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DN A-Methylierung : 
Geninaktivierung durch sequenzspezifische DNA-Methylierungen 

Voo Walter Doerfler* 

Bei molekularbiologischen Untersuchungen eukaryotischer Organismen spielt die Aufkla- 
rung der an der Regulation der Genexpression beteiligten Mechanismen eine wichtige Rol- 
le. Alle Zellen eines Organismus enthalten die gleichen Gene, unterscheiden sich aber im 
Muster der Genexpression. Es gibt viele Hinweise darauf, daB das Expressionsmuster von 
Tumorzellen und normalen Zellen villlig verschieden ist. Ein eingehend untersuchtes mole- 
kulares Signal zur Regulation der Genexpression in Eukaryonten ist ein modifiziertes Nu- 
cleotid mit der Base 5-Methylcytosin (5-mC). An gut charakterisierten eukaryotischen Sy- 
stemen konnte gezeigt werden, daR das Einfugen von 5-mC in spezifische Sequenzen, insbe- 
sondere in die Promotor-Regionen, eine Geninaktivierung bewirken kann. Studien an vira- 
len und anderen eukaryotischen Systemen halfen, die Beziehung zwischen Ursache und 
Wirkung zu erkennen. Inaktive Gene sind haufig in der Promotor-Region hypermethyliert, 
aktive Gene sind hypomethyliert. Der biochemische Mechanismus, der einer Geninaktivie- 
rung durch Methylierungen spezifischer DNA-Sequenzen zugrunde liegt, konnte noch nicht 
aufgeklart werden. Es ist vorstellbar, daB Promotor-Methylierungen die Bindung zellularer 
F'roteine beeinflussen, die am Erkennen des Promotors eines Gens beteiligt sind. Struktur- 
veranderungen durch Methylierung der DNA in Promotor-Regionen kijnnten ebenfalls eine 
wichtige Rolle spielen. Wahrscheinlich ist die DNA-Methylierung ein Signal, das zur Lang- 
zeitinaktivierung von Genen fiihrt, da  man annehmen mul3, daR DNA-Methylierungsmu- 
ster nur durch DNA-Replikation und gleichzeitige spezifische Inhibierung postreplikativer 
Methylierungen verlndert werden k6nnen. 

1. Einleitung 

Der primare genetische Code, die Nucleotidtripletts in 
Desoxyribonucleinsaure (DNA), und seine Rolle bei der 
Bestimmung der Aminosauresequenz in Proteinen sind 
weitgehend erforscht"]. Vergleicht man den genetischen 
Code mit den aus der Linguistik bekannten Prinzipien''], 
so kijnnte man ihn dem Vokabular einer Sprache gleichset- 
Zen. Die Kenntnis des Vokabulars einer Sprache gibt je- 
doch noch keine Hinweise auf ihre grammatischen und 
syntaktischen Eigenarten. Entsprechend geniigt die Kennt- 
nis des primaren genetischen Codes noch nicht, um die 
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Genexpression und ihre Regulation zu verstehen. Viele 
Molekularbiologen widmen sich heute der Erforschung 
der regulatorischen Signale des genetischen Codes (sekun- 
dare und tertilre Codierung). Besonders in hoheren Orga- 
nismen, den Eukaryonten, scheinen diese Regulationsprin- 
zipien des genetischen Codes kompliziert zu sein. In die- 
sem Aufsatz sol1 die mijgliche Funktion eines scheinbar 
einfachen genetischen Signals, des modifizierten Nucleoti- 
des 5-mC, charakterisiert werden. Experimente mit eukaryo- 
tischen Systemen ergaben, daB 5-mC als wesentlicher Be- 
standteil spezifischer Nucleotidsequenzen eine wichtige . 
Rolle bei der langfristigen Inaktivierung eukaryotischer 
Gene spielen kann (Ubersi~htsartikel~'"~). 

Der Codierungs- und Signalwert der vier Desoxyribo- 
nucleotid-Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin 
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in naturlich vorkommenden DNAs kann durch spezifische 
Modifikationen erganzt werden. In DNA findet man mo- 
difizierte Nucleotide mit den Basen 5-mC und N6-Methyl- 
adenin (N6mA). Das Auftreten weiterer modifizierter Nu- 
cleotide in DNA kann nicht ausgeschlossen werden, ist 
aber mit den iiblicherweise benutzten Techniken nur 
schwer nachweisbar (siehe Abschnitt 2). 

NHZ NH-CH, J?y 
N 
H 

5-Methylcytosin (5-mC) N6-Methyladenin (N"mA) 

In DNA aus Prokaryonten findet man 5-mC und N6mA, 
in DNA hoherer Eukaryonten kommt vorwiegend 5-mC 
vor. Die biologischen Funktionen von 5-mC und N6mA 
waren lange Zeit ein Ratsel. Allein daB sie einen Schutz 
gegen Restriktionsendonucleasen in Mikroorganismen bie- 
ten, gilt als sicher[']. In fast allen Fallen konnen Restrik- 
tionsendonucleasen[*] DNA an Nucleotidsequenzen, die 
spezifisch methyliert sind, nicht schneiden (Tabelle I),  da 
eine Wechselwirkung zwischen Restriktionsendonucleasen 
und methylierter DNA nicht mbglich ist. Es gibt jedoch in- 
teressante Ausnahmen von dieser Regel. Das Restriktions- 
endonucleasenpaar DpnI und DpnII aus Diplococcus pneu- 
moniae ist isoschizomer, d. h. beide Enzyme erkennen die 
Nucleotidsequenz 5'-GATC-3' und schneiden an dieser 
Stelle. Die Aktivitat von DpnI ist davon abhangig, o b  
N6mA in der Erkennungssequenz vorhanden ist; DpnII 
wird hingegen durch dieses modifizierte Nucleotid voll- 
standig inhibiertl'] (Tabelle 1). Dieses Beispiel zeigt, daD 
scheinbar unerhebliche Modifizierungen wie die Methyl- 
gruppe in N6mA einen positiven oder negativen EinfluD 
auf die Wechselwirkung zwischen spezifischen Proteinen, 
in diesem Fall Restriktionsendonucleasen, und DNA aus- 
uben kdnnen. Die Richtung des Einflusses eines Modula- 
tors ist also a priori nicht festgelegt, sie scheint entschei- 
dend von der Nucleotidsequenz und der Art der Protein- 
DNA-Wechselwirkung abzuhiingen. 

Tahelle I .  Restriktionsendonucleasen werden durch sequenzspezifische 
DNA-Methylierung hlockiert [a]. 

Enzym Ursprung Erkennungs- Modifizierte 
sequenz [h] refrakttre 

Sequenz 

a) 5-mC-sensitiv 
Hhal  Haemophilus haemnlyricus 
Hpa I I Haemophilus parainfluenzae 
Msp I 1 ''1 Moraxella species 
BsuRI Bacillus subtilis R 

b) NhA-sensitiv 
Eco R I 

!;:;} [c] Diplococcus pneumoniae 
Dpnll Diplococcus pneumoniae 
Tuql Thermus aquaficus YTI 

Escherichia coli RY 13 
Moraxella bovis 

G C G T  
C'CGG 
CLCGG 
GG'CC 

G' AAITC 
%ATC 
G'"A'TC (!) 
G A ~ T C  
T ~ C G A  

G"CGC 
C"CGG 
"CCGG 
GG"CC 

GA"A7TC 
G"ATC 
GATC (!) 
G"ATC 
TCC"A 

[a] Diese Tdbelle zeigt Beispiele methylierungssensitiver Restriktionsendo- 
nucleasen. [h] Die Sequenz f i r  einen Strang ist in der Richtung 5'-3' darge- 
stellt. Die vertikalen Pfeile bezeichnen die Phosphodiester-Bindung, die ge- 
spalten wird. Alle dargestellten Sequenzen sind palindromisch. [c] Isoschizo- 
mere Restriktionsendonucleasen, die die gleiche Sequenz erkennen und spal- 
ten. 

DNA-Methylierungen oder Veranderungen spezifischer 
Muster von DNA-Methylierungen scheinen auch bei der 
Reparatur von DNA, bei der genetischen Rekombination, 
bei der Viruslatenz, bei der Differenzierung, bei der Inakti- 
vierung eines der X-Chromosomen und moglicherweise 
auch bei Veranderungen, die zur Transformation von Zel- 
len zu Tumorzellen fuhren, beteiligt zu sein. Insbesondere 
bei den angefuhrten komplexen biologischen Prozessen ist 
anzunehmen, daB Veriinderungen der DNA-Methylie- 
rungsmuster direkt oder indirekt die Expression spezifi- 
scher Gene oder Gengruppen beeinflussen konnen. Veran- 
derte Expressionsmuster einer Zelle konnen komplexe 
Veranderungen im funktionellen Phanotyp differenzierter 
Zellen oder Tumorzellen bewirken. 

In diesem Beitrag wird zusammenfassend uber die Er- 
gebnisse berichtet, die gezeigt haben, daD bei den hbheren 
Eukaryonten DNA-Methylierungen an spezifischen Se- 
quenzen in der Promotor- und 5'-Region eines Gens zur 
Inaktivierung des Gens fuhren konnen. Dabei kann der 
inaktivierende Effekt von 5-mC auf Gene durch Modula- 
tion spezifischer Protein-DNA-Wechselwirkungen an spe- 
zifischen Sequenzen der Promotor-Region eines Gens 
(siehe Abb. l), durch strukturelle Veranderungen der DNA 
oder durch Kombination beider Vorgange zustande kom- 
men. Da aktive Demethylierung von DNA bis jetzt nicht 
eindeutig nachzuweisen war, konnen DNA-Methylierungs- 
muster nur durch DNA-Replikation und gleichzeitige In- 
hibierung der ,,Maintenance"-DNA-Methyltransferasen 
(siehe Abschnitt 2) verandert werden. Es ist deshalb anzu- 
nehmen, daD Methylierungen spezifischer Nucleotide in 
der Promotor-Sequenz eines Gens zu dessen langfristiger 
Inaktivierung fuhren. In diesem Zusammenhang ist wich- 
tig hervorzuheben, daD ein Gen naturlich auch ohne Pro- 
motor-Methylierung inaktiviert werden kann, z. B. einfach 
aufgrund spezifischer Protein-DNA-Wechselwirkungen in 
spezifischen Promotor-Regionen. Zusatzliche Methylie- 
rung der Promotor-Region dient wahrscheinlich zur Siche- 
rung der Langzeit-Inaktivierung. Unmethylierte Promotor- 
Regionen garantieren nicht die Genaktivitat: ,,Eine unver- 
schlossene Tiir ist nicht zwangslaufig off.5n"1'01. 

