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Epigenetische Regulation
der Genexpression

Struktur der DNA

Zum besseren Verstandnis werfen wir zu-
néchst einen Blick auf die Struktur der
DNA im Kern der Zelle (B Abb. 1). Che-
misch betrachtet ist die DNA ein Polymer
aus vielen Bausteinen, den so genannten
Nukleotiden. Jedes Nukleotid hat 3 Kom-
ponenten und besteht aus einem Phos-
phatrest, dem Zucker Desoxyribose so-
wie einer heterozyklischen Nukleotidba-
se. Die Desoxyribose und der Phosphat-
rest bilden das Riickgrat der DNA, wobei
zwei dieser linearen Stringe die Doppel-
helixstruktur formen, dhnlich der Struk-
tur einer Strickleiter. Beide Strange sind
iber vier Nukleotidbasen: Adenin (A)
und Guanin (G; so genannte Purinbasen)
sowie Thymin (T) und Cytosin (C; so ge-
nannte Pyrimidinbasen) verbunden. Die
Strange sind komplementar, d. h. die Rei-
henfolge der Basen des einen Strangs be-
stimmt die Reihenfolge der Basen des an-
deren Strangs, da sich nur die Basenpaare
A und T sowie G und C verbinden kon-
nen.

Die DNA des Menschen besteht aus
etwa 3 Mrd. Nukleotiden. In bestimm-
ten Abschnitten der DNA (3-5%), den
Genen, wird genetische Information ko-
diert. Die Gene enthalten die ,,Bauplane®
(Aminoséauresequenzen) fiir alle Eiweif3-
molekiile (Proteine), die in einer Zelle
produziert werden. Um alle 20 Amino-
sduren, die ein Mensch hat, zu verschliis-
seln, wird eine Abfolge von jeweils drei
Nukletoidbasen eines Einzelstranges ge-
nutzt. Dabei kénnen mehrere Basentri-
pletts ein und dieselbe Aminoséure ver-
schliisseln (Triplett-Code). Die restliche
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DNA (etwa 95%) besteht zum Teil aus
unbekannten Sequenzen und aus nicht-
(Protein-)kodierenden RNAs (ncRNAs).
Die Bedeutung der ncRNAs wird immer
deutlicher, da sie genregulatorische (Pro-
motoren, Enhancer, microRNAs) Funk-
tionen haben [1].

Ergebnisse des Humanen
Genomprojekts

Jede menschliche Zelle enthilt im Kern
fast 2 m DNA, die stark aufgewunden in
Chromosomen verpackt ist. Die Gene
sind dabei ungleichmafig verteilt: Chro-
mosom 19 enthilt die meisten und Chro-
mosom 18 die wenigsten Gene. Die Ent-
zifferung des menschlichen Genoms war
das grofie Ziel des internationalen Huma-
nen Genomprojekts (HGP, ,Human Ge-
nome Project®), das nach 13 Jahren - im
Jahr 2003 - erfolgreich abgeschlossen
wurde [2]. Die vollstindige Sequenzie-
rung des menschlichen Genoms sollte die
Voraussetzungen bilden, Erbkrankheiten
zu erforschen, den Ursprung bestimm-
ter Krankheiten besser zu verstehen und
insbesondere molekulare Mechanismen
der Krebsentstehung aufzudecken, um
neue Therapiemdglichkeiten entwickeln
zu kénnen.

Die erniichternde Erkenntnis des
HGP war jedoch, dass das Genom viel
komplexer arbeitet als zundchst erwar-
tet, da das menschliche Genom tatséch-
lich aus nur etwa 25.000 bis 30.000 Ge-
nen besteht, aber etwa 500.000 bis 1 Mio.
verschiedene Proteine hervorbringt. Der
Mensch besitzt nur 300 Gene, die die
Maus nicht hat, und nur 2% der Gene
unterscheiden uns vom Schimpansen -
mit der Einschriankung, dass die Anzahl
der Kopien bestimmter Gene im Erbgut

von Mensch und Schimpanse stark vari-
ieren.

Demzufolge konnte die Hypothese der
Molekularbiologie und Molekulargenetik,
nach der ein Gen fiir ein Protein kodiert,
nicht mehr gehalten werden. Die biologi-
sche Information kann also nicht allein
in der Abfolge der Gene stecken. Weite-
re Mechanismen wiahrend und nach der
Umschreibung der DNA (Transkription)
in Boten-RNA (messengerRNA) und bei
der Umschreibung von messengerRNA in
Proteine (Translation) miissen demnach
zusitzlich die Proteinexpression regulie-
ren.

Was genau sind epigenetische
Modifikationen?

