mehr als 45 Gene dokumentiert, die mit Diabetes mellitus Typ 2 in
Verbindung stehen [Ahlgvist et al., 2011].

Die diabetischen Patienten in den Entwicklungslandern und Asien haben, verglichen mit
den Europdern, unterschiedliche Krankheitseigenschaften, z.B.: werden Indische
Diabetes Patienten schon im friihen Alter diagnostiziert. Zusétzlich dazu sind sie
Kleiner, diinner und haben weniger magere Kdrpermasse [Yajnik, 2001].

7.3.1 Die ,,Developmental Origins of Health and Disease* Hypothese

Die DOHAD Hypothese (Developmental Origins of health and disease Hypothese)
besagt, dass schon die frilhe Lebensphase sensibel auf unzureichende Erndhrung oder
Umweltfaktoren reagiert, was zu permanenten Verdnderungen im Stoffwechsel fuhrt.
Die in utero Modulationen werden im zelluldren Ged&chtnis archiviert, und tragen zur
persistenten  Adaption von Langzeiteffekten der zellularen Funktionen bei
[Heijmans et al., 2009].

Die fetale Programmierung wird durch das metabolische und hormonale Milieu,
Infektionen, Entzundungen, dem C1 - Stoffwechsel und die Erndhrung beeinflusst
[Hoet und Hanson, 1999].

Allgemein glaubt man daran, dass genetische Aspekte und ein ungesunder Lebensstil
der Erwachsenen zu Diabetes mellitus Typ 2 fuhrt, einer chronischen nicht
Ubertragbaren Krankheit. Die DOHAD schléagt vor, dass die Ursache fiir Diabetes
mellitus Typ 2, schon im inauterinen Milieu, durch die umweltbedingten fetale
Programmierung entstent. Die fetale Untererndhrung, (manchmal als geringes
Geburtsgewicht manifestiert) und Uberernahrung (das Baby einer diabetischen Mutter)
erhohen das Risiko des zukunftigen Diabetes mellitus Typ 2. Die Gemeinsamkeit dieser

Babys ist ihre erhebliche Adipositasauspragung. Der 1 - Kohlenstoffstoffwechsel
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scheint eine zentrale Rolle in der fetalen Programmierung zu spielen
[Yajnik und Deshmukh, 2008].

Die DOHAD postuliert, dass die Epigenetik der Hauptmechansimus der Gen -,
Umweltinteraktionen ist, da sich diese in Langzeiteffekten manifestieren
[Faulk und Dolinoy, 2011].

Mithilfe einer Genomweiten Assoziation Studie in Europa wurden 10 Marker fur

Diabetes mellitus Typ 2 gefunden [Zeggini et al., 2007].

Hales und Barker (1991) stellten 1991 ihre Hypothese des ,,thrifty Phanotyps vor, wo
ein niedriges Geburtsgewicht und Magerkeit Risikofaktoren des Diabetes mellitus Typ
2 sind. Die Aufmerksamkeit fokussierte sich auf das inauterine Leben als
Gesundheitsdeterminante fir das spatere Leben. Diese Zusammenhange wurden in
verschiedenen ethischen Populationen bestétigt, auch dass das Geburtsgewicht ein
Anzeichen eines zukiinftigen Diabetes mellitus Typ 2 ist. Der Zusammenhang zwischen
Diabetes mellitus Typ 2 und der inauterinen Exposition wird im Konzept der fetalen

Programmierung beschrieben [Eriksson et al., 2003].

Die Beziehung zwischen GeburtsgroBe und einem spéteren Diabetes wird
moglicherweise durch die Erndhrung des Fotus bestimmt. Die ,,Dutch Winter Famine
Study*“ demonstrierte, dass die in utero Exposition des Foétus durch Hungern wahrend
der mittleren und spéten Gestation, mit einer hoheren Plasmaglukosekonzentration im
spateren Leben assoziiert war. Die Idee der DOHAD hat die Ideen der Atiologie der
chronischen nicht Ubertragbaren Krankheiten revolutioniert, und lieferte echte
Préventionsstrategien fur Diabetes mellitus Typ 2 und fiir koronare Herzerkrankungen
[Yajnik und Deshmukh, 2008].

7.4 Der ,thrifty Genotyp*

1962 stellte Neel die Hypothese auf, dass die Verbreitung von Adipositas und Diabetes
auf den ,thrifty Genotyp“ zuriickzufiihren sind. Dabei handelt es sich um ein
,sparsames Gen“, das Energie in Form von Korperfett speichert, was bei einer
verringerten Nahrungsmittelverfugbarkeit von Vorteil war. Demnach soll der ,,thrifty

Genotyp* fiir die Verbreitung der Adipositas und dem Diabetes mellitus Typ 2
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verantwortlich sein. Die Hypothese versucht die Tendenz bestimmter ethnischer
Gruppen zu einem erhohten Korpergewicht und Diabetes mellitus Typ 2 zu erklaren
[Neel, 1999].