Uber DNA-Methylierung und ihre moglichen biologi- 
schen Funktionen ist in den letzten Jahren sehr vie1 publi- 
ziert worden. Es ist hier nicht beabsichtigt, einen vollstan- 
digen Uberblick uber dieses interessante Gebiet zu geben, 
da  zahlreiche Uber~ichtsartikeI[~-~. 10-181 und drei Monogra- 
phien von Taylor['91, Trautner[*'] sowie Razin, Cedar und 
Riggs["] zum Thema verbffentlicht wurden. Dieser Beitrag 
sol1 stattdessen eine kritische Darstellung neuerer Ent- 
wicklungen auf diesem Forschungsgebiet sein. 

2. Grundlagen der DNA-Methylierung 

Methoden zum Nachweis methylierter Basen in DNA 
sind in Tabelle 2 zusammengefaBt. In DNA, besonders ho- 
herer Eukaryonten (Wirbeltiere), findet man 5-mC uber- 
wiegend in der Dinucleotidsequenz CpG, weniger hiiufig 
in den Dinucleotidsequenzen CpC, CpT oder CpAI"'; in 
S h g e r - D N A  sind sogar bis zu 90% des vorkommenden 
5-mCs im Dinucleotid CpG. Es ist interessant, daB das Di- 
nucleotid CpG in der DNA von Eukaryonten statistisch 
auffallend unterreprasentiert istt3'I. In der DNA von Wir- 
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Tabelle 2. Methoden zum Nachweis methylierter Basen in DNA. 

I .  Saurehydrolyse von DNA gefolgt von 
a) zweidimensionalen chromatographischen oder chromatographischen 

b) Hochdruck-Flussigkeitschromatographie, z. B. [23] 
c) Massenspektrometrie 
Nachteile: Niedrige Sensitivitat, keine Sequenzspezifitaten. 

men mit Southern-Transfer [24] und DNA-DNA-Hybridisierung. 
a) isoschizomere Restriktionsendonucleasen [25] [a] 
b) Vergleich einzelner Restriktionsendonucleasen [b] mit klonierten Ge- 

Nachteile: Analyse ist auf bestimmte Sequenzen beschrankt. Nicht alle 

und elektrophoretischen Verfahren [22] 

2. Analyse durch methylierungssensitive Restriktionsendonucleasen zusam- 

nen [4) 

5-mC-Gruppen werden erfa5t. 
3. Genomische Sequenzierung (,,genomic sequencing") [26] 

Direkte Bestimmung aller S-mC-Reste in einer DNA-Sequenz 
Nachteile: Analyse ist beschrankt auf kurze Sequenzen (ca. 100-200 Nu- 

cleotide). 
4. Immunologische Methoden - Antiseren gcgen 5-mC 

Nachteile: Spezifitat fraglich. 

[a] ZellulBre DNA wird mit Hpoll oder Mspl (Tabelle 1) gespalten, die beide 
an der 5'-CCCG-3'-Sequenz schneiden. S'-C"CGG-3' kann nicht von HpoII, 
5'-"CCGG-3' nicht von Mspl geschnitten werden. So ist es mdglich, die 
5'-CCGG-3'-Sequenzen von den methylierten Formen der gleichen Sequenz 
zu unterscheiden. Nach der Spaltung werden DNA-Fragmente durch Elek- 
trophorese auf  Agarose- oder Polydcrylamidgelen getrennt, auf Nitrozellulo- 
sefilter ubertragen, und spezifische Sequenzen kdnnen durch Hybridisierung 
mit dem ["PI-markierten [27], klonierten Gen und durch Autoradiographie 
erkannt werden. - [b] Fur die meisten der Sequenzen. die 5-mC enthalten, 
stehen keine isoschizomeren Restriktionsendonucleasenpaare zur Verfiigung. 
Bis zu einem gewissen Grad kann man trotzdem diese Modifikationen erken- 
nen. Das zu analysierende Gen mu8 kloniert und in einem E.-coli-Stamm 
hochgezogen werden, der fur C-Methylierungen defizient ist (mec- [ZS]). 
Das Spaltungsmuster des klonierten, nicht methylierten Gens wird dann mit 
der Genomsequenz verglichen, z. B.: Methylierung der 5'-GCGC-3'-Sequenz 
(5'4"CGC-3') kann durch Benutzung der methylierungssensitiven Restrik- 
tionsendonuclease HhoI festgestellt werden. 

beltieren macht das CpG-Dinucleotid 1% aller Dinucle- 
otide aus, statistisch waren 4% zu erwarten. Im allgemei- 
nen entsprechen die in der Natur vorkommenden Nucle- 
otidsequenzen nicht einer statistischen Verteilung der vier 
Nucleotide; Nucleotidsequenzen sind vielmehr das Ergeb- 
nis zahlreicher funktioneller Optimierungsprozesse. Die 
Tatsache einer Selektionierung gegen das CpG-Dinucle- 
otid in der DNA von Eukaryonten weist bereits auf seine 
spezielle funktionelle Bedeutung hin. Gestiitzt wird diese 
Vermutung durch die Entdeckung, da13 vorwiegend dieses 
Dinucleotid methyliert wird, und da13 gerade diese Modifi- 
zierung das Gen inaktivieren kann. 

Es wird auch angenommen, daB die Unterreprasentation 
des CpG-Dinucleotids in der DNA von Wirbeltieren am 
hohen Methylierungsgrad des Cytosins in diesem Dinucle- 
otid liegt und an der Tendenz von 5-mC zu Thymin des- 
aminiert zu werden. Dadurch kann es zu einer Umwand- 
lung des CpG-Dinucleotids in TpG kommen["I. 

Obwohl das CpG-Dinucleotid in der DNA von Wirbel- 
tieren stark unterreprasentiert ist, findet man Haufun- 
gen von CpG-Dinucleotiden am 5'-Ende des Globin- 

und am 5'- und Promotor-Ende der El-Region von 
Adenovirus-Typ- 12(Ad 12)- und Adenovirus-Typ-2(Ad2)- 
DNAL4.'-']. Auffallend haufig tritt CpG auch in der N l h e  
vom ,,major histocompatibility complex" (MHC) bei Mau- 
sen und Menschen, am 5'-Ende des Dihydrofolat-Reduk- 
tase-Gens der Maus und des a-2-Kollagen-Gens des 
H u h n ~ [ ~ ~ '  auf. Uber die Bedeutung dieser CpG-Haufungen 
kann man bisher nur spekulieren. 

Die DNA-Methylierung erfolgt postreplikativ und wird 
durch spezifische Enzyme, die DNA-Methyltransferasen, 

katalysiert. Einige dieser DNA-Methyltransferasen aus 
Prokaryonten wurden hochgereinigt und genau charakteri- 
siert. Uber die DNA-Methyltransferasen von Eukaryonten 
wei8 man erheblich weniger'".351. Die DNA-Methyltrans- 
ferasen benutzen S-Adenosylmethionin (SAM) als Methyl- 
gruppendonor. Funktionell kann man zwei Typen von 

ry. N N  

HO dH 
S-Adenosylmethionin (SAM) 

DNA-Methyltransferasen unterscheiden, obwohl unge- 
klart ist, ob es tatsachlich zwei Enzyme gibt: 1) De-novo- 
DNA-Methyltransferasen methylieren spezifische Sequen- 
Zen unmethylierter DNA. 2) ,,Maintenance"-DNA-Me- 
thyltransferasen erkennen hemimethylierte DNA, d. h. ein 
doppelstrangiges DNA-Molekiil, in dem nur einer der 
Strange Methylgruppen enthalt. Solch ein hemimethylier- 
ter Doppelstrang entsteht, wenn nach DNA-Replikation 
nur einer der beiden DNA-Strange methyliert ist. Mainte- 
nance-DNA-Methyltransferasen erkennen methylierte Ba- 
sen in  hemimethylierter DNA und methylieren Cytidinre- 
ste in der symmetrisch gegeniiberliegenden Position im un- 
methylierten DNA-Strang (Abb. I). 

3' -CC - CC - 5' 
m 

DN A-Repli kation 

3'-CC -GC -5'  

+ 
5'- CC - CC - 3' 

3' - CC -GC -5' 
" I  

Maintenance- 
DNA- Methyltransferasen 

b) ~-cicC-GCGC-3' 

3' -- G G q - C q i - 5 ~  

de -novo - DNA- / Meth y 1: nrferasen 

m 
5' -cccG -ccGC - s 

m m 
3' -WCC -cCCC - 5 '  

Abb. I .  a) Maintenance- und b) de-novo-DNA-Methylierung IS]. 
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Aus Untersuchungen an einem viralen System ergab sich 
der direkte Nachweis fur das Vorkommen von de-novo- 
Methylierung bei Eukaryonten. Virale Systeme haben 
uberhaupt eine groDe Rolle bei der Aufkllrung der Funk- 
tion sequenzspezifischer DNA-Methylierungen in Sauger- 
systemen ge~pielt[~! Die DNA menschlicher Adenoviren 
ist z. B. nur methyliert, wenn die virale DNA in die Wiks- 
DNA langere Zeit integriert ist[36-381 (Tabelle 3). DNA aus 
Virionen (Vir~spartikeln)~'~.~~.~~~ oder extrachromosomale 
Formen intrazellularer viraler DNA sind nicht methy- 
l i e ~ t [ ~ . ~ ' l .  Diese Befunde fuhrten zu dem SchluD, daD Ade- 
novirus-DNA erst einige Zeit nach der Integration[M4s1 in 
die DNA der Wirtszelle de-novo-methyliert wird. Es ist 
noch ungeklart, wie die DNA-Methyltransferasen des 
Wirts ,,informiert" werden, v i d e  DNA-Molekiile, die erst 
kurze Zeit vorher in die Wirts-DNA eingebaut wurden, in  
sequenzspezifischen Mustern zu ~ n e t h y l i e r e n [ ~ * . ~ ~ . ~ ~ I .  Da 
die parentale virale DNA keine 5-mC-Gruppen enthalt, 
mu0 die Methylierung in diesem Fall de  novo erfolgt 
sein. 