Wir wissen heute, dass auch so genannte
epigenetische Modifikationen (8 Abb. 1)
Zelleigenschaften bzw. den Phénotyp be-
einflussen konnen. Im Gegensatz zu ge-
netischen Mutationen sind epigenetische
Modifikationen per Definition alle mito-
tisch und meiotisch vererbbaren Modifi-
kationen, die aber keinen Einfluss auf die
Sequenz der Gene haben [3]. Unterschied-
lich ist auch, dass epigenetische Modifi-
kationen generell reversibel sind. Verein-
facht bedeutet das, epigenetische Modifi-
kationen konnen die Expression von Ge-
nen und Proteinen regulieren und diese
Information kann an die nachste Genera-
tion weitervererbt oder aber auch wieder
riickgingig gemacht werden.
Epigenetische Modifikationen umfas-
sen definierte chemische Kennzeichnun-
gen am Chromatin, also an der DNA so-
wie den nukledren Proteinen (Histone)
und beeinflussen die Struktur der DNA
im Kern der Zelle, die sehr variabel ist.
Das Chromatin existiert in kondensier-
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DNA Genetische Mutation

Epigenetische Modifikation

Abb. 1 A Im Gegensatz zu genetischen Mutationen d@ndern epigenetische Modifikationen nicht die
Buchstabenfolge in der DNA. Epigenetische Modifikationen sind kleine chemische Anhangsel an der
DNA oder den nukledren Proteinen, den Histonen. Modifikationen direkt an der DNA (pink), Methy-
lierung, kennzeichnen die DNA als nicht ablesbar, vergleichbar mit einem Stoppsignal. Modifikationen
an den Histonen nehmen Einfluss auf den Verdichtungsgrad der DNA im Kern der Zelle und somit auf
die Verfiigbarkeit der Information fiir den Transkriptionsapparat oder andere DNA-bindende Molekiile

ter und nichtkomprimierter Form. Da-
mit die 2 m lange DNA im Zellkern zur
Chromosomenstruktur komprimiert
und somit bis um das 50.000-Fache ver-
kiirzt werden kann, ist sie um Histone
gewunden. Histone bestehen aus einem
globuldren Zentrum und flexiblen end-
staindigen Armen (,,histone tails“), die
viele basische, also positiv geladene Ami-
nosduren besitzen. Die kleinste Verpa-
ckungseinheit der komprimierten DNA
ist ein Nukleosom, zusammengesetzt aus
8 Histonen, aus je zwei der Histone H2A,
H2B, H3 und H4. Die um die Histone
gewickelte DNA (etwa 146 Basenpaa-
re) und die DNA zwischen 2 Nukleoso-
men (,,Linker-DNAY, etwa 200 Basenpaa-
re) haben definierte Langen. Das verblei-
bende Histon Hi verkniipft die einzelnen
Nukleosome und induziert eine weitere
Komprimierung der DNA. Da die DNA
negativ geladen ist, entsteht eine starke
elektrostatische Anziehung zu den posi-
tiv geladenen Histonen.
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Modifikationen der DNA und der His-
tonarme induzieren also eine Reorganisa-
tion des Chromatins, das entweder dich-
ter verpackt oder stellenweise gelockert
wird. Kommt es zu einer lokalen Lo-
ckerung der sonst stark aufgewundenen
DNA, wird diese fiir Transkriptionsfak-
toren oder andere DNA-bindende Mole-
kiile zuginglich und erméglicht das Ab-
lesen der genetischen Information (Euch-
romatin). Hingegen, wenn die Packungs-
dichte des Chromatins zunimmt, vermin-
dert sich die Wahrscheinlichkeit, dass die
DNA an dieser Stelle abgelesen werden
kann. Diese verschlossenen Bereiche wer-
den auch Heterochromatin genannt.

Einfluss epigenetischer
Modifikation

Wie epigenetische Modifikationen Ein-
fluss auf die menschliche Entwicklung
nehmen kénnen, kann man am Beispiel
von eineiigen Zwillingen beobachten. Bei
der Entstehung monozygoter Zwillinge

klont sich eine unbefruchtete Eizelle und
bringt zwei separate Embryos hervor. Bei-
de Embryos beginnen ihr Leben mit der
gleichen genetischen Ausstattung. Aber
wihrend sie aufwachsen und sich entwi-
ckeln, machen sie unterschiedliche Er-
fahrungen mit ihrer Umgebung (DNA-
Methylierungsmuster), von denen eini-
ge ihr Aussehen und ihr Verhalten verdn-
dern konnen. Es kommt sogar vor, dass
ein Zwilling an einer Erbkrankheit lei-
det, wihrend der andere davon verschont
bleibt.

Auch bei der Entstehung von Tumo-
ren spielen epigenetische Modifikatio-
nen eine wesentliche Rolle, wobei be-
stimmte Bereiche der DNA durch Me-
thylierungen filschlicherweise als nicht
ablesbar gekennzeichnet werden. Betrifft
die Abschaltung so genannte krebsunter-
driickende Gene (Tumorsuppressorge-
ne), die normalerweise Zellzyklus und
Zelltod (Apoptose) regulieren, kommt
es zur Erkrankung. Eine Umkehrung der
durch diese Modifikation (Hypermethy-
lierung) hervorgerufenen Inaktivierung
dieser Tumorsuppressorgene wird heu-
te bereits bei der Behandlung bestimm-
ter Krebserkrankungen durch neue, die
Epigenetik modulierende Medikamen-
te erreicht.