In Zeiten der Hungersnote war der ,thrifty Genotyp™ fiir die Hungerpravention
verantwortlich, und nicht fiir die Gewichtsregulation, in Zeiten des Uberflusses

verursacht er eine Gewichtszunahme.
7.5 Die ,thrifty Phanotyp*“ Hypothese

Die , thrifty Phénotyp* Hypothese wurde 1992 von Hales und Barker aufgestellt, um die
Verbindung zwischen mangelhaftem fetalen -, und Kinderwachstum, und dem damit
verbundenen Risiko einer gestdrten Glukosetoleranz, und der Entwicklung des
metabolischen Syndroms im Erwachsenenalter zu erklaren. Diese Verdnderungen
beinhalten eine reduzierte Kapazitat fir die Insulinsekretion und Insulinresistenz,
welche kombiniert mit den Effekten von Adipositas, Altern und physischer Inaktivitat,
die wichtigsten Faktoren in der Bestimmung des Diabetes mellitus 2 sind
[Hales und Barker, 2001].

Die Diskussion iber das Ausmal der zugrundeliegenden Mechanismen in der Erklarung
der Zusammenhénge ist, ob diese genetisch oder umweltbedingt sind. Die genetischen
Grinde liegen auf der Hand, die Frage ist ob eine mangelhafte Insulinsekretion mit
einem geringen fetalen Wachstum assoziiert werden kann. Die ,thrifty Phénotyp*
Hypothese (der sparsame Phanotyp) geht davon aus, dass Umweltfaktoren eine zentrale
Rolle in der Entstehung des Diabetes mellitus Typ 2 spielen.

Eine mangelhafte fetale und Kindesernahrung, fordert die Entstehung von Diabetes
mellitus Typ 2. Die weltweit wichtigste Ursache der fetalen Mangelerndahrung ist die

maternale Untererndhrung.

Unter Bericksichtigung der nachgelagerten Effekte einer mangelhaften fetalen
Erndhrung, schlugen Hales und Barker (2001) vor, dass die mangelnde Entwicklung der
pankreatischen [-Zellen und deren Funktion (inkl. Inselzellen und Innervation)
Schlusselelemente sind, die mit einer mangelhafter Kindererndhrung und dem spéterem

Diabetes mellitus 2 verbunden sind.
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Hales und Barker (2001) schlugen im Zuge ihrer Theorie des ,,thrifty Phanotyps* vor,
dass die fetale Mangelerndhrung zur Insulinresistenz fihrt. Die fetale Erndhrung setzt
einen fetalen Erndhrungsthrift in Gang, was wiederrum Auswirkungen auf das
Organwachstum  hat. Das  fihrt  zur  permanenten  Struktur-,  und
Funktionsumgestaltungen des Korpers. In welchem Ausmall genetische und
umweltbedingte Aspekte zusammenwirken, um diese Mechanismen auszuldsen, bedarf
noch weiteren Forschungen. Eine mangelhafte funktionale Kapazitat fir die
Insulinresistenz wiirde keine schédlichen Auswirkungen haben, wenn sich das
Individuum Zeit seines Lebens weiter mangelhaft erndhren wiirde und dinn bleiben
wirde, die Glukosetoleranz wirde erst durch eine positive Energiebilanz ausgeldst

werden, was dann zur Adipositas fihrt [Hales und Barker, 2001].

Die Beobachtungen von Hales und Barker (2001) wurden durch viele epidemiologische,
und Tierstudien bestatigt. Human integrative Studien bieten Einblick in die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen. Nur zwei der ca. 45 bekannten Diabetes
mellitus Typ 2 Suszeptibilitits Gene sind mit einem geringem Geburtsgewicht
assoziiert. Das zeigt, dass die Verbindung zwischen geringem Geburtsgewicht und
Diabetes mellitus Typ 2 nicht genetisch bedingt ist. Heute ist die ,.thrifty Phénotyp*
Hypothese als vielversprechendes Rahmengerist fir die nachhaltige intergenerationale
Préavention des Diabetes mellitus Typ 2 etabliert. Hales und Barker bewiesen eine
Verbindung zwischen geringem Geburtsgewicht und einem erhdhten Risiko an Diabetes
mellitus Typ 2, und Bluthochdruck. Auch zeigen sich erhéhte Triglycerolspiegel und
eine Insulinresistenz im spateren Leben. Die ,thrifty Phénotyp“ - Hypothese
représentiert die plausibelste Erklarung des Ursprungs des metabolischen Syndroms
[Vaag et al., 2012].

Die Bestitigung des ,,thrifty Phanotyps* gelang mit der ,,Pune Childrens Study*. 400
vierjahrige Kinder wurden beziglich ihrer Anthropometrie, der Glukosetoleranz und
ihrer Insulinkonzentrationen untersucht. Es wurde gezeigt, dass nach einer oralen
Glukosebelastung, die Plasmaglukose-, und Insulinkonzentrationen invers mit dem

Geburtsgewicht korrelierten [Yajnik et al., 1995].