Tdbelle 3. DN A-Methylierung des Genoms menschlicher Adenoviren [a] 

Art der Adenovirus-DNA Methylierungsgrad Lit. 

DNA in Viruspartikeln 
verpdckt 
Freie virale DNA in 
infizierten SBugerzellen 
(produktive oder abortive 
Systeme), parental und 
auch neu synthetisiert 
lntegrierte Adenovirus- 
DNA in etablienen Zel- 
linien 

lntegrierte Adenovirus- 
DNA in erst kurzlich 
induzierten Tumoren 

Nicht methyliert @I (22, 
23, 391 

Nicht methyliert P O ,  411 

Methyliert in hochspe- 140. 42-45] 
zifischen Mustern: Aktive 
Gene sind hypo-, inaktive 
hypermethyliert 
Hypomethyliert. AllmBh- 137, 381 
liches Ansteigen der DNA- 
Methylierung mit der 
Anzahl der Passagen 
der Tumorzellen. Zunahme 
der Methylierung ist 
nicht willkiirlich. 

(a] Die einzige methylierte Base ist 5-mC 122, 231. [b] Grenze der Erkennbar- 
keit <0.04% 5-mC [23]. 

Die Genome einiger cytoplasmatischer DNA-Viren, z. B. 
des lridovirus FV3 (Froschvirus 3), sind stark methyliert, 
in mehr als 20% aller Cytidinreste liegt 5-mC v0r1491. FV3 
codiert seine eigene DNA-Methyltransferase, die die virale 
DNA im Cytoplasma der infizierten Zelle modifizierttSo1. 

Von groaer Wichtigkeit ist die Frage, o b  eukdryotische 
Zellen iiber einen enzymatischen Mechanismus zur aktiven 
Demethylierung verfugen. Uber aktive Demethylierung in 
Extrakten aus dem Kern von Maus-Erythroleukamiezellen 
ist berichtet wordenls'l. Sollte es in Zellen keine Moglich- 
keit zur aktiven Demethylierung geben, bliebe als einziger 
Weg zur Veranderung spezifischer Methylierungsmuster 
durch Entfernen von Methylgruppen die DNA-Replika- 
tion und die gleichzeitige spezifische Inhibierung der 
Maintenance-DNA-Methyltransferasen. Der Mechanis- 
mus fur die spezifische Veranderung von Methylierungs- 
mustern bliebe ungeklart, auch wenn eine ,,Demethylase" 
gefunden wiirde. 

Es stellt sich noch ein weiteres interessantes Problem: 
Die DNA-Replikation bei Saugern verlauft zeitlich haufig 
bimodaltsz1, d. h. eine bestimmte Gruppe von Genen, die 

sogenannten Haushaltsgene, die in praktisch jeder Zelle 
aktiv sind, werden wahrend der ersten Halfte der S-Phase 
des Zellcyclus repliziert und gewebespezifische Gene, die 
nur in bestimmten Organen exprimiert werden, z. B. das 
lnsulingen in den B-Zellen der Langerhansschen Inseln im 
Pankreas, replizieren in den Zellen friih, in denen sie ex- 
primiert werden und spat in Geweben, in denen sie norma- 
lerweise nicht exprimiert werden. Als Folge dieser zeitlich 
spezifischen Replikationsmuster bestimmter Gengruppen 
werden diese Gene vorubergehend hemirnethyliert bleiben 
(siehe Abb. I), wenigstens solange, bis sie durch Mainte- 
nance-DNA-Methyltransferasen wieder vollstandig me- 
thyliert werden. Es stellt sich die Frage, ob diese Gene 
wahrend dieses Zwischenzustandes der Hemimethylierung 
fur kurze Zeit exprimiert werden konnen. So ktinnte es SO- 

gar fur inaktive Gene im klassischen Sinne dieses Konzep- 
tes ein enges, zeitlich begrenztes Fenster geben, in dem sie 
aktiv werden konnten. Urn diese Moglichkeiten weiter zu 
untersuchen, ist es wichtig herauszufinden, ob hemimethy- 
lierte Gene aktiv oder inaktiv sind. 

In mehreren Laboratorien untersucht man zur Zeit die 
Moglichkeit, ob spezifische DNA-Methylierungen spezifi- 
sche Protein-DNA-Wechselwirkungen verandern konnen. 
Vor kurzem wurde ein Protein aus menschlicher Placenta 
gereinigt, das etwas besser a n  5-mC-reiche DNA-Sequen- 
zen bindetlS3l. Ohne Zweifel wird die gerade begonnene 
Forschungstatigkeit auf diesem interessanten biochemi- 
schen Gebiet weiterhin erheblich zunehmen. 

3. Die Grundstruktur eukaryotischer Gene 

Einige der hier prasentierten Konzepte werden besser 
verstandlich sein, wenn zuvor die Grundstruktur eukary- 
otischer Gene1s4.551 erklirt worden ist. Ein eukaryotisches 
Gen besteht aus der am 5'-Ende der DNA gelegenen Kon- 
trollregion und dem eigentlichen Gen, das am 3'-Ende zu 
finden ist (Abb. 2). Die Bezeichnungen 5' und 3' beziehen 

nicht 
translatierte 
5'-Region 

nicht 
translatierte 
3-Region 

Kontrollregion Strukturgen 1 (Enhancer) I 

Promotor und 
5' Reo i o n I lranokription 

Cap Poly-A 
Abb. 2. Schematische Darstellung des Aufhaus eukaryotlrchcr Cicnt. mit 
Transkription und Prozessieren. 

sich auf die Positionen auf dem codierenden Strang des 
DNA-Molekuls, und nach der gangigen Konvention wird 
5 ' -+3 '  von links nach rechts geschrieben wie Text in euro- 
paischen Sprachen. Der Teil der Kontrollregion, an den 
die transkribierenden Enzyme binden, wird Promotor ge- 
nannt. Die Kontrollregion ist durch die ,.TAATAAA- 
(GoldherCI-Hognes~-)Box", die ,,Cap-Stelle" (Initiierung 
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der Transkription) und die ,,upstream“ (5’) gelegenen 
Kontrollelemente charakterisiert. Diese Bestandteile sind 
essentiell fur die Genexpression, insbesondere weil sie spe- 
zifische Protein-DNA-Wechselwirkungen ermoglichen; 
die genauen biologischen Funktionen dieser Wechselwir- 
kungen sind aber noch nicht bekannt. An den Hauptteil 
des eukaryotischen Gens schliellen sich 5’- und 3’-Regio- 
nen an, die nicht fur Proteinsequenzen codieren. Am 3‘- 
Ende des Gens liegt ein ATAAA-Signal, das die Ankniip- 
fung eines Polyadenylsaurerestes an die mRNA vermittelt. 
Der Hauptteil des Gens besteht aus Introns (intervenie- 
rende Sequenzen), die wahrend des Umbaus des primaren 
Transkriptionsproduktes (hnRNA= hochrnolekulare nu- 
cleare RNA) zur mRNA durch SpleiBen herausgeschnitten 
werden; die Exons (exprimierte Sequenzen) werden dabei 
rniteinander verkniipft. Das rnRNA-Molekiil wird mit dern 
ersten funktionellen AUG-Triplett beginnend translatiert. 
Genau genommen besteht das funktionelle Gen nur aus 
der Sumrne der Exons. Die Rolle der nicht translatierten 
5‘- und 3‘3equenzen (zwischen der Cap-Stelle und dern 
AUG-lnitiationscodon bzw. jenseits des Terminationsco- 
dons) ist nicht bekannt. Die DNA-Sequenzen, deren Funk- 
tion durch spezifische Methylierung rnoduliert wird (Gen- 
inaktivierung), liegen in der Promotor- und 5‘-Sequenz ei- 
nes Gens. 

4. Welche Befunde stutzen die These, 
sequenzspezifische DNA-Methylierung fuhre zur 
Geninaktivierung? 

Die ersten Spekulationen uber Zusammenhange zwi- 
schen DNA-Methylierung und Kontrolle der Genaktivitat 
gehen auf das Jahr 1964 zuruck’s61 und basierten auf Unter- 
suchungen von Bakteriensystemen. 1975 wurden klarer de- 
finierte Hypothesen formuliert und ein Bezug zu hoheren 
Eukaryonten h e r g e ~ t e l l t [ ’ ~ - ~ ~ ~ .  Wenig spater wurde die Ver- 
mutung, inaktive Gene seien hyper-, aktive Gene hypome- 
thyliert, experimentell bestatigt. Solche inuersen Korrelutio- 
nen1431 wurden in verschiedenen eukaryotischen Systemen 
in vielen Laboratorien beobachtet. Da die experimentellen 
Befunde schon wiederholt zusammenfassend beschrieben 
worden sind‘”‘], sol1 hier darduf nur kursorisch eingegan- 
gen werden. 

4.1. Zusammenhang zwischen DNA-Methylierung und 
Genexpression: Inverse Korrelationen 

Inverse Korrelationen zwischen dem AusmaS der DNA- 
Methylierung und dem Grad der Expression eines be- 
stimmten Gens wurden in verschiedenen Systernen durch 
Analyse einer Anzahl eukaryotischer und viraler Gene 
nachgewiesen. Da diese Studien bisher hauptsachlich auf 
S‘-CCGG-3’- und 5‘-GCGC-3’-Sequenzen beschrankt wa- 
ren, konnte man nicht erwarten, daR diese Korrelation 
ohne Ausnahme bei allen untersuchten Genen existiert, 
denn auch andere CG enthaltende Sequenzen konnten a n  
der Kontrolle beteiligt sein. Das Auffinden solcher inver- 
ser Korrelationen erlaubt noch nicht zu entscheiden, o b  

DNA-Methylierung der Grund oder die Folge der Gen- 
inaktivierung ist. 

Inverse Korrelationen wurden durch das Studium von 
DNA-Methylierungen eines bestimmten Gens in verschie- 
denen Organen eines Organismus oder durch Untersu- 
chungen viraler Systeme . n  I 
einem bestirnrnten Gen, das in einern Organ exprimiert 
wurde, waren viele der 5’-CCGG-3’-Sequenzen nicht me- 
thyliert; in anderen Organen, die dieses Gen nicht expri- 
rnierten, waren diese Sequenzen vollstandig methyliert. 