Dass epigenetische Modifikationen
auch durch Erndhrung induziert wer-
den kénnen, wurde eindriicklich am Bei-
spiel der Agouti-Méuse gezeigt [4]. Eines
der zahlreichen Gene, das die Fellfar-
be bei Médusen reguliert, ist das Agouti-
Gen. Wenn das Agouti-Gen keine oder
nur wenige epigentische Modifikatio-
nen (Methylierungen) aufweist, ist es ak-
tiv, und die Tiere haben eine gelbe Fell-
farbe. Die Agouti-M4use haben einen spe-
ziellen Phénotyp und entwickeln spontan
Erkrankungen, wie Fettleibigkeit, Dia-
betes und Krebs. Fiitterte man die Mau-
se allerdings vor der Paarung und wih-
rend der Schwangerschaft mit einer be-
sonders methylreichen Erndahrung (Vit-
amin Bi2, Folsdure und Cholin), hatten
diese Nachkommen, die eine braune Fell-
farbe aufwiesen und weit weniger krank-
heitsanfallig waren. Es konnte dokumen-
tiert werden, dass diese spezielle Ernéh-
rung epigentische Modifikationen (ver-
mehrten Methylierung) des Agouti-Gens



Zusammenfassung - Abstract

induzierte und deshalb zu dessen Stumm-
schaltung fiihrte.

Ein weiteres Beispiel soll verdeutli-
chen, dass epigenetische Modifikationen
durch die Erndhrung induziert werden
kénnen. Bei den Honigbienen erhalt die
zur Konigin auserwihlte Larve aus den
sonst genetisch identischen Larven eine
spezielle Erndhrung und entwickelt sich
deshalb zur Konigin, d. h. sie wird als ein-
zige geschlechtsreif und lebt ldnger als die
Arbeiterinnen. Experimentell konnte ge-
zeigt werden, dass diese Erndhrung zu
diesem speziellen Zeitpunkt die Aktivitat
eines Enzyms, der DNA-Methyltransfera-
se 3 (DNMT3), hemmt, welches epigene-
tische Modifikationen vermittelt. Beson-
ders interessant ist, dass ein experimentel-
les Hemmen der DNMT3 in diesem Ent-
wicklungsstadium durch siRNA (,,small
interfering RNA®) samtliche Larven zu
Koniginnen heranreifen ldsst.

Schlussfolgerung

Zusammenfassend ist also das Epigenom
eine dem Genom {ibergeordnete Instanz
mit programmierbarer An- und Abschalt-
automatik, die dariiber entscheidet, ob
die Informationen bestimmter DNA-Re-
gionen genutzt oder unterdriickt werden.
Erst beide Instanzen zusammen, das Ge-
nom und das Epigenom, bilden den Ge-
samtdatensatz des Menschen und beein-
flussen den Phénotyp. Da epigenetische
Modifikationen leichter zu beeinflussen
sind als Anderungen in der Sequenz der
DNA und dariiber hinaus auch reversi-
bel sind, erdffnet sich ein neuer Weg, the-
rapeutisch in die Proteinexpression ein-
zugreifen. Um die Epigenomforschung
voranzutreiben, wurden deshalb welt-
weit Forderprogramme aufgelegt, wie das
190-Mio.-USs-“Roadmap Epigenomics
Program® der US-Gesundheitsbehor-
de NIH (,,National Institutes of Health®
2008-2014) oder das 30-Mio.-Programm
fiir ein Epigenetikkonsortium der Euro-
péischen Kommission. Ganz nach dem
Vorbild des HGP formierte sich dieses
Jahr auch ein Zusammenschluss interna-
tionaler Forscher zur Bildung des ,,Inter-
national Human Epigenome Consortium®
(IHEC).

Epigenetische Modifikationen
DNA-Methylierung

Die meist untersuchte und am besten be-
schriebene epigenetische Modifikation
ist die DNA Methylierung - die einzige
epigenetische Verdnderung direkt an der
DNA. Diese Modifikation beinhaltet zwei
Komponenten: zum einen das Enzym,
die DNA-Methyltransferase (DNMT),
welche die Methylierung vermittelt, und
zum anderen die Methyl-CpG-binden-
den Proteine (,,methyl-CpG binding pro-
teins‘, MECP2), die die transkriptionel-
le Repression verstirken. Bei der Methy-
lierung bindet die DNMT posttranskrip-
tionell an der Position 5 des Cytosinrings
kovalent eine Methylgruppe (CH,-Grup-
pe), wobei Methylcytosin entsteht. Cyto-
sin in der DNA kann also unverandert
oder in einer methylierten Version vorlie-
gen; allerdings wird Cytosin nur dann me-
thyliert, wenn direkt darauf die Base Gua-
nin folgt.

© Die DNA-Methylierung spielt
in zahlreichen physiologischen
Prozessen eine wichtige Rolle

Regionen im Genom mit erhohter Cy-
tosin-Guanin-Dichte werden CpG-In-
seln (,Cytosin-phosphatidyl-Guanin is-
lands®, ,,CpG-islands“) genannt. Das ein-
mal generierte Methylierungsmuster
einer Zelle wird bei jeder weiteren Tei-
lung beibehalten. De-novo-Methyltrans-
ferasen (DNMT3a und 3b) erkennen spe-
zifische Stellen in der DNA, welche es ih-
nen erlauben, Cytosin de novo zu methy-
lieren. Dies ist besonders wichtig in der
frithen Embryonalentwicklung, da durch
sie ein neues Methylierungsmuster auf-
gebaut wird. Dagegen fiigen Erhaltungs-
methyltransferasen (,,Maintenance-Me-
thyltransferasen, DNMT1) Methylgrup-
pen an solchen Stellen der DNA an, an
denen an einem DNA-Strang schon eine
Methylgruppe vorhanden ist, also wéh-
rend der Replikation. Dadurch wird das
Methylierungsmuster, welches einmal in
der Embryonalentwicklung aufgebaut
wurde, erhalten.