In einem Follow - up der ,,Pune Childrens Study* 1999, waren die Risikofaktoren fiir
Diabetes und kardiovaskuldaren Krankheiten am hochsten fir die Kinder, die ein
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niedriges Geburtsgewicht hatten, aber acht Jahre spater am schwersten waren
[Bavdekar et al., 1999].

Beide Hypothesen fuhrten in weiterer Folge zu intensiven Suche nach ,.thrifty* Genen.
Mit maRigem Erfolg im Falle des metabolischen Syndroms, im Gegensatz zu einigen
monogenen Krankheiten. Kandidatengene fir das metabolische Syndrom sind unter
anderem: Leptin und Leptinrezeptoren, POMC und Melanocortinrezeptoren und das
Agouti Protein. Leptin reagiert sensibel auf Umwelteinfliisse und kann moglicherweise

einen ,,thrifty Genotyp* erwerben [Kussmann et al., 2010].

Zusammenfassend werden viele Aspekte der postnatalen Entwicklung durch Ereignisse
vor der Geburt beeinflusst. Eine unglinstige maternale, intrauterine Umwelt, wie z.B.:
ein schlechter maternaler Erndhrungsstatus, viele Schwangerschaften und Friihgeburten
sind mit einem erhohten Risiko einer beeintrachtigten Kindheitsentwicklung verknupft,
was in Folge zu einer hoheren Krankheitspradisposition im Erwachsenenalter fiihrt. Die
Assoziation zwischen einer geringen GeburtsgroRe und der Entwicklung eines Diabetes
mellitus Typ 2 und kardiovaskuldren Krankheiten ist gut etabliert. Maternale
Untererndhrung und maternale Adipositas sind mit einer verdnderten fetalen
Entwicklung und einem erhohten Krankheitsrisiko im Nachwuchs verbunden
[Bloomfield, 2011].

8 Weitere Nahrungseinflisse, die epigenetischen Mechanismen

regulieren kdénnen

Nicht nur die bekannten Methyldonatoren ldsen epigenetische Modifikationen aus,
sondern auch bestimmte natlrliche Nahrungsmittelkomponenten beeinflussen
epigenetische Mechanismen. Zwar nicht Uber die Abgabe einer Methylgruppe aber z.B.:
durch Inhibierung der HDAC’s und HAT’s. Vor allem spielen diese eine Rolle in der
Krebspréavention und bei kardiovaskuldren Krankheiten.

Nahrungsmittelinhaltsstoffe werden schon lange auf ihre positive Wirkung auf die
Krebsprévention untersucht, Sojaprodukte haben eine krebsinhibierende Wirkung
[Adlercreutz et al., 1995].



78

Die HDAC's sind z.B.: Kandidaten fir Antikrebsmedikamente. Eine Zahl von
natirlichen ~ Nahrungskomponenten  beeinflussen die HDAC’s und den
Acetylierungsstatus der Histone. Untersuchungen des Mechanismus von Erndhrung —
Gen — Interaktionen sind wichtig fur das Verstandnis, wie die Ernédhrung das Risiko von
chronischen Krankheiten modulieren kann. Einige Nahrungsagenzien zielen auf die
spezifischen nuklearen Rezeptoren, und andere betreffen direkt das Epigenom
[Delage und Dashwood, 2008].

Die Verwendung von natirlichen Nahrungsmittelkomponenten in Kombination mit
konventionellen Krebstherapien, konnten flr die erfolgreiche Behandlung von Krebs in
Betracht gezogen werden [Reuter et al., 2011].

Bestimmte bioaktive Nahrungskomponenten, wie Tee — Polyphenole, Genistein aus der
Sojabohne, oder Isothiocyanate aus der pflanzlichen Erndhrung, inhibieren die
Krebsentwicklung durch die Reduzierung des DNA - Hypermethylierungsstatuses in
kritischen Genen, wie z.B.. beim p16™** oder dem Retinsaurerezeptor-p
[Fang et al., 2007].

Diese bioaktiven Nahrungsmittelinhaltsstoffe beeinflussen die epigenetischen
Mechanismen, entweder durch eine direkte Beeinflussung der Enzyme, die die DNA —
Methylierung und die Histonmodifikationen katalysieren, oder durch die Beeinflussung
der Substratverfugbarkeit, die flir diese enzymatischen Reaktionen wichtig sind
[Choi und Friso, 2010].

8.1 Biotin

Biotin modifiziert die Histonschwénze H2A, H3 und H4 durch die kovalente
Anbindung von Biotin auf spezifische Lysinstellen. Dieser Vorgang wird durch die
Enzyme Biotinidase und Holocarboxylasesynthase katalysiert. Die Biotinylierung der
Histone H4 Lysin 8 und Histon 4 Lysin 12 sind mit den heterochromatischen
Strukturen, dem Gen - Silencing, der mitotischen Chromatinkondensation und der DNA
— Reparatur assoziiert [Zempleni et al., 2009].