Virale Systeme lieferten bernerkenswert klare Resultate. 
In integrierten viralen Genornen waren nicht exprimierte 
Gene hypermethyliert, transkribierte Gene wiesen hinge- 
gen einen niedrigeren Grad der DNA-Methylierung auf. 

Tdbelle 4. Inverse Korrelation zwischen DNA-Methylierung und E2a-Ex- 
pression in den Zellinien HEl, HE2 und HE3. 
~ ~ ~ ~ ~ _ _ _ _ _ _  ~ 

Zellinie E2a-Gene und mRNA E2a- Methylierung 
(73) spate Promotoren [74] Protein (40) von 14 CCGG- 

[Uj ,  die in inte- (751 Sequenzen im E2a- 
grierter Form Gen 
persistieren 

HE1 + 
HE2 + 
HE3 + 

In Tabelle 4 sind Beispiele von Ad2-transformierten Zelli- 
nien aufgefuhrt. In dieser Aufstellung werden Expression 
und Methylierung des E2a-Gens der integrierten Ad2- 
DNA miteinander v e r g l i ~ h e n [ ~ ~ ] .  Es wurden vor allem die 
5’-CCGG-3’-Regionen untersucht, da  das isoschizomere 
Restriktionsendonucleasenpaar HpaIl und zur 
Verfiigung stand, das eine Bestimmung des Methylierungs- 
grades aller S’-CCGG-3’-Sequenzen in DNA errnoglichte. 
Bei vielen Genen scheint der Methylierungsgrad dieser Re- 
gionen von spezieller Bedeutung zu sein. In  einigen FPI- 
len[37.451 fanden sich inverse Korrelationen zwischen Gen- 
expression und Methylierungsgrad des 5’-CpG-3’-Dinu- 
cleotids auch in der Sequenz 5’-GCGC-3’, der Erkennungs- 
sequenz der Restriktionsendonuclease H h I .  

Die inverse Korrelation zwischen Genaktivitat und 
DNA-Methylierung von 5’-CCGG-3‘- und Sf-GCGC-3’-Se- 
quenzen gilt, wie zu erwarten, nicht ohne Ausnahme. Be- 
vor solchen scheinbaren Diskrepanzen Bedeutung zuge- 
messen werden kann, mull sichergestellt werden, daO die 
Methylierungmuster des betreffenden Gens eingehend 
analysiert wurden. Bei manchen Genen konnten DNA- 
Methylierungen an anderen als den HpalI- oder HhaI- 
Schnittstellen bei der Regulation von Bedeutung sein. Un- 
gewohnliche Methylierungmuster wurden fur die durch 
Ostrogen induzierbaren Vitellogenin-Gene A1 und A2 in 
Hepatocyten von Xenopus lueuis beoba~htet‘’~~. Diese Gene 
sind stark methyliert, obwohl sie exprimiert werden kon- 
nen, wslhrend andere Xenopus-laevis-Gene die ublichen 
inversen Korrelationen zeigen. 

4.2. Keine Expression in-vitro-methylierter Gene 

Das Aufstellen von Korrelationen kann in der Biologie 
interessante Fragen aufwerfen, es bringt aber keinerlei 
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Hinweis auf die Beziehung zwischen Ursache und Wir- 
kung. Um zu entscheiden, ob DNA-Methylierung die Ur- 
sache oder die Folge der Geninaktivierung ist, wurden in- 
vitro-methylierte klonierte Gene in den Kern von Xeno- 
pus-laevis-O~zyten'~~~~'~ oder in S a u g e r ~ e l l e n ' * ~ - ~ ~ ~  injiziert 
und die Aktivitaten dieser Gene gemessen. Gene, die an 
spezifischen Stellen rnethyliert waren, wurden nicht expri- 
miert. Die Benutzung sequenzspezifischer de-novo-DNA- 
Methyltransferasen aus prokaryotischen Organismen er- 
moglichte die Ermittlung spezifischer Sequenzen, die an 
der Kontrolle der Genexpression beteiligt sind. Die in- 
vitro-Methylierung anderer Sequenzen, wie der 5'-GGCC- 
3'-Sequenz, beeinfluaten die Genexpression n i ~ h t l ' ~ . ~ ~ ' .  
Diese Resultate, die an verschiedenen Systemen und in 
verschiedenen Laboratorien gewonnen wurden, stutzten 
die Annahme, da8 spezifisch rnethylierte Sequenzen eine 
wichtige Rolle bei der Regulation der Genexpression spiel- 
ten. Weiterhin zeigten diese Beobachtungen, dal3 spezifi- 
sche DNA-Methylierung die Transkription inhibiert - we- 
nigstens bei den untersuchten Genen - und nicht eine 
Folge der Geninaktivierung ist. 

Andere Autorenissl benutzten eine DNA-Methyltransfe- 
rase aus Rattenleber, die alle CpG-Dinucleotide eines pro- 
viralen Moloney-Mausleukamie-DNA-Klones methylierte. 
Die biologische Aktivitat der methylierten Klone war im 
Transfektionstest urn drei GroBenordnungen reduziert, 
wogegen Methylierungen von 35 5'-CCGG-3'-Sequenzen 
durch die prokaryotische DNA- Meth yltrans ferase Hpa I I 
einen schwacheren Effekt ausiibte. Wurden dagegen Poly- 
oma-DNA oder SV40-DNA an allen CpG-Dinucleotiden 
durch das gleiche Rattenleberenzym in vitro methyliert, 
blieben die viralen DNAs unverandert infektioslS6'. Bei 
diesen Experimenten konnte allerdings noch nicht ausge- 
schlossen werden, daB die transfizierte DNA repliziert und 
dadurch demethyliert worden war. Das klonierte Maus- 
leukamie-Provirus wurde durch Methylierung rnit der 
DNA-Methyltransferase HpaIl  nur geringfiigig inakti- 
~ i e r t ' ~ ' ~ .  Offensichtlich unterscheiden sich die methylierba- 
ren, fur die Expression relevanten Sequenzen bei den ein- 
zelnen Genen erheblich. 

Nach unseren Erfahrungen ist es auI3erst wichtig, daa  
Arbeiten uber in-vitro-Methylierung von Adenovirus-Ge- 
nen eine eingehende Untersuchung des Methylierungsgra- 
des des gleichen Gens, aber in transformierten Zellen inte- 
griert, v o r a ~ s g i n g [ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ]  . D a  nur zwei hochgereinigte 
DNA-Methyltransferasen, HpaII und HhaI, fur diese Stu- 
dien zur Verfugung standen, muDte zunachst sichergestellt 
werden, daB die 5'-CCGG-3'- und 5'-GCGC-3'-Regionen 
tatsachlich an der Regulation dieses speziellen Gens betei- 
ligt sind, d. h. in-vivo-Studien waren eine wichtige Voraus- 
setzung fur die Planung der in-vitro-Untersuchungen. Ent- 
scheidend war ferner, daB die in-vitro-DNA-Methylierung 
von Genen vollstandig erfolgt war, bevor die Transkrip- 
tionsaktivitat dieser Gene getestet wurde. Der Methylie- 
rungsgrad wurde durch Spaltung rnit den Restriktionsen- 
donucleasen HpaIl, Mspl oder HhaI, gefolgt von Sout- 
hern-Bl~tting['~I und Hybridisierungsexperimenten, iiber- 
pruft. Die spezifische in-vitro-DNA-Methylierung und die 
Analyse der Auswirkungen dieser Modifizierungen auf die 
Genexpression wurden, wie in den Abschnitten 5 und 6 ge- 
zeigt wird, noch verfeinert. 

4.3. Hemmung von DNA-Methyltransferasen 
durch 5-Azacytidin 

Weitere Hinweise auf die Rolle der DNA-Methylierung 
bei der Regulation der Genexpression wurden durch Stu- 
dien mit dem Cytidinanalogon 5-Azacytidin (Desoxyribo- 
nucleosid) erhalten. 

NH2 
A Jq 
I 

Das modifizierte Nucleosid kann in DNA eingebaut, 
aber nicht in 5-Position rnethyliert werden. Die inhibitori- 
sche Wirkung von 5-Azacytidin auf die DNA-Methylie- 
rung beruht aber vorwiegend auf seiner Fahigkeit, die Ak- 
tivitaten der DNA-Methyltransferasen und anderer En- 
zyme zu hemmenlx7-901. In verschiedenen Systemen war es 
moglich, abgeschaltete Gene zu aktivieren und zu expri- 
mieren'y"-'41. Im Originalbericht iiber die genaktivierende 
Eigenschaft des 5-Azacytidins wurde die Aktivierung einer 
komplexen Gruppe zellularer Funktionen beschrieben, die 
zur in-vitro-Differenzierung von Mausfibroblasten zu 
Muskelzellen fiihrte, die in Kultur kontrahierten''". Spezi- 
fische Gene konnten durch Behandlung rnit 5-Azacytidin 
sogar bei und beim M e n ~ c h e n ' ~ ~ ]  angeschaltet 
werden. So stimulierte 5-Azacytidin die foetale Hamoglo- 
binsynthese bei anamischen Pavianen, und es verbesserte 
selektiv die y-Globinsynthese bei Patienten rnit pC-Thalas- 
samie; die Demethylierung der beteiligten y-Globingene 
konnte nachgewiesen ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  Da 5-Azacytidin fur den 
Menschen hochtoxisch ist, sollten Patienten nicht behan- 
delt werden, ohne vorher Gefahren und Vorteile in jedem 
einzelnen Fall genau abzuwagen. 