Die DNA-Methylierung spielt in zahl-
reichen physiologischen Prozessen eine
wichtige Rolle, so z. B. bei der Inaktivie-
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Zusammenfassung

Die Erbsubstanz aller Lebewesen besteht aus
DNA (,desoxyribonucleic acid”). Jede Zel-

le unseres Korpers enthdlt die gleiche gene-
tische Ausstattung. In embryonalen Stamm-
zellen ist eine gleichbleibende Anzahl Gene
aktiv, und die Zellen sind identisch in ihrem
Aufbau und ihrer Funktion. Sobald sich aber
unterschiedlich spezialisierte Zellen entwi-
ckeln (Differenzierung), unterscheiden sie
sich deutlich voneinander, wie z. B. Leber-
von den Nervenzellen. Diese Unterschie-

de gehen nicht auf Anderungen in der Se-
quenz der DNA zuriick, sondern darauf, dass
in verschiedenen Zellen unterschiedliche Ge-
ne aktiv sind. Das bedeutet, dass ganz ge-
zielt Informationen in der einen Zelle unter-
driickt werden miissen, die in anderen wie-
derum aktiv sind und so verhindert wird, dass
z. B. Muskelzellen Haare hervorbringen oder
Gehirnzellen Leberenzyme produzieren. Wie
kommt es, dass Gene in differenzierten Zel-
len ein gewebetypisches Set an Genen akti-
vieren, wahrend sie in anderen Zellen abge-
schaltet sind?

Schliisselworter
Epigenetik - DNA-Methylierung - Histon-(De-)
Acetylierung - Histon-Methylierung - MiRNA

Epigentics in rheumatic diseases

Abstract

The human genome comprises approximate-
ly 30000 genes needed for the formation and
function of approximately 1 Million proteins
in the human body. Differentiation leads to
the deactivation of genes that are not need-
ed in the specific tissues or cells. To regulate
the cell specific gene expression in normal
cells epigenetic modifications work in con-
cert with genetic mechanisms. In contrast to
genetic mutations, epigenetics encompass-
es the wide range of heritable changes in
gene expression that do not result from alter-
ation in the DNA sequence itself. A dysregula-
tion of epigenetic modifications results in dis-
eases such as cancer or autoimmune diseas-
es. Since these epigenetic modifications of
the DNA and the histones are reversible they
are good targets for novel therapeutic inter-
vention.

Keywords
Epigenetics - DNA methylation - Histone (de-)
acetylation - Histone methylation - MiRNA
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rung eines der beiden X-Chromosomen
(bei Frauen), dem genomischen Imprin-
ting (eine in der frithen Embryonalent-
wicklung stattfindende Prigung einzel-
ner Gene), der Stabilisierung der Chro-
matinstruktur, dem Alterungsprozess
und der Differenzierung von embryo-
nalen Stammzellen (fetale Entwicklung).
»Knock-out-Tiere", bei denen das Gen fiir
DNMT1 ausgeschaltet wurde, weisen bis
zu 90% weniger Methylierungen der DNA
auf und sterben frith in threr Embryonal-
entwicklung.

Epigenetische Modifikationen
bei Autoimmunerkrankungen

Dass epigenetische Modifikationen eine
Rolle bei der Pathogenese von Autoim-
munerkrankungen spielen, wurde zuerst
bei der Erkrankung systemischer Lupus
erythematodes (SLE) nachgewiesen [5].
Aufgrund der Beobachtungen, dass be-
stimmte Medikamente die Erkrankung
in genetisch pradisponierten Menschen
induzieren kénnen und eine inkomplet-
te Konkordanz bei genetisch identischen
Zwillingen besteht, lief} vermuten, dass
Umwelteinfliisse die Erkrankung indu-
zieren konnen. Es konnte gezeigt werden,
dass bei der Erkrankung eine fortschrei-
tende Demethylierung von Immunzellen
zur veranderten Genexpression und in-
folgedessen zur Autoreaktivitit von Lym-
phozyten fithrt.

Epigenetische Modifikationen
bei rheumatoider Arthritis

In der Tumorbiologie ist bekannt, dass
epigenetische Modifikationen wie Hy-
permethylierung von Tumorsuppressor-
genen und Hypomethlyierung von Pro-
toonkogenen zur Krebsentstehung fiih-
ren. Vergleichen wir die aggressiven und
invasiv wachsenden synovialen Fibro-
blasten von Patienten mit rheumatoider
Arthritis (RA), die dariiber hinaus noch
eine Apoptoseresistenz aufweisen, mit
Krebszellen, wird deutlich, warum die-
se Zellen als ,,tumordhnlich® bezeichnet
werden [6].
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== Es gibt immer mehr Hinweise, dass
epigenetische Modifikationen
auch bei der Pathogenese der RA
eine wichtige Rolle spielen.