Die Histonbiotynilierung ist ein reversibler Prozess, jedoch wurden bis jetzt keine
Debiotynilasen identifiziert [Choi und Friso, 2010].
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Ein  Biotinmangel konnte sich auf die Chromatinstrukturen auswirken

[Camporeale et al., 2006].

Auf dem Gebiet der Biotinylierung gibt es noch viele unbeantwortete Fragen
[Choi und Friso, 2010].

Niacin ist involviert in der Histon ADP - Ribosylierung, als Substrat der poly - (ADP-
ribose) Polymerase sowohl als Histonacetylierung, wie auch als Substrat fiir Sirtl,

welches als Histondeacetylase arbeitet [Choi und Friso, 2010].

Pantothens&ure ist ein Teil der CoA - Form des Acetyl - CoA, welches eine Quelle der

Acetylgruppen in der Histonacetylierung ist [Choi und Friso, 2010].

Resveratrol, Butyrate, Sulforaphane und Diallylsulfide hemmen die HDAC Aktivitat,
und Kurkumin behindert die Histonacetyltransferase (Abb. 14). Die verénderte
Enzymaktivitat aufgrund dieser Faktoren beeinflusst physiologische und pathologische
Prozesse wéhrend des Lebens, durch Veranderung der Genexpression [Choi und Friso,
2010].

Resveratrol ist ein Stilben, das in der Weintraubenhaut, Erdnissen, Blaubeeren, und
Cranberries vorkommt, und auch in Form von Rotwein konsumiert wird. Resveratrol ist
ein Antioxidans und hat anti — inflammatorische Effekte, agiert als Aktivator von Sirtl
und als Inhibitor der Ribonukleotidreduktase, damit wird dessen tumorprotektive
Wirkung erklart [Hardy und Tollefsbol, 2011].

Natlrliche Komponenten wie Kurkumin, Epigallocatechin Gallate (EGCG) und
Resveratrol haben gezeigt, dass sie die epigenetischen Mechanismen veréandern kénnen,
was moglicherweise zu einer erhohten Sensitivitat der Krebszellen auf konventionelle

Agens fuhrt, und das Tumorwachstum inhibieren kann [Reuter et al., 2011].
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Abbildung 14 Histon modulierenden Nahrungsinhaltsstoffe [Hardy und Tollefsbol, 2011]. Bioaktive
Nahrungsmittelinhaltstoffe wie Resveratrol, Sulforaphane und Kurkumin beeinflussen die HAT’s und
HDAC’s. Diese Histonmodifikationen  verursachen eine  Konformationsverdnderung  der
Chromatinstrukutr die zur Veranderungen in der DNA — Zugénglichkeit fiihrt. Die HAT s induzieren eine
geodffnete Chromatinstruktur, die es den Transkriptionsfaktoren erlaubt an die DNA zu binden (blauen
Béander) und die Genexpression aktiviert. Die geschlossene Chromatinkonformation deutet auf eine
Genstillegung hin. Die Nahrungsinhaltsstoffe kénnen die HAT s und HDAC s inhibieren oder verstarken
(Pfeile) und dadurch die Genexpression verédndern. EGCG: Epigallocatechin-3-gallat

8.2 Kurkumin

Kurkumin (Curcuma longa, Gelbwurzel), bekannt als Kurkuma, ruft epigenetische
Veranderungen hervor, und ist eines der vielversprechendsten chemoprotektiven und
krebspraventiven Substanzen. Epidemiologische Beweise zeigten, dass ein hoher
Kurkumin - Konsum mit einer niedrigeren Krebspravalenz verknipft ist. Kurkumin ist
ein Antioxidans und reguliert moglicherweise die Acetylierung und Deacetylierung
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durch die Modulierung des oxidativen Stresses. Uber den Effekt von Kurkumin auf die

DNA — Methylierung, ist nur wenig bekannt [Reuter et al., 2011].

Die intensiven Forschungen der letzten Jahre zeigten die positiven Eigenschaften des
Kurkumins auf: Kurkumin reduziert den Blutcholesterinspiegel, schiitzt vor der LDL -
Oxidation, unterdriickt Thrombose und Myokard Infarkt, vermindert die Diabetes
mellitus Typ 2 Symptome, nimmt Einfluss auf die Multiple Sklerose, unterdriickt die

Tumorbildung und fuhrt zu einer verbesserte Wundheilung [Shishodia et al., 2007].

Diese divergenten Effekte des Kurkumins lassen sich auf dessen pleiotrope molekularen
Effekte zurtickfuhren [Reuter et al., 2011].

Kurkumin ist einer der effektivsten HDAC — Inhibitoren, und zahlreiche klinische
praklinische Studien bewiesen die krebsprotektive Wirkung des Polyphenols [Bora-
Tatar et al., 2009].

Es konnte jedoch noch nicht bewiesen werden, ob Kurkumin die HDAC's direkt
inhibieren kann [Fu und Kurzrock, 2010].

