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DNA-Methyltransferasen �berf�hren Desoxycytidinnucleo-
basen (dC) in DNA mithilfe des Cofactors S-Adenosylme-
thionin (SAM) als Methylgruppendonor in 5-Methyl-
desoxycytidin (dCMe). Die Methylierung des kanonischen
DNA-Bausteins dC setzt, vor allem in Genpromotorregionen,
komplexe Prozesse in Gang, die schließlich zur Inaktivierung
des entsprechenden Gens f�hren.[1–4] Diese epigenetische
Geninaktivierung ist von entscheidender Bedeutung f�r die
Zelldifferenzierung. Außerdem zeigen praktisch alle Arten
von Tumorzellen Ver2nderungen im DNA-Methylierungs-
muster und damit bei der Expression bestimmter Gene.[5–7]

Dnmt1, die wichtigste humane DNA-Methyltransferase, ist
ein 183 kDa großes Protein, das bevorzugt dC-Basen in he-
mimethylierten d(CpG)-Sequenzen methyliert, die w2hrend
der Replikation der genomischen DNA entstehen.[8–11]

Dnmt1 ist maßgeblich f�r die Erhaltung der DNA-Me-
thylierung in menschlichen wie auch in M2usezellen verant-
wortlich.[12–14] ;ber die Inhibierung dieses Enzyms ist es
deshalb m<glich, Einfluss auf zellul2re Methylierungspro-
zesse und damit die epigenetische (Re-)Programmierung der
Zellen zu nehmen. Bislang ist allerdings erst eine sehr geringe
Zahl an Molek�len bekannt, die eine Wirkung auf epigene-
tische Mechanismen aus�ben.[15–20] Zu den bekanntesten
Substanzen z2hlen 5-AzadC (dCN),[21] 5-AzaC,[22] Zebularin[23]

und 5-FluorodC,[24] die in der Zelle zun2chst gegebenenfalls
2’-desoxygeniert und dann von Kinasen in die entsprechen-
den Triphosphate �berf�hrt werden. Letztere werden von
DNA-Polymerasen in das zellul2re Genom eingebaut, wo sie
als Suizidinhibitoren f�r DNA-Methyltransferasen wie
Dnmt1 fungieren, indem sie eine kovalente Bindung zwi-
schen dem C6-Atom der Inihibitorbase und einem katalytisch
aktiven Cys-Rest bilden.[22, 23,25, 26] Durch den Einbau der
Inhibitoren in das Genom der Zellen zeigen alle diese Sub-
stanzen zytotoxische Effekte; unter anderem werden stabile

Nucleoproteinkomplexe gebildet.[27, 28] Alternative siRNA-
Ans2tze zum vollst2ndigen Ausschalten der Dnmt1-Aktivit2t
scheiterten bislang an einer unzureichenden Gen-Inaktivie-
rung.[29] Auf der Suche nach Molek�len, die Dnmt1 irrever-
sibel binden und damit inaktivieren k<nnen, ohne dabei in
das Genom integriert zu werden, haben wir hantelf<rmige,
kleine DNA-Strukturen entwickelt (Schema 1). Diese tragen

den bekanntesten Suizidinhibitor f�r Methyltransferasen: 5-
AzadC. Dieses als freies Nucleosid sehr instabile Molek�l
wird durch den Einbau in doppelstr2ngige DNA erheblich
stabilisiert.[30] Da die DNA-Inhibitoren in lebenden Zellen
eingesetzt werden sollen, synthetisierten wir hantelf<rmige
DNA-Strukturen, die eine deutlich erh<hte Stabilit2t in
Serum zeigen (siehe Hintergrundinformationen).[31, 32] Die
Instabilit2t des Inhibitors dCN erschwert dessen Einbau in
DNA auf chemischem Wege allerdings immens.[33] Wir ent-
wickelten deshalb einen chemoenzymatischen Ansatz zur
Herstellung der gew�nschten hochfunktionalisierten DNA-
Strukturen.

Schema 2 zeigt die Synthese und Charakterisierung der
dCN enthaltenden DNA-Hantel. Man geht dabei von einem
synthetischen DNA-34mer (Legende Schema 2) mit einer
zentralen d(GpCMe)3-Sequenz (kursiv) und zwei dT4-Haar-
nadelregionen an beiden Enden aus, die teilweise komple-
ment2r zu den der d(CMepG)3-Einheit benachbarten Se-
quenzen sind. Die d(CMepG)3-Einheit wurde als Zielsequenz
f�r Dnmt1 gew2hlt, da diese Methyltransferase bevorzugt an
hemimethylierte DNA bindet.[8,11, 34] Die gew2hlte Sequenz
f�hrt dazu, dass sich die Enden des DNA-Stranges zur�ck-
falten und bereits eine Struktur bilden, die an eine Hantel
erinnert. Ein 5’-Phosphatrest erm<glicht die sp2tere Ligation
des Stranges. Mithilfe von Klenow-Fragment (exo-), einer
DNA-Polymerase ohne 3’-5’-Exonucleasefunktion, wird der
Strang bei Zugabe von dGTP und dCNTP um sechs Basen
elongiert, und die Dnmt1-Erkennungssequenz wird vervoll-
st2ndigt. Durch den 5’-Phosphatrest kann die verbliebene
L�cke schließlich mithilfe von T4-Ligase unter Bildung der
hantelf<rmigen Struktur geschlossen werden. Schema 2b