Es ist nicht zu erwarten, daB alle abgeschalteten zellula- 
ren Gene durch Behandlung von Zellen mit 5-Azacytidin 
reaktiviert werden konnen. Abwesenheit von DNA-Methy- 
lierung scheint eine notwendige aber nicht ausreichende 
Voraussetzung fur die Genaktivierung zu sein[37.67.9x.991 . E t- 
was so Essentielles wie die Genaktivitat ist wahrscheinlich 
mehreren regulatorischen Mechanismen unterworfen, zu 
denen auch die spezifische DNA-Methylierung zahlt. So 
kann die Behandlung mit 5-Azacytidin, j e  nach Art der 
Inaktivierung eines bestimmten Gens, zur Aktivierung die- 
ses Gens oder einer Gruppe von Genen fiihren oder auch 
nicht; z. B. konnten die inaktiven, hypermethylierten, spa- 
ten viralen Gene in einer Ad12-transformierten Hamster- 
zellinie (T637), in der die viralen Gene in das Wirtsgenom 
integriert waren, rnit 5-Azacytidin nicht aktiviert werden, 
obwohl sich eine Veranderung des DNA-Methylierungs- 
musters nachweisen lieB[331. In Hamsterzellen werden 
,,spate" Gene von Ad12 ohnehin nicht exprimiert['061. Die 
Interpretation der durch Induktion mit 5-Azacytidin erziel- 
ten Resultate ist wahrscheinlich komplizierter als bisher 
angenommen, d a  die Toxizitat dieser Verbindung zusatzli- 
che, bisher kaum verstandene Auswirkungen auf die Zelle 
haben kann. 
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In in-vitro-Untersuchungen inhibierten chemische Car- 
cinogene den Transfer von Methylgruppen auf hemime- 
thylierte DNA durch DNA-Methyltransferasen aus der 
Milz der Maus. Vielleicht fiihren carcinogene Verbindun- 
gen durch eine Vielzahl von Mechanismenl’”O1 zu erblichen 
Veranderungen der DNA-Methylierungsmuster und veran- 
dern dadurch die Muster der Genexpression in Tumorzellen. 

5. Wirkung der spezifiscben Methylierung von 
Promotor- und 5’-Ende viraler Gene 

In vielen eukaryotischen und viralen Systemen geht die 
Abwesenheit von DNA-Methylierung an den 5’-Enden 
undloder Promotor-Regionen eines Gens mit der Aktivitat 
desselben einher[45,98.99.t0’-’051. Das Vitellogenin-Gen des 
Huhns kann durch Ostrogenbehandlung aktiviert werden, 
und diese Aktivierung ist von einer Demethylierung der 
5’-CCGG-3’-Region am 5‘-Ende dieses Gens begleitet[’041. 
Die Transkription eines Gens wird vor allem uber sein 
Promotor- und 5’-Ende reguliert; deshalb erscheint es 
plausibel, daR hauptsachlich DNA-Methylierungen an die- 
sen Stellen die Genexpression beeinflussen. Innerhalb der 
Promotor-Region k6nnen wahrscheinlich unterschiedliche 
Sequenzen fur die Regulation verschiedener Gene von Be- 
deutung sein. 

‘9” ‘T” a )  

Wir haben den Methylierungsgrad vieler 5‘-CCGG-3’- 
und 5’-GCGC3’-Sequenzen in integrierten Adenovirus- 
Genen dreier Ad 1Ztransformierter Harn~terzellinien[~’l ge- 
nau analysiert. Die meisten der friihen viralen Gene wur- 
den in diesen Zellinien exprimiert (horizontale Pfeile in 
Abb. 3). Die 5’- und Promotor-Regionen dieser Gene wa- 
ren an den 5’-CCGG-3’- (0 in Abb. 3) und an den 
S’-GCGC-3’-Sequenzen (in Abb. 3 nicht gezeigt) nicht me- 
thyliert. Der Grad der Methylierung der 3‘-Hauptteile der 
friihen viralen Gene korreliert mit der Aktivitiit dieser 
Gene nicht immer. Die 5’-CCGG-3’- und 5’-GCGC-3’-Se- 
quenzen der integrierten spiten viralen Gene, die in diesen 
Zellinien nicht exprimiert werden, sind alle methyliertr43.4’1 
(Ergebnisse in Abb. 3 nicht gezeigt). In der Zellinie 
HA12/7 (Abb. 3) wird die E3-Region nicht exprimiert 
(kein horizontaler Pfeil) und die 5‘-CCGG-3‘- und 
5’-GCGC-3’-Sequenzen am 5’- und Promotor-Ende dieser 
Region sind alle methyliert. 

In viralen Systemen haben Studien uber Zusammen- 
hinge zwischen Methylierung und Geninaktivierung regel- 
mlRig besonders klare Resultate erbra~htl~.’~. Begreifli- 
cherweise mussen die spaten viralen Gene in DNA virus- 
transformierter Zellen inaktiviert werden und in diesem 
Zustand durch spezielle Sicherheitsmahahmen gehalten 
werden, z. B. durch die Einfugung von Methylgruppen an 
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Abb. 3. Funktionskarte des linken (a) und des rechten (b) Endes des Adenovirus-Typ-l2-DNA-Moleklils. das in die 
Zellinien HA12/7, T637 oder A2497-3 integriert ist. Die horizontalen Linien stellen die AdlZGenome (-) dar, die in 
die Genome der Zellinien (-A) integriert sind. Die Mspl-Karte des linken (a) und rechten (b) Endes der Ad12-DNA wird 
jeweils durch die oberste Linie reprlsentiert. Venikale Balken auf und Symbole iiber den horizontalen Linien deuten die 
MspI-Schnittstellen bzw. die Gr6De einiger der Mspl-Fragmente an. Die Symbole b bezeichncn die EcoRI-Schnittstel- 
len. TATA markiert die Lase des Goldberg-Hogness-Signals in der Ela-Region. Die nicht methylierten bzw. methylier- 
ten 5‘-CCGG-3’-Regioncn im integrierten AdlZ-Genom der Linien HA12/7, T637 und A2497-3 sind durch offene (0) 
bzw. geschlossene Symbole (e) gekennzeichnet. Horizontale ffeile bezeichnen die Position und die Richtung der 
Transkription der jeweiligen friihen Region in den einzelnen Zellinien. Das Vorhandensein von ffcilen zeigt Expression 
der betreffenden Regionen des Adl2-Genoms. Mspl-Schnittstellen rechts der EcoRI-D/B- und links der EcoRI-A/F- 
Grenzen sind nicht kartiert. AuOerdem sind die friihen Regionen der Adl2-DNA [l06. 1071 eingetragen. Die Skalen am 
unteren Rand jeder Darstellung zeigen die LBnge der Teileinheiten des viralen Genoms, die das Molekiil in 100 gleich 
groRe Abschnitte unterteilen. Die Karte der El-Region der Adl2-DNA is1 in ll08l beschrieben. Die Abbildung ent- 
stammt [451. 
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spezifischen Sequenzen. Anderenfalls konnte die Aktivie- 
rung dieser Gene zur Virusreplikation und Zerstorung die- 
ser Zellen fiihren. Es werden deshalb die stabil transfor- 
mierten Zellen selektioniert, in denen die Methylierungs- 
muster der viralen Gene eine permanente Inaktivierung 
der spaten viralen Gene gewahrleisten. Dieser besonders 
strenge Selektionsmodus kiinnte die auffallenden inversen 
Korrelationen zwischen DNA-Methylierung und Genakti- 
vitat erklaren, die fur viele integrierte virale Gene beschrie- 
ben wurdenI4]. 

6. Wirkung der in-vitro-Methylierung 
des Promotor- und 5'-Endes eukaryotischer Gene 

Die Bedeutung der Promotor-Region fur DNA-Methy- 
lierung und Geninaktivierung kann experimentell nachge- 
wiesen werden. Drei Wege sollen hier beschrieben werden: 
1. Methylierung der Promotor-Region des Gl~bingens['~']. 
Bei der Insertion des methylierten Gens in das Genom der 
Rezeptorzellen war das Globingen inaktiv. Das nicht me- 
thylierte Globingen dagegen blieb in einem tihnlichen Ex- 
periment aktiv. 2. Der Ela-Promotor von Adenovirus-Typ- 
12-DNA wurde vor das Chloramphenicol-Acetyl-Transfe- 
rase(CAT)-Gen['021 im Konstrukt['] pSVO-CAT inseriert, 
in dem eine Promotor-Insertion moglich war1"']. Bei der 
Transfektion in Saugerzellen war der nicht methylierte 
Promotor aktiv, 5'-CCGG-3'- oder 5'-GCGC-3'-methy- 
lierte Promotoren waren dagegen inaktiviert, wenn die Me- 
thylgruppen ,,upstream" zur TAATAAA-Box lagen1'021. 
3. Wir haben die Transkriptionsaktivitat des klonierten 
Adenovirus-Typ-2-E2a-Gens nach Injektion in die Kerne 
von Oozyten von Xenopus laeois gete~te t~~~," ] .  Dieses Gen 
codiert fur ein DNA-Bindungsprotein['l'l. Wurden drei 
5'-CCGG-3'-Sequenzen der 5'- und der Promotor-Region 
des E2a-Gens methyliert, so war das Gen nach der Injek- 
tion inaktiv. Nach Methylierung von elf 5'-CCGC-3'-Se- 
quenzen im 3'-Hauptteil des Gens blieb die Aktivitat je- 
doch erhalten['Osi. 

Diese Ergebnisse sind in Einklang mit der Vorstellung, 
daB Methylierung nur weniger Nucleotide, vielleicht sogar 
von nur einem Nucleotid, in einer entscheidenden Region 
des Promotors das zugehorige Gen inaktiviert. Ob diese 
Entdeckung auf andere eukaryotische Gene ohne weiteres 
iibertragen werden kann, muR noch untersucht werden. 

An dieser Stelle ist aber eine wichtige Warnung auszu- 
sprechen: Bei der Planung von in-vitro-Methylierungsex- 
perimenten sollte man sich bei der Auswahl der Sequen- 
Zen, die in  vitro methyliert werden, durch Analysenergeb- 
nisse am gleichen Gen im inaktiven Zustand, wie es in le- 
benden Zellen vorkommt, leiten lassen. Nur so kann man 
sicher sein, Nucleotidsequenzen zu modifizieren, die tat- 
sachlich eine Funktion bei der permanenten lnaktivierung 
eines speziellen Gens ausuben konnen. Als Beispiel sei 
noch einmal das E2a-Gen der Adenovirus-Typ-2-DNA an- 
gefuhrt (Tabelle 4): In Ad2-transformierten Zellen, die die- 
ses Gen nicht exprimieren, sind alle vierzehn 5'-CCGG-3'- 
Sequenzen am zweiten C methyliert, was darauf hinweist, 
aber nicht beweist, dai3 5-mC bei der Regulation in dieser 

[*I Unter einem Konstrukt versteht man einen vielfach manipulierten Plas- 
mid-Vektor, in den fremde DNA inseriert wurde. 