Dies zeigen die folgenden Beispiele: Me-
thylierung im Promotor eines Gens, das
den Zelltod reguliert, ,death-receptor 3
(DR3) in RA-synovialen-Fibroblasten
(RASF) fithrte zur gesteigerten Apoptose-
resistenz dieser Zellen [7]. Weiterhin ha-
ben LPS- (Lipopolysaccharid-) stimulierte
Makrophagen von Patienten mit RA, die
besonders hohe Interleukin- (IL-)6-Werte
aufweisen, signifikant reduzierte Methy-
lierungsmarkierungen im IL-6-Promotor
[8]. Unsere Arbeitsgruppe konnte kiirzlich
zeigen, dass die DNA im synovialem Ge-
webe und in isolierten Zellen, den RASE
im Vergleich zu Osteoarthritis (OA) we-
niger stark methyliert ist. Eine verstarkte
Demethylierung der DNA kann aus ver-
minderter Enzymaktivitdt oder verstark-
tem Abbau resultieren. Unsere Gruppe
konnte belegen, dass RASF defizient sind
fiir das Enzym DNMT1 im Vergleich zu
OASF [9].

Wir wissen von der Tumorbiologie,
dass epigenetische Modifikationen eng
zusammen arbeiten mit anderen genre-
gulatorischen Mechanismen, wie miR-
NAs, und dass diese sich auch gegensei-
tig beeinflussen konnen [10]. Interessan-
terweise konnte Johanna Stanczyck von
unserer Gruppe zeigen, dass die The-
rapie von RASF mit 5-AZA die Expres-
sion einer regulatorischen RNA, micro-
RNA-203 (miRNA-203), induziert. Die
experimentell induzierte Expression die-
ser miRNA fiihrte zur verstarkten Pro-
duktion matrixdegenerierender Enzy-
me (MMP-1) und dem NF-«xB- (,,nuclear
factor kappa B“-) abhidngigen Anstieg des
inflammatorischer Zykokins IL-6 [11].
Beide Produkte sind charakteristisch fiir
den aggressiven und invasiven Phénotyp
der RASE.

Das Zusammenspiel von epigeneti-
schen Modifikationen und regulatori-
schen, nicht-Protein-kodierenden RNAs,
wie z. B. den miRNAs, bietet vielfaltige
Moglichkeiten fiir neue therapeutische
Interventionen, die uns bisher nicht zur
Verfiigung standen [12]. Auf Epigentik ba-
sierende Therapien ermdglichen uns nun
auch, neben den entziindungsvermittel-

ten Immunzellen auch die invasiven syn-
ovialen Fibroblasten zu behandeln, die bei
den bisherigen Therapien weniger im Fo-
kus standen.

Epigenetische Veranderungen
der Histone

Epigenetische Verdnderungen der Histo-
ne werden durch Acetylierung/Deacety-
lierung, Phosphorylierung, Methylierung,
ADP-Ribosylierung und Sumoylierung
vermittelt.

Histonacetyltransferase (HAT)
Bei der Acetylierung von Histonprotei-
nen ersetzt eine Histonacetyltransfera-
se (HAT) die positive Ladung der Kern-
proteine (Lysinreste) durch eine von Ace-
tyl-Coenzym A stammende ungelade-
ne Acetylgruppe. Daraus folgt eine De-
stabilisierung der Chromatinstruktur, da
die negativ geladene DNA (Phosphatrest)
nicht mehr von den Histonen elektrosta-
tisch gebunden werden kann. Es kommt
zu einer lokalen Lockerung der sonst stark
aufgewundenen DNA, die ermdglicht,
dass Transkriptionsfaktoren oder ande-
re DNA-bindende Molekiile an die DNA
binden konnen. HAT-Enzyme arbeiten in
Multienzymkomplexen. Die bekanntesten
Familien sind die
== ,Gcns-related N-acetyltransferases®
(GNATs: Gens, PCAF),
== ,p300/CREB-binding protein®-
(CBP-)HATS und
== die ,MYST-related“-HATs (MOZ,
YBF2/SAS3, TIP60).

Dariiber hinaus haben einige Transkrip-
tionsfaktoren intrinsische HAT-Funktio-
nen, wie z. B. SRC-1, ACTR und TIF2.

== UbermiRBige oder verminderte
Acetylierung fiihrt nachweislich
zur Tumorbildung.

Aber auch andere Erkrankungen wie
Asthma werden auf gestorte Acetylie-
rungsprozesse, wie Hyperacetylierung
von Histonen zuriickgefiihrt [13].

Histondeacetyltransferase (HDAC)

Gegenspieler dieser Enzyme sind die His-
tondeacetyltransferasen (HDACs), die die
Acetylgruppen wiederum durch einen
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positiv geladenen Lysinrest austauschen.
Diese enzymatische Reaktion erméoglicht
wieder die feste elektrostatische Bindung
der Histone an die DNA. Das so induzier-
te Verschlieflen der DNA fiihrt zu einer
Repression der Genexpression. Aufgrund
struktureller Ahnlichkeiten mit Proteinen
aus der Hefe kann man die verschiedenen
Isoformen der HDACs in Gruppen ein-
teilen. Zum einen gibt es zinkabhéngige
HDAGC:s der Klassen 1, 2 und 4.
== Die Klasse 1 HDACs besteht aus den
Isoformen 1, 2, 3, und 8. Diese sind im
Zellkern lokalisiert.
== Die Klasse 2 HDACs besteht aus den
Isoformen 4, 5, 6, 7, 9 und 10.
== HDAC 11 bildet eine eigene Klasse,
die Klasse 4.