Schema 1. Inaktivierung der humanen Methyltransferase Dnmt1 durch
Bildung einer kovalenten Bindung zwischen der hantelf#rmigen Inhibi-
tor-DNA und dem Enzym in Gegenwart des Cofactors SAM. CN = 5-
AzadC, C-Me = 5-MethyldC, Fl = Cy3-Fluoreszenzmarkierung.
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zeigt die gelelektrophoretische und massenspektrometrische
Analytik zu dieser Reaktionssequenz. Die elongierte DNA-
Struktur zeigt auf dem Polyacrylamidgel eine zum Aus-
gangsstrang (links) verringerte Mobilit2t (Produkt 1, Mitte).
Die Mobilit2t erh<ht sich durch die Ligation jedoch wieder
deutlich und liegt dann (Produkt 2, rechts) zwischen der
Mobilit2t von Produkt 1 und Ausgangsstrang. Das Moleku-
largewicht des rund 13 100 Da schweren Produktes konnte
durch ESI-FTICR-Massenspektrometrie einwandfrei best2-
tigt werden. Die erfolgreiche Synthese der gew�nschten
hantelf<rmigen DNA-Strukturen wird belegt durch eine
hervorragende ;bereinstimmung des gefundenen Moleku-
largewichts f�r z.B. m/z(z, 12) = 1093.1786 mit dem berech-
neten Wert m/z(z, 12) = 1093.1843 (f�r DB1) zusammen mit
einer sauberen Polyacrylamidgel-Analytik. Schema 2c zeigt
die drei hergestellten DNA-Hanteln. Sowohl DB1 wie auch
DB2 enthalten eine zentrale hemimethylierte Einheit, die
Erkennungssequenz f�r Dnmt1, w2hrend aber nur DB1 die
Inhibitorbase dCN enth2lt. DB3 enth2lt �berhaupt keine
CpG-Sequenz und dient als reiner Kontrollstrang. Alle drei
Konstrukte tragen eine Cy3-Fluoreszenzmarkierung, um eine
einfache Detektion zu erm<glichen.

Um die Bindungseigenschaften der hantelf<rmigen Kon-
strukte zum Zielenzym Dnmt1 zu untersuchen, f�hrten wir
EMSA-Versuche durch (EMSA = Electrophoretic Mobility
Shift Assay). 4 pmol der Str2nge DB1–DB3 wurden zu einer
L<sung von 160 mm SAM und 4 pmol (5.5 U) Dnmt1 bei
pH 7.8 gegeben. Nach 2 h Inkubation bei 37 8C wurden die
Reaktionsl<sungen auf einem Natriumdodecylsulfat(SDS)-
Polyacrylamidgel per Fluoreszenzdetektion analysiert (Ab-
bildung 1). Das Gel zeigt klar die Bildung eines kovalenten
Komplexes zwischen DB1 und Dnmt1 (Abbildung 1, Pfeil).

Zwischen den Kontrollstr2ngen DB2/DB3 und Dnmt1 kann
keine derartige Komplexbildung beobachtet werden, was eine
selektive Bindung des Enzyms zu hemimethylierten Zielse-
quenzen in Gegenwart der Inhibitorbase dCN best2tigt. Das
Auftreten zweier Banden bei der Komplexbildung kann un-
serer Ansicht nach nur mit der Komplexit2t der Struktur und
des Bindungsverhaltens von Dnmt1 erkl2rt werden. Am
wichtigsten ist jedoch die Beobachtung, dass in Abwesenheit
von dCN kein Komplex gebildet wird, auch wenn ein hemi-
methyliertes Zielsegment vorhanden ist. Eine sehr schwache
Bande kann auch in Abwesenheit des Cofaktors (Spur 1)
detektiert werden; dies ist in ;bereinstimmung mit Litera-
turbeispielen, in denen Dnmt1 auch bei Fehlen von SAM von
dCN-haltiger DNA gebunden werden kann.[35, 36]

Ein ;berschuss an hemimethylierter DNA im Reakti-
onsgemisch 2nderte nichts am Ergebnis dieser Bindungsstu-
die (Abbildung S3 in den Hintergrundinformationen). Wei-
terhin reduzierte die Zugabe von nicht fluoreszenzmarkier-
tem DB1 (DB4) zum DNA-Enzym-Komplex das Fluores-
zenzsignal des Komplexes in keiner Weise, was eine kovalente
Bindung zwischen Inhibitor und Protein best2tigt
(Abbildung S4 in den Hintergrundinformationen).