Sequenz eine Rolle spielt. Im Gegensatz dazu sind in einer 
Ad2-transformierten Zellinie, die das E2a-Gen exprimiert, 
die gleichen Sequenzen unmethyliert140]. Die Ergebnisse 
der obengenannten in-vitro-Methylierungsexperimente, 
die im folgenden Abschnitt genauer beschrieben werden, 
sind ein uberzeugender Beweis fur das generelle Konzept 
der Geninaktivierung durch DNA-Methylierung ; nach den 
Befunden ist die 5'-CCGG-3'-Sequenz in der 5'-Region, 
zumindest bei diesem Gen, entscheidend fur die Genregu- 
lation durch DNA-Methylierung. Experimenten, bei denen 
Sequenzen fur die in-vitro-Methylierung eher zufallig aus- 
gewahlt werden und bei denen mit Enzymen fraglicher 
Spezifitat gearbeitet wird, mangelt es moglicherweise an 
funktioneller Bedeutung. 

6.1. Inhibierung der Transkription des y-Globingens durch 
spezifische Methylierung des Promotors 

Die vollstandige Methylierung der CpG-Sequenzen in 
der S'-Region des y-Globingens zwischen den Nucleotiden 
-760 bis + 100 verhindert die Transkription dieses 
Gens['w1. Es gibt elf CpG-Dinucleotide in diesem Bereich 
von 860 Nucleotiden. Bisher ist noch nicht geklart, welche 
dieser Nucleotide bei der Abschaltung der Genexpression 
entscheidend sind. Die Autoren haben das in-vitro-Methy- 
lierungsverfahren benutzt["], das auf der Replikation eines 
Gens, in diesem Fall des y-Globingens, im Einzelstrang- 
Vektor M13 in Anwesenheit von 5-Methyl-dCTP basiert. 
Durch die Auswahl eines entsprechenden Primer-Frag- 
ments fur diese in-vitro-Replikation konnen spezifische 
Segmente des Gens in  den benachbarten Sequenzen me- 
thyliert werden. Auf diese Weise werden Cytosinreste in 
einem bestimmten Segment methyliert; diese Methode er- 
moglicht aber nicht die Identifizierung funktionell signifi- 
kanter Nucleotide. Das klonierte y-Globingen, das auf 
diese Art in verschiedenen Regionen hemimethyliert wur- 
de, wurde dann mit dem Thymidin-Kinase(tk)-Gen des 
Herpes-simplex-Virus in Ltk--Mauszellen, einer etablier- 
ten Mauszellinie, cotransfiziert. Zellklone, die sowohl das 
y-Globingen als auch das Thymidin-Kinase-Gen enthiel- 
ten, wurden selektioniert. Das CpG-Methylierungsmuster, 
das in vitro erzeugt worden war, blieb in beiden Strangen 
des Gens erhalten und wurde zuverlassig in diesem System 
vererbt. Uber ahnliche Beobachtungen bei anderen Genen 
wurde schon berichtetl' l2]. Methylierungen in der 5'-Re- 
gion (von - 760 bis + 100) des y-Globingens unterdriick- 
ten die Globinexpression, Methylierung der C-Gruppen im 
y-Globingen von + 100 bis + 1950 im 3'-Hauptbereich des 
Gens beeinfluBten die Globingen-Transkription jedoch 
nicht[''". Diese Ergebnisse sind in Einklang mit den vom 
Adenovirus-System her bekannten Befunden. In diesem 
Zusammenhang ist interessant, daB in 15 Saugergenen die 
5'- und Promotor-Regionen besonders zahlreich CpG-Di- 
nucleotide aufweisen, wogegen die 3'-Regionen eher arm 
an solchen Sequenzen sind[Il3'. Eine Haufullg von CpG- 
Sequenzen am linken Terminus der Adenovirus-DNA 
wurde bereits friiher b e s ~ h r i e b e n ~ ~ , ~ ~ ] .  Diese CpG-reichen 
Sequenzen liegen vor der Ela-Region, die fur die Expres- 
sionsregulation der rneisten anderen fruhen Adenovirus- 
Gene verantwortlich ist[Il41. 
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6.2. Methylierung von drei 5'-CCGG-3'-Sequenzen in 
der 5'-Region des E2a-Gens von Adenovirus-Typ 2 
inaktiviert dessen Transkription in Xenopus-laevis-Oozyten 

Schon in Abschnitt 4.1 wurde die inverse Korrelation 
zwischen der Methylierung aller S'-CCGG3'-Sequenzen 
des Ad2-E2a-Gens in virustransformierten Hamsterzellen 
und dem AusmaB, in welchem dieses Gen exprimiert wird, 
beschrieben (Tabelle 4)[""]. Ferner wurde gezeigt, dal3 in- 
vitro-Methylierung aller vierzehn S'-CCGG-3'-Sequenzen 
des klonierten E2a-Gens durch die prokaryotische HpuII- 
DNA-Methyltransferase nach Mikroinjektion in Xenopus- 
laevis-Oozyten zur Inhibierung der Transkription fuhrt 
(Abschnitt 4.2)[".'*]. Das nicht methylierte klonierte E2a- 
Gen wird in diesen Zellen exprimiert. Auch uber die Kon- 
struktion teilmethylierter Klone des E2a-Gens wurde be- 
ri~htet~'~'] .  Im Promotor-(59-methylierten Konstrukt sind 
drei 5'-CCGG-3'-Sequenzen am 5'-Ende des Subklons me- 
thyliert. Eine dieser Sequenzen liegt 215 Basenpaare (bp) 
oberhalb (bp 26 169 der Ad2 DNA) und zwei liegen 5 und 
23 bp unterhalb der Cap-Stelle (bp 25931 und 25949 der 
Ad2-DNA) des E2a-Gens (Abb. 4). Dieses Konstrukt war 
bei Mikroinjektion in Kerne von Xenopus-laevis-Oozyten 
transkriptionsinaktiv. Im Gen-(3')-methylierten Konstrukt 

a1 

wurden elf 5'-CCGG-3'-Sequenzen des Hauptteils 
transkribierten Genregion in vitro-methyliert (Abb. 
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Abb. 4. a) Oben: Detaillierte Kane des E2a-Subklons (des BamHI-HindlI1- 
Fragmentes) der Adenovirus-Typ-2-DNA; Mitte und Unten: Kartc der Pro- 
motor-(5')-methylierten und Gen-(3'hethylierten Konstrukte. Das DNA- 
Bindungsprotein (DBP= 72-Kilodalton-Protein) wird von rechts nach links 
gelesen. L : Initiations- und Terminationsstellen der Translation dcs 72-Kilo- 
dalton-Proteins; ?: 5'-CCGG-3'-Region: 1: S'-CmCGG-3'-Region. Die Nu- 
cleotidsequenz eihes Teiles der Promotor- und Cap-Regionen (r) sind zu- 
shtzlich dargestellt. Die E2a-Region hat kein kanonisches TATA-(Hogness- 
Go1dberg)Signal. Das m6gliche #qui\alent eines solchen Signales wird 
durch ein Viereck bei 25980 angezeigt. b) Konstrukt, das in der Romotor- 
Region nicht methyliert (links) oder methyliert (rechts) ist. Nach lnjizierung 
in Xenopus-laevis-Oozyten wird im ersten Fall Ad2-spezifische mRNA ge- 
funden, im zweiten nicht. Diese Abbildung entstammt [IOS]. 

Dieses Konstrukt wurde nach Mikroinjektion in Xenopus- 
laevis-Oozyten transkribiert, und zumindest ein Teil der 
Ad2-spezifischen RNA wurde an der gleichen Stelle initi- 
iert, wie in Ad2-infizierten menschlichen Zellen (Abb. 
S)['"']. Beide scheinmethylierten Konstrukte wurden in Xe- 
nopuls-laevis-Oozyten in Ad2-spezifische RNA transkri- 
biert. Scheinmethylierungsexperimente wurden wie Me- 
thylierungsexperimente durchgefiihrt, jedoch in Abwesen- 
heit des Methylgruppendonors SAM. Diese Resultate zei- 
gen, daB DNA-Methylierungen am oder nahe beim Pro- 
motor und 5'-Ende des E2a-Gens zur lnhibierung der 
Transkription des Gens fuhren. Vielleicht wurde eine Me- 
thylgruppe zur Inaktivierung des Gens ausreichen ; in- 
vivo-Methylierung von mehr als einem Cytosin konnte zur 
Jnformationssicherung durch Redundanz" dienen oder 
eine andere Bedeutung haben. 

2 3 4 bli 2 3 4 5 6 7  

-70 Nucleotide 

Abb. 5. Methylierung dreier 5'-CCGG-3'-Sequenzen im Hind11 I-EcoRI-Frag- 
ment des Ad2-DNA-E2a-Gens (Ahb. 4) bewirkt Inhibierung der Transkrip 
tion. a) Xenopus-laevis-Oozyten wurden injiziert mit dem Hpal I-methylier- 
ten (Spur I )  oder nicht methylierten (Spur 2) Plasmidklon, der das gesamte 
BamHI-Hindlll-Fragment des E2a-Gens enthiilt, oder mit dem EcoRI-Hin- 
dlll-Promotor-(5~-methylierten Konstrukt (Spur 3) oder dem BamHI-Eco- 
RI-Gen-(3')-methylierten Konstrukt (Spur 4). In jedem Experiment wurden 
5 ng DNA in Oozyten injiziert. Die gesamte intrazelluliire RNA wurde 24 h 
nach der lnjektion aus I5 Oozyten extrahiert und auf einem 0.8proz. Agaro- 
segel, das 2.2 M Formaldehyd enthielt, fraktioniert. Die RNA wurde dann 
auf Nitrozellulosetilter iibertragen, und Ad2-spezifische RNA-Sequenzen 
wurden durch Hybridisierung mit '2P-markierter Ad2-DNA und Autoradio- 
graphie nachgewiesen. b) RNAs wie unten beschrieben wurden mit dem 
Kpnl-Hindlll-Fragment der Ad2-DNA-E2a-Region (Abb. 4) hybridisiert. 
Dieses Fragment wurde vorher mil y-)'P-ATP und Polynucleotid-Kinase 5'- 
markiert. Die Hybride wurden mit S1-Nuclease (200 Einheiten) behandelt, 
auf einem Sequenzgel getrennt und durch Autoradiographie identifizien. Ur- 
sprung der RNA-Priiparationen in den einzelnen Spuren: 1 : Ad2-infizierte 
menschliche Zellen, 12 h nach der Inoculation; 2: Oozyten, injiziert rnit dem 
Promotor-(5)-methylierten Konstrukt; 3: Oozyten, injiziert rnit dem Gen- 
(3')-methylierten Konstrukt; 4: Oozyten, injizien mil dem klonierten nicht 
methylierten E2a-Gen; 5 :  wie in Spur 4 auOer, dal) das klonierte E2a-Gen 
auf einem dam--E.-coli-Stamm gezochtet wurde; 6 :  wie Spur 5, auBer daO 
das dam--Plasmid an den S'-CCGG-3'-Regionen vollstiindig methyliert wur- 
de; 7: RNA aus Zea muys. negative Kontrolle. Diese Abbildung entstammt 
(1051. 