Kurkumin moduliert Transkriptionsfaktoren, die in den Krebszellen konstitutiv- oder
uberexprimiert werden. Das l&sst sich grof3tenteils durch die molekulare Struktur des
Kurkumins erklaren. Die strukturellen Eigenschaften des Kurkumins kdnnen mit einer
Vielzahl von Molekilen innerhalb der Zelle interagieren. Die versatile Struktur des
Kurkumins fuhrt zu verschiedenen biologischen Effekten: Modulierung des Zellzyklus,
Hochregulierung der proapoptotischen Faktoren und zu einer Unterdriickung des
Tumorwachstums (Abb. 15) [Reuter et al., 2011].

Kurkumin kann sich an bis zu 33 Proteinen anlagern wie z.B.: an die Proteinkinasen,
Tubulin und Thioredoxin [Fu und Kurzrock, 2010].

Die molekularen Ziele, die durch Kurkumin moduliert werden kénnen sind die
Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, Cytokine und
Enzyme [Fu und Kurzrock, 2010].

Die klinischen Vorteile von Kurkumin als Einzelagens, werden in Patienten mit

fortgeschrittenen Pankreaskrebs demonstriert [Fu und Kurzrock, 2010].
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Abbildung 15 Beeinflussung der Genexpression durch Kurkumin [Fuund Kurzrock, 2010].
Kurkumin beeinflusst die Genexpression durch die direkte Interaktion mit Transkriptionsfaktoren wie
z.B.: dem NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells), die epigenetische
Modulierung durch die Inhibierung der DNMT 1, und die HAT-, und HDAC Komplexe. Der induzierte
Tod der Krebszellen durch Kurkumin wird vermittelt durch die Reaktivierung der
Tumorsuppressorexpressionsgene und/ oder durch die Inaktivierung der Onkogene durch die microRNA
(MiRNA).

Eine mogliche Erklarung fur die Aktivitdt von Kurkumin im Menschen ist die
Akkumulation von Kurkumin und dessen Metaboliten in den Zellen wéhrend der
taglichen Exposition, weil es hoch hydrophob ist. Eine andere Erklarung ist, dass
Kurkumin nach biologischer Aktivitat durch epigenetische Modulierung strebt, was

niedrigere Konzentrationen bendtigt [Fu und Kurzrock, 2010].

Kurkumin ist ein potentes DNA hypomethylierendes Agens, und der genaue
Mechanismus, mit dem Kurkumin die Genexpression moduliert, ist noch nicht
beschrieben [Fu und Kurzrock, 2010].

8.3 Genistein

Dolinoy et al., (2006) erbrachten den ersten in utero Beweis, dass Nahrungsgenistein die
Genexpression durch die permanente Modifikation des Epigenoms verdndert. Die
maternale  Genisteinsupplementierung in  den A"/a Mausen hatte eine
Fellfarbenverschiebung in Richtung der pseudoagouti (braun) Mause zur Folge. Diese
phénotypischen Veranderungen gehen mit einer erhdhten Methylierung an sechs
bestimmten CpG - Stellen im IAP - Retrotransposon des agouti Gens, einher
[Dolinoy et al., 2006].
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Interessanterweise war der Effekt der Methylierung auf die Fellfarbe am
ausgepragtesten, wenn die site - 4 des Methylierungsstatus spezifiziert wurde. Dieses
Ergebnis legt nahe, dass die site - 4 - Methylierung den Effekt der
Genisteinsupplementierung auf die A"/a Fellfarbe vermittelt. Da die DNA -
Methylierung in allen drei Gewebstypen (endodermal, ektodermal, mesodermal) ahnlich
war, schloss man daraus, dass Genistein seinen Einfluss schon in der frihen
Embryogenese zur Geltung bringt. Die durch Genistein induzierte Hypermethylierung
bleibt bis ins Erwachsenenalter der A"/a Mause bestehen. Dieser Langzeiteffekt
erhohte die ektopische agouti Expression, und wirkte protektiv auf die Adipositas des
Nachwuchses. Es wurde kein Zusammenhang des Genisteineinflusses auf die SAM -
und SAH - Synthese beobachtet [Dolinoy et al., 2006].

Genistein ist ein Isoflavonoidglykosid und das Hauptphytotstrogen in Soja, es wirkt
nicht als Methyldonator. Wird Genistein in vergleichbarer Menge wie eine hochdosierte
Soja - Diat verabreicht, erhoht es die DNA — Methylierung. Daraus lasst sich ableiten,
dass hypermethylierende Nahrungsinhaltsstoffe die toxischen Effekte auf das Epigenom

verringern, indem sie eine Hypomethylierung einleiten [Jirtle und Skinner, 2007].

Genistein  verandert die Muster der Histonacetylierung und induziert die
Tumorsuppressor Gene, der zugrundeliegende Mechanismus ist noch unklar
[Kikuno et al., 2008].