Beide, Klasse-2- und -4-HDACs lie-
gen vor allem im Zytoplasma vor, kon-
nen aber auch in den Nukleus transfe-
riert werden. Bereits geringe Anderungen
der Proteinkonzentration bzw. der Akti-
vitat fiir HDACs konnen immunologi-
sche Reaktionen dirigieren. Zum Beispiel
hemmt HDAC 11 im Zellkern von Makro-
phagen die Transkription von IL-10 und
provoziert somit entweder eine Aktivie-
rung oder Toleranz in CD4-positiven T-
Zellen [14].

HATs und HDACs bei
Tumorerkrankugen
Genexpressionsanalysen ergaben, dass
die Aktivitdt von HATs und HDACs in
vielen Tumoren verdndert ist. Durch das
Ungleichgewicht dieser Enzyme werden
die Regulierungsmechanismen von Pro-
liferation und Zelltod aufler Kraft gesetzt.
Die Folge ist ein vermehrtes Wachstum
maligne verdnderter Zellen. Durch Inhi-
bition der HDAC kann das urspriingliche
Gleichgewicht wieder hergestellt wer-
den. Klasse 1, 2 und 4 der HDACs kon-
nen durch chemische Inhibitoren (HDA-
Ci), wie Trichostatin A (TSA), das zu den
Hydroxaminsduren gehort, in ihrer Akti-
vitat gechemmt werden. HDAC-Inhibito-
ren passen genau in das katalytische Zen-
trum der HDAC:s, das von einer lipophi-
len Enzymtasche mit einem zentralen
Zinkatom umgeben ist. Der HDAC-In-
hibitor bildet dann mit dem Zinkatom,
das fiir die enzymatische Reaktion es-
senziell ist, einen Chelatkomplex. TSA
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ist ein natiirlich vorkommender Inhibi-
tor fiir Klasse 1, 2 und 4 HDACs und wird
experimentell als Referenzsubstanz ver-
wendet, da es zu den potentesten der bis-
her entdeckten HDAC-Inhibitoren zahlt.
TSA wurde als Fungizid aus Streptomy-
ces hygroscopicus isoliert, wird aber we-
gen des Verdachts mutagen zu sein und
wegen fehlender Spezifitit nicht klinisch
eingesetzt.

Die Entwicklung weiterer und vor al-
lem isotypspezifischer Inhibitoren zu the-
rapeutischen Zwecken bei Krebserkran-
kungen stehen im Fokus der pharmazeu-
tischen Industrie [15, 16]. Sie greifen, an-
ders als Zytostatika, selektiv in die Regu-
lierung von Tumorzellen (Proliferation,
Zelltod) ein, wohingegen normale Zellen
weitgehend unbeeinflusst bleiben. Dies
erklért die niedrige Toxizitat im Vergleich
zu anderen Chemotherapeutika. SAHA
(Vorinostat) ist ein kiinstlich hergestellter
Pan-HDAC-Inhibitor und ein zugelasse-
nes Medikament fiir die Krebstherapie
[17]. Es wird zur Behandlung des myelo-
dyplastischen Syndroms eingesetzt. Eine
andere Substanz, die im Nachhinein als
HDAC-Inhibitor identifiziert wurde, ist
das seit Jahren verwendete Antiepilepti-
kum Valproat.

HATs und HDACs wurden nach
ihrem Hauptsubstrat benannt. Sie haben
aber neben den Histonen noch ein brei-
tes Substratspektrum. Beide modifizie-
ren auch Nicht-Histon-Proteine und wir-
ken dadurch ebenfalls regulierend auf die
Genexpression. HATs und HDACs kon-
nen z. B. die Aktivitit von Transkrip-
tionsfaktoren wie ps53, nukledre Trans-
portproteine oder Strukturproteine der
Zelle, wie Tubulin, mit ihrer enzymati-
schen Funktion verdndern und so ent-
scheidend in den Metabolismus der Zel-
le eingreifen.

Zusammengefasst sind HATs und
HDAC:s die enzymatischen Komponen-
ten hochmolekularer Multiproteinkom-
plexe mit Aktivator- oder Repressorak-
tivitat. Allerdings konnen HATs und
HDAC:s ihrerseits posttranskriptionell
modifiziert werden, was dann ihre Ak-
tivitdt gegeniiber Histonen und Nicht-
Histon-Proteinen, die zelluldre Lokali-
sation und die Interaktion mit anderen
DNA-bindenden Molekiilen beeinflus-
sen kann.

HATs und HDACs bei

rheumatischen Erkrankungen
Inwieweit HATs und HDACs zur Patho-
genese rheumatischer Erkrankungen bei-
tragen, soll anhand der folgenden Beispie-
le verdeutlicht werden. In unterschiedli-
chen Tiermodellen konnte gezeigt wer-
den, dass die Therapie mit HDAC-Inhi-
bitoren (TSA und SAHA) die Induktion
der Arthritis entweder verhindern konn-
te bzw. die Symptome stark abgemildert
wurden [18]. Deshalb wurden HDAC-In-
hibitoren zur Behandlung von inflamma-
torischen Autoimmunerkrankungen vor-
geschlagen, obwohl die genaue Wirkungs-
weise nicht bekannt ist.

