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Als sogenannter zweiter Code werden epigenetische Informationen gespeichert und sogar an
Nachkommen vererbt. Um eine epigenetische Information zu entschlusseln, wird heute die
Chromatin-Immunprazipitation angewendet. Dies ist eine Methode, welche sich hervor-
ragend eignet, den Lernenden sowohl epigenetische Mechanismen naherzubringen als
auch das naturwissenschaftliche Protokollieren als fachspezifische Arbeitsweise zu ver-
tiefen. Beim Protokollieren eines Experimentes erwerben Ihre Schiilerinnen und Schiler
Kompetenzen, wie epigenetische Muster heute identifiziert werden. Sie erlangen damit
hochaktuelles Fachwissen sowie eine neue Methode zur Erkenntnisgewinnung. Durch
die Gestaltung eines Erklarvideos in einem Peer-to-Peer-Projekt wird das neu erworbene
Fachwissen gefestigt sowie die Medienkompetenz gefordert.
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Erkennen des epigenetischen Codes durch
Chromatin-Immunprazipitation

Fachwissenschaftliche Hinweise

Es ist fir Schilerinnen und Schiiler verwunderlich, dass sich die Metamorphosestadien
eines Insekts oder die Organe eines Lebewesens so stark voneinander unterscheiden,
obschon ihre Zellen jeweils ein identisches Genom besitzen. Lange vertrat die Genetik
die Ansicht, dass allein der genetische Code die Struktur und Funktion einer jeden Zelle,
und damit auch die Auspragung des gesamten Organismus, festlegt. Um den Gestalt-
wandel wahrend einer Metamorphose oder die unterschiedliche Physiologie von Orga-
nen zu erkldren, kommt heute der epigenetische oder regulatorische Code mit ins Spiel.

Die Epigenetik als Teilgebiet der Molekularbiologie untersucht, welche Faktoren die Akti-
vitat eines Gens und damit die Entwicklung der Zelle zu bestimmten Zeiten festlegen. Sie
erforscht Anderungen der Genfunktion, die nicht auf Veranderungen der Basensequenz
der DNA, durch Mutation oder Rekombination beruhen und dennoch an Tochterzellen
weitergegeben werden. Die Expression des Codes, so wissen wir heute, kann durch die
Aktivierung von DNA-Abschnitten oder durch Genstilllegung beeinflusst werden. Solche
Aktivitatsmuster des genetischen Codes konnen Uber Generationen weitergegeben wer-
den, sie sind vererbbar. Die Zelle hat verschiedene Moglichkeiten, epigenetische Schalter
des Genoms zu nutzen. Neben der RNA-Interferenz, RNAi oder auch RNA-Silencing, und
der DNA-Methylierung spielt die Histonmodifikation eine wichtige Rolle. Die Veranderun-
gen an Histonproteinen werden im Folgenden in den Fokus gerlckt.

Die Verpackungsform der DNA ist das Chromatin. Es besteht aus Nukleosomen. Ein
Nukleosom stellt eine Einheit aus einem DNA-Abschnitt und einem Histonoktamer
dar. Das Oktamer setzt sich wiederum aus vier verschiedenen Histonen H2A, H2B, H3
und H4 zusammen, die jeweils doppelt vorkommen. Um einen solchen Proteinkomplex
winden sich 146 oder 147 Basenpaare der DNA. Durch die Aufwicklung der DNA um den
Histonkomplex verkirzt sich deren Lange von 68 nm auf 10 nm, also um fast ein Siebtel.
Auf diese Weise kann die fadenformige DNA, die sich aus Millionen von Basenpaaren
zusammensetzt, platzsparend im Zellkern angeordnet werden.

Dicht gepackte DNA, wie sie im Heterochromatin vorliegt, geht mit einer verminderten
Genexpression einher, da die raumliche Unzuganglichkeit der stark aufgewickelten DNA
eine Wechselwirkung mit Transkriptionsfaktoren und anderen Molekiilen der Transkrip-
tionsmaschinerie erschwert.
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B: Zitat aus ,Die kleine Raupe Nimmersatt”

[...] “Sie war nicht mehr hungrig, sie war richtig satt. Und sie war auch nicht mehr klein,
sie war grol§ und dick geworden. Sie baute sich ein enges Haus, das man Kokon nennt
und blieb darin mehr als zwei Wochen lang. Dann knabberte sie sich ein Loch in den

Kokon, zwdngte sich nach drauRen und...war ein wunderschoner Schmetterling!”
© Eric Carle, 1969, Verlag Gerhard Stalling, Oldenburg

C: Schiilergesprach

/

/Wenn ich die Raupe mit dem\\

Schmetterling vergleiche, sehe ich /Aber wie sollsich denn das Genom wih-
zwei verschiedene Tiere, die unter- rend der Verpuppung dndern? Nein, ich
schiedliche Nahrung zu sich neh- glaube nicht, dass sich das Genom von
men, anders aussehen, sich unter- Raupe und Schmetterling unterscheidet.
schiedlich fortbewegen und ein Unsere Organe haben ja auch unter-
ganzlich anderes Leben fiihren. Sie schiedliche Formen und Funktionen,
entstammen zwar derselben Eizelle, obwohl ihre Zellen das gleiche Genom
aber das Genom der beiden Tiere besitzen. Es muss einen anderen Grund

\muss sich doch verandert haben. j \ﬂjr die Verschiedenartigkeit geben. /

Aufgabe

1. Erldutern Sie den Ablauf der vollstandigen Verwandlung, der Metamorphose, von
Schmetterlingen.

2. Beschreiben Sie den Gedankengang der beiden Schilerinnen und Schiler und for-
mulieren Sie die zugrundeliegende naturwissenschaftliche Frage. Tauschen sie sich
mit einem Lernpartner aus.