Die DNA - Methylierungsmuster werden oft als therapeutische Biomarker wahrend der
Krebstherapie genutzt. Genistein erhoht die Methylierung des H3 Lysin 4, wahrend es
die Aktivitat der DNMT’ s und MBD2 erniedrigt [Zhang und Chen, 2011].

Nicht nur die Dosis, sondern auch der Expositionszeitpunkt ist von Bedeutung, denn
wenn diese zu spat erfolgt, haben Methyldonatoren oder Genistein keine
modifizierenden Eigenschaften mehr [Dolinoy et al., 2006].
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9 Zusammenfassung

Epigenetische Mechanismen bieten eine potentielle Erklarung fir Umwelteinflisse in
der frihen Entwicklung, die eine Langzeitverdnderung in der chronischen
Krankheitsanfalligkeit verursachen. Wobei die epigenetische Dysregulation vermehrt in
variablen seltenen Entwicklungssyndromen und Krebs verwickelt ist, ist die Rolle der
Epigenetik in komplexen chronischen Krankheiten wie Diabetes mellitus Typ 2 und
Adipositas groftenteils uncharakterisiert. Zwillingsstudien sind fir die Erforschung
dieser Krankheiten geeignet, da sie ein identes Epigenom haben, aber durch andere

Umwelteinflisse modifiziert werden.

Ziel der Epigenetik ist die Krankheitspravention, durch genetische Differenzierung und
einer Genotyp - abhéngigen Erndhrungsempfehlung. Verschiedene Menschen sprechen
auf die gleiche Erndhrung unterschiedlich an, darum missen sich die

Erndhrungsempfehlungen, je nach Genotyp unterscheiden.

Je nach den phanotypischen Merkmalen sollten unterschiedliche Therapiestrategien
entwickelt werden. Dennoch sind einige Fragen ungeklart, wie z.B.: entwickeln sich bei
gleicher genetischer Ausstattung von Zellen unterschiedliche Genexpressionsmuster,

die aber bei der Zellteilung stabil weitervererbt werden kénnen?

Die Epigenetik kann eine wichtige Rolle in der personalisierten Medizin spielen, in den
letzten Jahren wurden immer mehr epigenetische Verdnderungen bei verschiedenen
Erkrankungen festgestellt. Das ergibt neue Mdoglichkeiten verschiedene Therapien fir
Krebs oder Aids zu entwickeln, z.B.: werden DNA - Methylierungsinhibitoren wie 5 -
Azacytidin und 5 - aza2” - Deoxycytidin bei der Therapie des myelodysplastischen
Syndroms angewendet [Ellis et al., 2009].

Die Reversibilitdit der epigenetischen Modifikationen ist wichtig fir die

pharmakologische Behandlung.

Die A" - Studien haben einen vererbbaren Effekt von Methyldonatoren bis in die
zweite Generation bestétigt, jedoch konnte die erhoffte transgenerationale Vererbung
nicht erwiesen werden. Da der Embryo zwei Phasen der Demethylierung, wahrend der

Entwicklung durchlauft, ist es wahrscheinlich, dass wéhrend dieser Phasen die
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Methylgruppen der Methyldonatoren gel6scht werden, und nur zu einem geringen
Anteil an die zweite und gar nicht auf die dritte Generation Gbertragen werden. Dadurch
rickt die Modifizierung der Chromatinstruktur und der Histone in den VVordergrund der

wissenschaftlichen Arbeiten, da diese stabil weitervererbt werden kénnen.

Der Agouti - Locus beeinflusst die Fellfarbe durch die DNA - Methylierung an einem
upstream Transposon, und das AY Allel entsteht durch eine Insertion des
intracisternalen A Partikels (IAP) stromabwaérts der agouti codierenden Sequenz. Eine
Hypermethylierung verschiebt die Fellfarbe von braun zu gelb und demonstriert den
Einfluss der epigenetischen Prozesse, die durch eine methylreiche Ernéhrung

hervorgerufen werden [Bird, 2007].

Durch Fitterung von schwarzen a/a Mausen mit einer methylsupplementierten Diét
wurde die epigenetische Regulierung der Agouti - Expression der Nachkommen in
Richtung des pseudoagouti Phénotyps verschoben. Dadurch wurde bewiesen, dass der
epigenetische  Phénotyp maternal vererbt werden kann. Die mitterliche
Nahrungssupplementierung beeinflusst die Gesundheit der Nachkommen positiv. Die
A" - Expression wird zum Teil maternal vererbt und findet wahrend der Gametogenese

und Entwicklung statt.

Die Transkription des Haarzyklus spezifischen Promotors findet im Exon 2 des Agouti
Allels statt [Jirtle und Skinner, 2007].

Das Agouti Haar ist gekennzeichnet durch eine schwarze Spitze und ein gelbes,
subterminales Band, der tbrige Haarschaft ist schwarz [Cooney et al., 2002].

Das agouti Gen reagiert nicht direkt mit den Melanocyten, was es von anderen Genen
unterscheidet, die die Fellfarbe beeinflussen, es reagiert in einer zellautonomen Art, als

parakriner Faktor [Miltenberger et al., 1997].