© Die Gesamt-HDAC-Aktivitit
im synovialen Gewebe von
RA-Patienten ist vermindert

Unsere Arbeitsgruppe konnte nachwei-
sen, dass die Gesamt-HDAC-Aktivitit
im synovialen Gewebe von Patienten mit
RA geringer ist als die von OA-Patien-
ten oder von Gesunden. Weiterhin konn-
ten wir auch eine Reduktion der Isofor-
men HDAC1 und HDAC:2 in diesen Ge-
weben aufzeigen [19]. Aufgrund dieser Er-
gebnisse ist eine Behandlung der RA-Pa-
tienten mit HDAC-Inhibitoren eher nicht
indiziert. Da wir eine Verminderung der
HDAC-AKktivitit um 75% beobachteten,
ist es aber nicht auszuschliefSen, dass eine
Restaktivitat auf HDAC-Inhibitoren an-
sprechen konnte. Es ist auch nicht auszu-
schliefen, dass die Wirkung der HDAC-
Inhibitoren im Tiermodell durch Nicht-
Histon-Proteine vermittelt sein konnte.
Acetylierung und Deacetylierung sind
hoch dynamische Prozesse — inwieweit
diese auch durch Medikamente und Er-
nihrung zu beeinflussen sind, ist bisher
noch nicht vollstandig untersucht [20].
Auch in anderen rheumatischen Er-
krankungen tragt ein Ungleichgewicht
an HATS und HDACs zur Pathogene-
se bei. In Chondrozyten von Patienten
mit Osteoarthritis konnte eine iibermai-
ige Produktion an HDAC1 und HDAC2
nachgewiesen werden [21], die eine ver-
minderte Produktion an knorpelspezi-
fischen Proteinen (Aggrecan, Kollagen
Typ 2) zur Folge hatte. Auch eine tiber-
maflige Produktion von HDACy7 wurde
in Knorpelzellen von OA-Patienten be-



schrieben. Ein experimentelles Vermin-
dern von HDAC7 in diesen Zellen mit
siRNA unterdriickte die IL-1-induzier-
te Expression von Matrix-Metalloprotei-
nase 13 (MMP-13; [22]). Unsere Arbeits-
gruppe konnte zeigen, dass das expe-
rimentelle Ausschalten von HDAC7 in
Hautfibroblasten von Patienten mit sys-
temischer Sklerose (SSc) die Produk-
tion an extrazelluldrern Matrixprotei-
nen deutlich vermindert. Diese Befunde
konnten im Tiermodell der Bleomycin-
induzierten Hautfibrose bestitigt wer-
den, wobei eine deutliche Reduktion der
extrazelluliren Matrix in der Haut zu be-
obachten war [23].

Klasse-3-HDACs

Eine eigene Gruppe bilden die HDACs
der Klasse 3. Dabei handelt es sich um
zinkunabhéngige NAD-abhingige En-
zyme, die so genannten Sirtuine, be-
stehend aus 7 Isoformen. Diese Gruppe
der HDAGC: ist nicht TSA-sensitiv. Sirtui-
ne haben in den letzten Jahren eine beson-
ders hohe Aufmerksambkeit erhalten, da
sie an der Regulierung von Alterungsvor-
gingen, Zelltod (Apoptose) und Stressre-
sistenz beteiligt sind und so eine Rolle bei
Erkrankungen, wie Alzheimer, M. Par-
kinson, Diabetes mellitus und Adiposi-
tas spielen. Fabienne Niederer aus unse-
rer Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die
Isoformen Sirt-1 und Sirt-4 in RASF vs.
OASEF verstarkt exprimiert sind und eine
Rolle bei der Signaliibermittlung des un-
spezifischen Immunsystems spielen [24].
In Chondrozyten reguliert Sirt-1 die Ex-
pression von knorpelspezifischen Genen
und den Zelltod [25].

Methylierung von Histonen

Die Methylierung von Histonen ist ein
sehr dynamischer und flexibler Pro-
zess. Deren Lysin- und Argininreste
konnen einfach, doppelt oder gar drei-
fach methyliert werden. Im Gegensatz
zur DNA-Methylierung induzieren His-
tonmethylierungen, je nachdem wo sie
stattfinden, transkriptionelle Repres-
sion (H3K9, H3k27, H4K20) oder tran-
skriptionelle Aktivierung (H3K4, H3K36,
H3K79; [26]). EZH2 (,,enhancer of Zeste
homologue 2%) ist die katalytische Kom-
ponente der hoch konservierten Histon-
methyltransferase ,,polycomb repressi-

ve complex 2“ (PRC2), die Lysin 27 von
Histon 3 methyliert und zur Genrepres-
sion beitragt. EZH2 ist bei verschiede-
nen Krebserkrankungen {iberexprimiert
[27]. Im Gegenzug dazu entfernt die
»Jumonji C-domain protein“- (Jmjds-)
Histondemethylase H3K27-Methylierun-
gen. Dabei induziert sie den Transkrip-
tionsprozess. Diese Demethylase spielt
auch eine Rolle bei der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen mit positi-
ven ,anti-neutrophil cytoplasmic auto-
antibodies“ (ANCA). Hierbei ist Jmjd3
iiberexprimiert und H3K27 vermindert
zu finden bei den fiir diese Erkrankung
charakteristischen Genen fiir Proteina-
se 3 (PR3) und Myeloperoxidase (MPO;
[28]).