Der E2a-Promotor der Ad2-DNA wurde ebenfalls in die 
HindlII-Schnittstelle des pSVO-CAT-Konstruktes einge- 
baut, und die AktivitBt der nicht methylierten oder der me- 
thylierten DNA wurde nach Transfektion in menschliche 
HeLa-Zellen getestet. Die Ergebnisse der in-vitro-Promo- 
tor-Methylierung waren im SLugersystem die gleichen wie 
im Amphibien-Oozytensystem: Der methylierte Promotor 
war inaktiv, der nicht methylierte aktiv['"'. 
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6.3. Expression des CAT-Gens in Saugerzellen unter 
Kontrolle von Adenovirus-Typ-12-Promotoren: 
Auswirkungen der Promotor-Methylierung 
auf die Genexpression 

Die Auswirkungen von DNA-Methylierungen in spezifi- 
schen Promotor-Regionen auf die Genexpression wurden 
mit Hilfe sensitiver und quantitativer Testsysteme unter- 
sucht. Das Konstrukt pSV0-CAT enthalt das prokaryoti- 
sche Gen Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT) und 
davor eine HindIII-Schnittstelle, an der ein Promotor inse- 
riert werden kann1'Io1. Die Ela- und Protein-IX-Gen-Pro- 
rnotoren der Adenovirus-Typ-12-DNA induzierten nach 
Insertion in pSVO-CAT und Transfektion in Mauszellen 
die CAT-Expression (Abb. 6, 7)1'021. 

Die CAT-aktivierende Funktion des friihen SV40-Pro- 
motors im Plasmid pSV2-CAT ist gegenuber der Methylie- 
rung durch HpaII- oder HhaI-DNA-Methyltransferase an 
5'-CCGG-3'- bzw. Sr-GCGC-3'-Sequenzen insensitiv, da 
dem Prornotor diese Sequenzen fehlen. Die CAT-codie- 
rende Sequenz dieses Plasmids enthalt vier HpaI1- 
und keine HhaI-Schnittstelle. Methylierungen an den 
Sf-CCGG-3'-Sequenzen in der codierenden Region beein- 
flussen die CAT-Expression nicht. Die als Ela-Promotor 
der Adl2-DNA verwendete Sequenz umfaBt die am weite- 
sten links gelegenen 525 Basenpaare des viralen Genoms 
und enthalt zwei 5'-CCGG-3'- und drei 5'-GCGC-3'-Se- 
quenzen oberhalb des am weitesten links gelegenen TATA- 
Signals. Methylierung der HpaII- oder Hhal-Schnittstellen 
blockiert diesen Promotor in Mauszellen (Abb. 7)lIo4. Ahn- 
liche Ergebnisse erhllt man mit dem Ela-Promotor in 
menschlichen HeLa-Zellen und BHK21-Hamsterzellen. 
Auch hier wird dieser Promotor durch Methylierung inak- 
ti~iert['~']. Der Prornotor des Protein-IX-Gens der Ad12- 
DNA enthalt eine S'-CCGG-3'- und eine 5'-GCGC-3'-Se- 

a )  pM l2-tCAT 

b)  

Enzym (CAT), Kontrolle 

PSVO-CAT 

pAd 12-la-CAT 
pAd 12-la -CAT Hpan-methyllert  
pAd 12-la -CAT Hha I-methyliert  

Acet ylchloramphenicoI L Chloramphenicol 

Abb. 7. Der Ela-Promotor von Adenovirus-TypI2-DNA aktiviert die CAT- 
Expression und wird durch Methylierung inaktiviert. a) Karte des pAdl2-la- 
CAT-Konstmkts. 0 bezeichnet 5'-CCGG-3'(HpaIl)-Regionen, p die unge- 
fZlhre TATA-Position. b) Die pAdl2-la-CAT-Pr2paration wurde durch 
Hpall- oder Hhal-DNA-Methyltransferase in  vitro methyliert. Abbildung 
nach (1021. 

quenz unterhalb und zwei 5'-GCGC-3'-Sequenzen mehr 
als 300 bp oberhalb der TATA-Box, wahrscheinlich sogar 
auBerhalb des Promotors. Der Protein-IX-Promotor wird 
durch Methylierung dieser Sequenzen nicht inaktiviert1'"21. 
Diese Daten zeigen, da13 S'-Methylierungen an kritischen 
Sequenzen in der Promotor-Region die Transkription teil- 
weise oder vollstandig inhibieren; Methylierung von Berei- 
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Abb. 6. Karte des Adenovirus-Typ- 12-Genorns und funktionelle Organisation seines linksterrninalen EcoRI-C-Frag- 
ments. a) Karte der Ad-12-DNA 1451. Ela, Elb, E2a, E2b, E3 und E4 bezeichnen die friihen Regionen des viralen Ge- 
norns; IX die Position des Protein-IX-Gens. Die Buchstaben A-F beziehen sich auf DNA-Fragmente auf der EcoRI- 
Restriktionskarte. b) Oben: Detaillierte Karte des linksterminalen EcoRI-C-Fragments, Restriktionsstellen wie ange- 
zeigt. Die Zahlen beziehen sich auf Basenpaare (bp) vom linken Terminus der viralen DNA an gezahlt. TATA 
(TATTAT. TATITA) bezeichnen die angenornmenen Hogness-Goldberg-Boxen. Mitte und unten: Die Karte zwi- 
schen bp I und 502 bzw. I10 und 170[108]. Hpall(S'-CCCG-3')- und Hhal(S'-GCGC-3')-Regionen (A) sind eingetra- 
gen. Abbildung nach [IOZ]. 
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chen weit oberhalb und wahrscheinlich auch von Sequen- 
zen unterhalb des TATA-Signals scheinen die Expression 
dieses Gens nicht zu beeinflussen. 

Die Ergebnisse, die in den drei vorhergehenden Ab- 
schnitten diskutiert wurden, demonstrieren die Sensitivitat 
zweier Adenovirus-Promotoren und des Globingen-Pro- 
motors gegenuber sequenzspezifischen Methylierungen. 
Nach den Befunden a n  viralen Systemen mussen fur die 
Geninaktivierung spezifische Stellen methyliert werden. 
Einer der viralen Promotoren (E2a von Ad2) wurde in Arn- 
phibien-Oozyten und in Saugerzellen getestet. In beiden 
Systemen war die Sensitivitat gegenuber Methylierungen 
die gleiche. Geninaktivierung durch spezifische Promotor- 
Methylierung wurde mit Hilfe extrachromosomaler viraler 

lo’] oder des in die Rezeptor-Zell-DNA integrier- 
ten y-Globingens”wl untersucht. Die in Abschnitt 4 eror- 
terten Resultate aus Korrelationsexperimenten und die in 
diesem Abschnitt geschilderten sprechen alle fur eine regu- 
lative Funktion spezifischer Promotor-Methylierungen bei 
den hoheren Eukaryonten. 

7. Auftreten von 5-mC in Drosophila ist fraglich 

Drosophila gehort zu den genetisch und molekularbiolo- 
gisch am sorgfaltigsten analysierten eukaryotischen Syste- 
men iiberhaupt. Es ist noch fraglich, o b  die DNA der Dro- 
sophila-Zellen 5-mC enthalt. Viele der Standardmethoden 
haben immer wieder negative Resultate erbra~ht[~’~’’~.’’’~.  
Auch in der DNA von Saccharomyces cerevisiae scheint es 
keine modifizierten Basen zu geben‘”81. Vor kunem wurde 
berichtet, daI3 mit immunologischen Methoden in Droso- 
phila-DNA ein 5-mC-Nucleotid in ungefahr 12 500 Basen 
nachgewiesen werden konnte[”’l. Es ist anzunehmen, daI3 
selbst ein sehr niedriges 5-mC-Niveau regulatorische 
Funktionen haben kann, wenn das modifizierbare Nucle- 
otid in strategisch wichtigen Sequenzen vorkommt. Es ist 
aber auch moglich, daR DNA-Methylierung als regulatori- 
sches Element erst ziemlich spat in der Phylogenese aufge- 
treten ist. Daher konnten Drosophila und andere niedere 
Eukaryonten - ebenso wie die Prokaryonten - in der Lage 
sein, ohne diesen Regulationsmechanismus auszukommen. 
Es wird an diesem Problem, das fur mich noch nicht end- 
giiltig geklart ist, weitergearbeitet werden miissen. 

8. Mogliche Rolle der DNA-Methylierung bei 
komplexen biologischen Phanomenen: 
Differenzierung, Mutagenese und Onkogenese 

Es ist unbestritten, daR die Inaktivierung eines der X- 
Chromosomen in  weiblichen Zellen - wenigstens teilweise 
- durch spezifische DNA-Methylierungen erklgrt werden 
kann”’. “‘l. Gene auf einem inaktivierten X-Chrornosom 
kbnnen in wachsenden Zellen durch Zugabe des 5-rnC- 
Analogons 5-Azacytidin reaktiviert werden. Gene der reak- 
tivierten X-Chromosomen k6nnen durch ihre Produkte 
identifiziert werden, da bei den Reaktiviemngsexperimen- 
ten Heterokaryons benutzt wurden. Das inaktive X-Chro- 
mosorn war das menschlicher Zellen in Maus-Mensch-Hy- 
bridzellen. Dieses interessante Beispiel zeigt, daR kom- 

plexe Muster unterschiedlicher Genexpression, sowie die 
Abschaltung ganzer Gengruppen durch DNA-Methylie- 
rung als Langzeitsignal zur Geninaktivierung gesteuert 
werden konnen. Ahnlich ist es auch vorstellbar, daR spezi- 
fische Methylierungsmuster an der Regulation anderer 
kornplexer biologischer Phanomene beteiligt sind. 