3. Stellen Sie Hypothesen auf, wie die Verdnderung des Erscheinungsbildes von Raupe
und Schmetterling auf molekulargenetischer Ebene zu erkldren sein kdnnte. Stellen
Sie ihre Vermutungen dem Plenum vor.

Do DO
Do Do
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Zellkernproteine, die aus einem globuldren Zentrum und einem flexiblen, endstandigen
Molekilarm, engl. histone tail, bestehen, der raumlich aus dem Nukleosom herausragt.
Diese ,Histonschwanze” der acht Histone eines Nukleosoms enden, wie alle Proteine
von Eukaryoten, mit einer freien Aminogruppe (-NH,), dem N-Terminus. Die N-termi-
nalen Aminosauren in Histonschwanzen sind oft Lysin und Arginin. Da diese basischen
Proteinenden aus dem Nukleosom herausragen, stehen sie fur Interaktionen mit ande-
ren Molekdlen zur Verfligung. Dies konnen Methylgruppen (-CH,) oder Acetylgruppen
(~CO—CH,) sein. Die Ubertragung dieser Molekiilgruppen auf , Histonschwanze” wird Me-
thylierung beziehungsweise Acetylierung genannt. Je nachdem welche Molekilgruppe
an den Histonen eines Nukleosoms chemisch gebunden ist, werden die aufgewickelten
Gene aktiviert oder stumm geschaltet. Die Methylierung und Acetylierung bestimmen
damit das Aktivitatsmuster der Gene. Gebundene Methyl- und Acetylgruppen stellen
damit einen relativ leicht veranderbaren 2. Code dar, der quasi iber den grundstandigen
genetischen Code der Basensequenz der DNA gelegt ist.

B: Epigenetische Mechanismen

Epigenetische Mechanismen werden
beeinflusst von:

+  Umweltchemikallen
+  Entwicklung

+  Medikamente

v Alter

* DAt

Gesundheitliche Aspekte:
*  Krebs

«  Autolmmunkrankheiten
+  Psychische Stdrungen
+ Diabetes

Epigenetischer
Faktor (z. B.

Acetylgruppe)

CHROMATIN

Met n
CHROMOSOM @ igrippe

DNA-Methylierung
Eine Methylgruppe kann die DANN
markierenund Gene inaktivieren,

Histonschwanz

Gen . Histonschwanz

DNA zuganglich, Gen aktiv

Histonmodifikation

Histone sind Proteine, um die sich Das Binden epigenetischer Faktoren an Histone
die DNA winden kann. Dies dient Histon verdndert das Ausmal der DNA, die um die
dem Verpackenund der DNA unzuganglich, Gen inaktiv Histone gewilckeltist, und die Verfligbarkeit der
Genregulation. Gene In der DNA, die aktiviert werden kénnen.

verdndert nach: National Institutes of Health/wikimediacommons gemeinfrei
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Protokoll
1. Fixieren und Vernetzen (Crosslinking)

Um epigenetische Schalter untersuchen zu konnen, werden embryonale Zellen ver-
schiedener Modellorganismen mit 1-2prozentigem Formaldehyd fixiert. Durch das Ver-
netzungsmittel wird die DNA kovalent an das Protein gebunden. Diese Vernetzung von
Proteinen und DNA schiitzt sie vor weiteren Einflissen. Mittels Detergenzien werden
die Zellen dann lysiert und das Chromatin aus Kernhdlle und Zellmembran freigesetzt.

2. Zerkleinern (Shearing)

Mithilfe von Ultraschall wird die DNA in diesem Schritt fragmentiert. Die Nukleosomen
des Chromatins werden auseinandergerissen. Die Bruchstiicke haben eine Lange von
etwa 150 bp oder einfacher Vielfachen davon.

3. Chromatin-Immunprazipitation (ChIP)

Die DNA-Proteinfragmente werden nun zusammen mit Antikorpern, die eine bestimmte
Histonmodifikation erkennen kénnen, inkubiert. Durch seine Affinitat bindet ein Anti-
kdrper ein spezifisches Antigen in der Lésung des Zelllysats. Die Antikorper binden pass-
genau an Histon-proteine, die hier eine Antigenfunktion haben. Damit werden jene Gen-
abschnitte markiert, die mit der gesuchten Histonmodifikation assoziiert sind.

Die entstehenden Antikérper-Protein-Komplexe werden durch Agarosekugeln aus der
Losung ausgefallt. In der Regel ist der Antikdrper an eine solche feste Phase, das Agaro-
seklgelchen, gekoppelt. Ein bestimmtes Antigen wird auf diese Weise mitsamt seinen
Interaktionspartnern, den Koprazipitaten, aus dem Gemisch ausgefallt. In diesem Fall ist
der Interaktionspartner der Histone der assoziierte DNA-Abschnitt.

Eine Zentrifuge trennt dann die verschiedenen Komponenten des Reaktionsgemisches.
Es folgen einige Waschschritte. Da die Agarosekiigelchen nur als Selektionshilfe dienen
und im weiteren Verlauf stéren wirden, werden sie durch Salzzugabe aus der Losung
ausgefallt.
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