Das A" ist ein metastabiles Epiallel, und mit einer Hypermethylierung assoziiert, und
weist stochastische DNA- und Histonmodifikationen auf [Rakyan et al., 2002].

Das Agouti Protein agiert als Antagonist und wirkt der Bindung von a - MSH am MC1
-R entgegen, das die Aufhebung von cAMP innerhalb der Melanocyten bewirkt, und zu

einer Fehlproduktion von Phdomelanin fiihrt [Cooney et al., 2002].
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Das Agouti Protein hat eine hohe Affinitat fur den MC1 - R und MC4 - R. Méuse mit
einer zielgerichteten Stérung des MC4 - R, entwickeln ein dhnliches Adipositassyndrom
wie die A" - Méuse, das lasst vermuten, dass der chronische Antagonismus des MC4 -

R ein zentraler Mechanismus im ,,yellow obese" Maus - Syndrom ist [Lu et al., 1994].

Das ,,yellow obese* Maus - Syndrom ist gekennzeichnet durch: Diabetes, einer htheren
Krebsanfélligkeit,  Hypertrophie, gestorten  Glukosetoleranz,  Insulinresistenz,
Hyperplasie, Hyperinsulindmie, Adipositas und ein grolReres Skelettales- und
Muskelwachstum [Miltenberger et al., 1997].

Die ,,yellow agouti“ - Mutanten haben eine héhere Motivation zur Nahrungsaufnahme
als ihre schlanken Geschwister, jedoch ist ihr Sattigungsmechanismus intakt
[Bray und York, 1979].

Der epigenetische Status des A" wird in utero moduliert, aber nur, wenn das paternale
Allel des A" - Allels vererbt wird. Es gelang nicht eine transgenerationale Vererbung
nachzuweisen. Der Nahrungsinduzierte A" Status wird nicht maternal transgenerational
Ubertragen, es findet zwar eine nahrungsinduzierte Hypermethylierung in der Keimbahn
statt, aber keine weiteren epigenetischen Modifikationen, die den epigenetischen Status

auf die nachfolgenden Generationen tbertragen.

Jedoch sind einige Wissenschaftler der Meinung, dass der epigenetische Status
transgenerational vererbt werden kann. Der paternale Effekt bei Mdusen, der nicht
Ubertragbare Genotyp des Vaters, beeinflusst den Phédnotyp des Nachwuchses. Die
maternal und paternal vererbten Allele werden unterschiedlich behandelt, das maternale
Allel wird langsamer und das paternale schneller methyliert. In den Blastocyten findet
keine DNA - Methylierung satt, was vermuten l&sst, dass die DNA Methylierung keine
vererbbare Markierung ist. Die DNA - Methylierung am A" Allel wird wahrend der

primordialen Keimzellenentwicklung nicht reprogrammiert [Blewitt et al., 2006].

Die Ergebnisse der transgenerationalen Studien sind nicht ohne weiteres auf den
Menschen zu (bertragen. Unbestreitbar sind die positiven Effekte der Methyldonatoren
auf die erste Generation des Nachwuchses, es besteht aber erst eine transgenerationale
Vererbung, wenn der epigenetischen Status bis in die dritte Generation weitervererbt
wird. Methylgruppen werden aber nicht von einer Generation auf die andere vererbt.
Aber Methyldonatoren verandern den epigenetischen Status der Gene. Die
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epigenetischen  Forschungen  konzentrieren  sich  nun  mehr auf die
Chromatinmodifikationen und Histonschwanze, da die Modifikationen an diesen Zielen
vererbt werden kdnnen, und l6sen epigenetische Modifikationen Uber die Inhibierung
der HDAC s und HAT s aus, und nicht durch die Abgabe der Methylgruppe.

Die erndhrungsabhédngigen, transgenerationalen Effekte, die tber die mannliche Linie

vererbt werden, sind noch weitgehend unbekannt.

Epidemiologische Studien liefern Beweise fur die transgenerationale epigenetische
Vererbung beim Menschen. Die Interpretation dieser Studien ist fehlerhaft, aufgrund der
kulturellen und genetischen Heterogenitat der Populationen. Ein Grund fir das
wachsende Interesse an den epigenetischen Mechanismen ist seine schnelle Form der
adaptiven Evolution [Chong und Whitelaw, 2004].

Adipositas eignet sich um dieses Paradigma zu untersuchen, nicht nur wegen der hohen
,»Public Health* Signifikanz, sondern auch wegen der Rolle des Hypothalamus, wo
epigenetische Alterationen zu Adipositas fihren. Viele Gene, die ihre Funktion im
Hypothalamus Leptin - MC4 - R Weg haben, sind mit Adipositas im Menschen
assoziiert. Noch liegen keine Studien Uber die epigenetische Kontrolle der
Hypothalamus Gene vor.