© Jmjd3 reguliert die
Genexpresseion bei
entziindlichen Prozessen

Jmjds ist fir uns von besonderem Inter-
esse, da es nach mikrobieller Stimulation
durch den Transkriptionsfaktor NF-«kB
induziert wird und so die Genexpressi-
on bei entziindlichen Prozessen reguliert.
Michelle Trenkmann von unsere Arbeits-
gruppe konnte nachweisen, dass die Me-
thyltransferase EZH2 in RASF vs. OASF
konstitutiv aufreguliert ist und durch in-
flammatorische Zytokine wie Tumor-Ne-
krose-Faktor- (TNF-)a induziert werden
kann [29].

Die Rolle der microRNAs

Da die Regulation der methylierten und
(de-)acetylierten Enzyme durch eine neue
Klasse von Regulatoren, den microRNAs
(miRNAs) moduliert wird, gilt es in dieser
kurzen Ubersichtsarbeit dariiber hinaus,
die wichtige Rolle der miRNAs niher zu
beschreiben. Hier kurz zur Biogenese von
miRNAs: miRNAs sind kleine (19-30 Nu-
kleotide) endogene, einstrangige, nicht-
Protein-kodierende RNAs (ncRNAs), die
posttranskiptionell die Expression von
Genen regulieren konnen. Dieser Mecha-
nismus der Genregulation ist hoch kon-
serviert und kommt in dhnlicher Form
im Genom von Tieren, Pflanzen, Pilzen
und Viren vor. Es wird vermutet, dass bis
zu 1% des humanen Genoms fiir miRNAs
kodiert, bisher sind etwa 800 miRNAs im
Menschen beschrieben.

miRNAs spielen eine Rolle bei physio-
logischen wie auch pathologischen Pro-
zessen, da sie Bereiche wie Zellzyklus,
den Zelltod, Himatopoese, immunolo-
gische Reaktionen und Angiogenese bei
Krebserkrankungen regulieren. Die Bio-
genese verlduft in zwei unterschiedlichen
Kompartimenten. Im Nukleus wird das
Primértranskript, bis zu 1 kb, durch die
RNA-Polymerase II transkribiert. Die-
ses Primartranskript wird noch im Nuk-
leus von der Endonuklease Drosha wei-
ter prozessiert in eine 70 Nukleotide um-
fassende Vorldufer-miRNA mit Haarna-
delstruktur (,,stem-loop“). Dieses Pro-
dukt wird dann ins Zytoplasma trans-
portiert und weiter durch Dicer, einem
RNAse-1I-Enyzm, zu einem kurzen dop-
pelstrangigen Duplexmolekiil verarbei-
tet. Das Duplexmolekiil wird dann in
den ,,RNA-induced silencing complex*
(RISC) eingeschleust und entwunden,
wobei die fertige miRNA entsteht, die an
ihr Zielgen binden kann.

miRNAs fithren auf zwei Wegen zur
Hemmung der Proteinsynthese: Eine un-
vollstindige Bindung an die Ziel-mRNA
fihrt zu deren Degradation. Dagegen
fithrt eine unvollstindige komplementire
Bindung zur Hemmung der Translation.
Unsere Arbeitsgruppe konnte eine erh6h-
te Expression der miR-155, miR-146 und
miR-203 in RASF nachweisen. Die Aufre-
gulierung dieser miRNAs induziert den
aggressiven und invasiven Phéanotyp die-
ser Zellen, da sie zur Expression inflam-
matorischer Zytokine wie TNF-a und IL-
6 und MMP-Produktion (MMP-1, -3) bei-
tragen.

== Zusammen mit epigenetischen
Modifikationen stellen miRNAs eine
weitere Option dar, therapeutisch
in die Genexpression einzugreifen.

Erste klinische Tests mit gegen miRNA
gerichtete RNA-Analoga zur In-vivo-An-
wendung laufen mit miR-122 [30]. Diese
»antagomirs“ sollen die Replikation von
Hepatitisviren in Schimpansen hemmen.
Es ist das erste Medikament, fiir das nun
Kklinische Studien der Phase I laufen.
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Leitthema

Fazit fiir die Praxis

== Epigenetische Modifikationen kon-
nen Zelleigenschaften bzw. den Pha-
notyp beeinflussen, kdnnen weiter-
vererbt, aber auch wieder riickgangig
gemacht werden.

== Das Epigenom entscheidet, ob die In-
formationen bestimmter DNA-Regio-
nen genutzt oder unterdriickt wer-
den.

== Epigenetische Modifikationen eroff-
nen neue Wege fiir therapeutische
Interventionen, z. B. gegeniiber inva-
siven synovialen Fibroblasten.

== HATs und HDACs konnen posttran-
skriptionell modifiziert werden, wo-
durch ihre Aktivitdt gegeniiber Histo-
nen und Nicht-Histon-Proteinen, die
zelluldre Lokalisation und die Inter-
aktion mit anderen DNA-bindenden
Molekiilen beeinflusst werden kann.

== MiRNAs spielen eine Rolle bei physio-
logischen wie auch pathologischen
Prozessen. Sie stellen eine Option dar,
therapeutisch in die Genexpression
einzugreifen.
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