8.1. Differenzierung 

Differenzierung von Zellen zu Organen mit spezifischer 
Funktion sowie die Entwicklung pluripotenter, undifferen- 
zierter Zellen zu Organismen mit vielen hochspezialisier- 
ten Zellsystemen konnen als Resultat eines sehr kompli- 
zierten Programmes von Genaktivierungen und -inak- 
tivierungen betrachtet werden. In  hochspezialisierten Zel- 
len miissen viele Gene permanent abgeschaltet sein, und es 
gibt eine Reihe von Befunden, die die Annahrne stiitzen, 
daI3 spezifische DNA-Methylierung wenigstens einer der 
entscheidend beteiligten Mechanismen ist. Wir wissen 
noch nicht, welche Mechanismen fur die Spezifitat der de- 
novo-DNA-Methylierung verantwortlich sind, die wahr- 
scheinlich dieses Inaktivierungsprogramm steuern. Speku- 
lationen uber eine spezialisierte Anordnung von DNA in 
Chromatin sind allein nicht zufriedenstellend, da  das Pro- 
blem dann nur auf die Frage reduziert wird, wie Chroma- 
tinanordnungen entstehen konnen, die spezifisch genug 
sind, um Signalfunktion fur DNA-Methyltransferasen zu 
haben. Auf jeden Fall wird in Zukunft der detaillierten 
Analyse von DNA-Methyltransferasen hohe Prioritat ein- 
geraumt werden mussen. 

Wenn spezifische DNA-Methylierungen ein Signal fur 
die langfristige Geninaktivierung sind, dann ist es wenig 
plausibel, daI3 Gene, die gelegentlich reaktiviert werden 
miissen oder nur ein niedriges Aktivitatsniveau haben, 
durch DNA-Methylierung inaktiviert werden. Es mussen 
also zusatzlich zur DNA-Methylierung noch andere Me- 
chanismen an der Geninaktivierung beteiligt sein ; z. B. 
konnten spezifische Proteine, die an regulatorische DNA- 
Sequenzen binden in das Geschehen eingreifen. DNA-Me- 
thylierungen konnen diese Protein-DNA-Wechselwirkun- 
gen moglicherweise modulieren. Zum Beispiel mussen be- 
stimmte Gene, die fur essentielle Funktionen codieren, ge- 
legentlich reaktiviert werden und durfen daher nicht per- 
manent abgeschaltet sein. Ein weiteres interessantes Bei- 
spiel sind Gene, die durch Steroide aktiviert werden kon- 
nen. Diese Gene sind normalerweise nicht methyliert. Bei 
anderen Genen verstehen wir die zeitliche Veranderung 
der Aktivitat noch nicht gut genug, um das AusmaR der 
DNA-Methylierung vorhersagen zu konnen. Man nimmt 
an, da13 hochspezialisierte Gene nur in bestimmten Orga- 
nen eines Organismus aktiv bleiben. Kann man jedoch 
ausschlieBen, daO diese spezifischen mRNAs nicht gele- 
gentlich auch in  anderen Zellen des Organismus gebildet 
werden? Sollte dies ndtig sein, ware DNA-Methylierung 
nicht das geeignete Signal, um diese Gruppe von Genen zu 
inaktivieren. Man kann nach diesen Uberlegungen Gene in 
mindestens drei Klassen einteilen[’”: 

1. Permanent inaktive Gene 
2. Inaktive Gene, die gelegentlich reaktiviert werden 
3. Aktive Gene 
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Diese Einteilung ist auf jeden Fall zu verfeinern, wenn 
die Unterschiede in den Genaktivitaten besser verstanden 
werden. In dieser einfachen Klassifizierung ware die 
DNA-Methylierung als Inaktivierungssignal nur fiir die 
Gene der ersten Klasse geeignet. 

8.2. Mutagenese 

Es gibt Untersuch~ngen[~~I, die zeigen, da5 die schein- 
bare Inaktivierung eines Gens, z. B. die Inaktivierung des 
Thymidin-Kinasegens in ,,tk--Mutanten", auf spezifische 
DNA-Methylierung zuriickzufuhren ist. Die scheinbare 
Mutation konnte in diesem speziellen Fall riickgangig ge- 
macht werden, indem man die Mutantenzellen in Anwe- 
senheit von 5-Azacytidin wachsen lieO. Wie in Abschnitt 
4.3 ausfiihrlich erklart wurde, hemmt diese Verbindung die 
Maintenance-DNA-Methyltransferasen und fuhrt so zu ei- 
ner Verringerung der DNA-Methylierung und dadurch zur 
Induktion inaktivierter Gene. Dieses interessante Experi- 
ment unterstreicht die Notwendigkeit, die Definition und 
das Konzept des Begriffes Mutation neu zu uberdenken. 

8.3. Maligne Tumoren 

Die Hinweise haufen sich, da8 die DNA in vielen Tu- 
moren im Gegensatz zur DNA in normalen Zellen erheb- 

.lich hypomethyliert ist"'I1. Der niedrigere Methylierungs- 
grad wurde bei DNA allgemein['22], wie auch bei spezifi- 
schen Genen beoba~htetl''~]. Tumorzellen unterscheiden 
sich von normalen Zellen in vielen Parametern, bestimmt 
auch in einem verlnderten Expressionsmuster vieler Gene 
- nicht nur der gerade modernen Onk~gene~ ' '~~ '"~ .  Beide 
Befunde - geringere DNA-Methylierung und veranderte 
Muster der Genexpression - sind gut miteinander verein- 
bar. Es wird noch vie1 Arbeit erfordern, die Spezifitat die- 
ser Genaktivierungen zu zeigen und zwischen Ursache und 
Wirkung zu unterscheiden. Der Leser sei aber vor voreili- 
gen Schliissen gewarnt: Es konnte bisher noch kein kausa- 
ler Zusammenhang zwischen geringem Methylierungsgrad 
und maligner Transformation nachgewiesen werden. Es 
kannte sich auch hier um eines der vielen Epiphanomene 
handeln, die in der Vergangenheit irrtumlich fur atiologi- 
sche Faktoren gehalten wurden. Trotzdem muB die Suche 
nach der Spezifitgt der Veranderungen in Methylierungs- 
mustern in Tumorzellen fortgefuhrt werden. 

AbschlieDend mochte ich ein Beispiel aus unserer eige- 
nen Arbeit am Adenovirus-System anfiihren[37.38.'261: Die 
Analyse der Methylierungsmuster von Adenovirus-Typ- 12- 
DNA in virusinduzierten Tumoren ergab, da8 in DNA von 
Tumorzellen die integrierte virale DNA-Sequenz stark hy- 
pomethyliert geblieben war, obwohl virale DNA nicht 
stark exprimiert wurde. Nach Explantation der Tumorzel- 
len in Kultur nahm das AusmaB der Methylierung der vi- 
ralen DNA mit der Anzahl der Passagen der kultivierten 
Tumorzellen s thd ig  zu. Dieses Ansteigen der DNA-Me- 
thylierung war nicht willkurlich, sondern folgte einem be- 
stimmten Muster, das letztlich zur Hypermethylierung der 
integrierten, spaten viralen Gene fuhrte[381. Ahnliche Beob- 
achtungen wurden gemacht, als die Zellen bald nach der 
Explantation aus dem Tumor subkloniert wurden. Zur Zeit 
wissen wir noch nicht, welche Faktoren das Zustandekom- 
men spezifischer Methylierungsmuster des viralen Genoms 

nach der Insertion in das Wirtsgenom regulieren. Gleich- 
zeitig - aber vielleicht ohne kausalen Zusammenhang - mit 
dem Ansteigen der Methylierung der viralen DNA, zeigte 
das virale Genom eine erhohte Tendenz aus dem Zellge- 
nom exzidiert zu werden und damit wahrend der friihen 
Passagen nach der Explantation aus der Wirtszelle wieder 
verlorenz~gehen'~~~. 

9. Ausblick 

Wie es so oft in der Forschung der Fall ist, haben Unter- 
suchungen iiber die biologische Funktion der DNA-Me- 
thylierung mehr Probleme aufgeworfen als gelost. Die 
DNA-Methylierung ist zu einem schnell expandierenden 
Studienobjekt geworden. Die wichtigsten Themen, die zur 
Zeit in vielen Laboratorien untersucht werden, sind die 
folgenden : 

1. Promotor-Methylierungen an spezifischen Stellen und 
Sequenzen und ihre Auswirkungen auf die Genaktivi- 
tat, 

2. Bedeutung und Modus der Bildung komplexer DNA- 
Methylierungsmuster, speziell in den Nicht-Promotor- 
Regionen von Genen, 

3. Spezifitlt und Regulation der Aktivitat von DNA-Me- 
thyltransferasen in eukaryotischen Zellen, 

4. aktive Demethylierung, 
5. Anwendung von Sequenzierungstechniken[261, um pra- 

zise DNA-Methylierungsmuster zu erhalten, speziell in 
inaktivierten Promotor-Sequenzen, 

6. Mechanismus und biologische Bedeutung der Verande- 
rungen in Methylierungsmustern, 

7. Bindung spezifischer Proteine an methylierte DNA, 
8. Rolle der DNA-Methylierung bei der Bildung von 

9. Funktion der DNA-Methylierung in komplexen biolo- 
C hromatin, 

gischen Prozessen. 

Petra Bohm danke ich f i r  ihre kompetente redaktionelle 
Mitarbeit an diesem Aufsatz. Die Forschung im Laborato- 
rium des Autors wurde von der Deutschen Forschungsge- 
meinschaft (SFB74-C1), vom Ministerium fur  Wissenschaft 
und Forschung des Landes Nordrhein- Westfalen und durch 
eine Spende der Hoechst AG unterstuht. 
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