Neue Hoffnung legt man in die bioaktiven Nahrungsmittelinhaltsstoffe wie Genistein,
Kurkumin und Biotin, deren protektiver Effekte auf der Ebene der
Chromatinmodifikationen wirkt und die krebsprotektive Wirkung haben. Die
anitkanzerogene Wirkung ist bestétigt, da sie auf Ebene der HDAC’s und HAT's

arbeiten, und die Chromatinstruktur beeinflussen.

Bis zu einer bestimmten Grenze haben wir selbst die Mdglichkeit, unser Epigenom und
das unserer Kinder durch gesunde Ern&hrung, Sport, Vermeidung von Stress und
Rauchen zu modulieren, da bestimmte epigenetische Signale von den Eltern an die

Kinder weitervermittelt werden.

Ausfihrliche Studien an Tiermodellen werden benétigt, um spezifische Hypothesen zu
entwickeln, die am Menschen getestet werden konnen. Das Mausmodell zeigte, das eine
Methyldonorsupplementierung vor der transgenerationalen Ausbreitung der Adipositas
schiitzt, und schlagt somit die DNA - Methylierung zur Gewichtskontrolle vor. Die
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Verbindung solcher Modelle mit kirzlich entwickelten epigenomischen Technologien
kénnte es moglich machen, zu bestimmen, ob die Epigenetik eine wichtige Verbindung

zwischen einer friihen Umweltexposition und Erwachsenen Krankheiten ist.

Diverse Studien belegen, dass die Ernahrung der Mutter wéhrend bestimmter kritischer
Zeitpunkte in der Schwangerschaft die Gesundheit der Kinder beeinflusst. Dies

geschieht tber fetale bzw. postnatale metabolische Programmierung.

Ein reduziertes Geburtsgewicht aufgrund von maternaler Unterernahrung reflektiert
einer adverse inauterine Umwelt, sowie ein erhdhtes Risiko flr Diabetes mellitus Typ 2
und kardiovaskularen Krankheiten. Das geringe Geburtsgewicht, und verénderte
postnatale Wachstumstrajektoren, sind Marker fiur das Risiko von metabolischen
Krankheiten. Die frihe embryonale Entwicklung ist durch eine genomweite,
epigenetische Reprogrammierung gekennzeichnet, und wird Uber die Keimbahn
weitergeleitet und durch Umweltfaktoren beeinflusst. Maternale Unterernéhrung und
maternale Adipositas sind assoziiert mit einer verdnderten fetalen Entwicklung und

einem erhohten Krankheitsrisiko im Nachwuchs [Bloomfield, 2011].

Adaptive Mechanismen erlauben eine Anpassung auf die Umweltveranderungen, und
wéhrend kritischer Perioden der Entwicklung geschieht der Transfer der
Umweltinformation zwischen den Generationen. Der Nachwuchs ist empféanglich fir
diese Veranderungen. Nahrstoffe und Hormone die in utero, oder in der Kindheit
wirken, beeinflussen eine Vielzahl von biologischen Eigenschaften wie Bluthochdruck,

den Glukosemetabolismus und die Fettdepots. [Kuzawa und Thayer, 2011].

Andere Studien berichten Uber den Einfluss der groRvéterlichen und véterlichen
Ernahrung auf die Langlebigkeit ihrer Kinder [Kaati et al., 2002].

Epigenetische Veranderungen kénnen sich tber die Jahre hinweg anhdufen und erst in
Kombination eine Krankheit auslosen. Das erschwert es einer einzelnen epigenetischen

Modifikation, eine bestimmte Krankheit zuzuordnen.
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10  Summary

Epigenetics is a young and increasing field of Research, and provides the possibility to
change the epigenome through certain nutritional influences, like Methyldonors.
Methyldonors are Folic acid, Vitamin Bg, Betaine, Choline and Vitamin B1,. Without a
doubt, there is a relationship between these nutritional factors. It has been proven that
Methyldonors can modify the DNA-Sequence without altering the DNA itself. That
rises the intrest, that certain nutritional influences can change the DNA - Sequenz
through modifying the Chromatinstrucuture and Histontails, because a Methyldonor can
provide the Methylgroup in the One Carbon Metabolism and influences therefore the
Genexpression. Methyldonors are admitted through Food products, and can even be
supplemented.

Since Obesity, Diabetes mellitus and Cardiovascular Disease are recognized as a
widespread disease, and the number of Diseases rises every year, Intervention and
Therapie Treatment are getting more important for researchers. One important question
is, if there is a possibiltiy to change or control the Epigenom through nutritional
influences. Certain Environment expositons in the early development in the embryo
have the ability to change the epigenome. Another question is, if there is a
transgenerational inheritance, which can be obtained in the future generations, and also
have a positve effect on the offspring.

Researchers focused on the Agouti Mouse Model, that was the first epigentic example,
it showed that Nutrition can alter the Epigenome through decrease of the obesity
suszeptibility. How this studys can be turnable on the human ist discussed. The murine
agouti Gen is expressed in the hair follicle und switches the coat color from yellow to

brown, the human ortholog ist expressed in the Adipocyte.
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