Um die inhibierende Wirkung unserer neuartigen DNA-
Hanteln auf Dnmt1 weiter zu untersuchen, nutzten wir einen
k�rzlich von Sowers und Valinluck entwickelten Aktivit2t-
sassay[37] (Schema 3a). Ein normaler DNA-Doppelstrang mit
einer Erkennungssequenz f�r das methylierungsempfindliche
Restriktionsenzym HpaII und einer Fluoreszenzmarkierung
wird mit Dnmt1 und dem Cofactor SAM inkubiert. Aktives
Enzym methyliert nun die hemimethylierte CpG-Zielse-
quenz; Dehybridisierung des Doppelstranges und Rehybri-
disierung mit einem unmethylierten Gegenstrang ergibt in
diesem Fall einen hemimethylierten Duplex, der von HpaII
nicht mehr geschnitten werden kann. Inaktives Dnmt1 hin-
gegen kann den Ausgangsstrang nicht methylieren, was
schließlich zu einer g2nzlich unmethylierten Restriktions-
sequenz f�hrt, die vom Restriktionsenzym geschnitten wird.

Das Experiment zeigt, dass in Gegenwart von aktivem
Enzym der Doppelstrang methyliert und gegen Restriktion
gesch�tzt wird (Schema 3b, Spur 5). In vollst2ndiger Abwe-

Schema 2. Synthese und Charakterisierung der hantelf#rmigen DNA-
Inhibitoren. a) Elongation der vorgeformten DNA-Struktur durch die
Polymerase Klenow-Fragment (exo-) und Ligation mit T4-Ligase. b) Po-
lyacrylamid-gelelektrophoretische Reaktionskontrolle (20%, 12 mA;
oben) und Massenspektrum (ESI-FTICR; unten) des Inhibitors DB1.
c) Die drei DNA-Hanteln. DNA-Sequenz von DB1: 5’-d(pAGA-
GCTTTTGCTCTCMeGCMeGCMeGACTCCTCy3TTTGGAGT)-3. Pi=Phosphat-
rest.

Abbildung 1. EMSA der DNA-Inhibitoren mit Dnmt1; der Pfeil markiert
den kovalenten DNA-Protein-Komplex. 4 pmol DNA wurden mit
4 pmol (5.5 U) Dnmt1 2 h bei 37 8C in Gegenwart von 160 mm SAM in
50 mm Tris-HCl, 1 mm Dithiothreitol, 1 mm EDTA, 5% Glycerin bei
pH 7.8 inkubiert. Analytik durch SDS-PAGE (6%, 120 V). Tris=Tris-
(hydroxymethyl)aminomethan.
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senheit von Dnmt1 kommt es dagegen infolge der unmethy-
lierten Erkennungssequenz zur Restriktion des Stranges
(Spur 4). Bei Vorinkubation von Dnmt1 mit DB2 und DB3,
die keine Bindung zum Protein eingehen sollten, bleibt das
Enzym aktiv und bewirkt eine Blockierung von HpaII
(Spuren 2 und 3; analog zu Spur 5: keine Inhibitor-DNA). Im
Unterschied hierzu inhibiert DB1 das Enzym und damit die
Methylierung vollst2ndig, was zur kompletten Restriktion des
Teststranges durch HpaII und damit zum gleichen Bild wie
bei g2nzlicher Abwesenheit des Enzyms f�hrt (Spuren 1, 4).
Im Ergebnis bindet und inhibiert somit nur der hemimethy-
lierte, dCN enthaltende DNA-Inhibitor DB1 die humane
Methyltransferase Dnmt1. Hierbei gen�gen etwa st<chio-
metrische Mengen Inhibitor, um das Enzym vollst2ndig zu
blockieren, was belegt, dass DB1 als Suizidinhibitor fungiert.
Außer Dnmt1 untersuchten wir auch einige bakterielle Me-
thyltransferasen wie M.SssI und fanden, dass DB1 auch diese
Enzyme hocheffizient bindet und inhibiert (Abbildungen S5
und 6 in den Hintergrundinformationen). Dies war zu er-
warten, da die bakteriellen Enzyme nicht zwischen unme-
thylierten und hemimethylierten Zielsequenzen unterschei-
den.[32]

Um die synthetisierten Konstrukte in S2ugetierzellen zu
testen, transfizierten wir humane HTC116-Darmtumorzellen
und, als ein Modell, C2C12-M2usemyoblasten mit der Inhi-
bitor-DNA und Transfectin oder HiPerFect als Transfek-
tionsmittel. Fluoreszenzmikroskopisch konnten wir die
DNA-Hanteln im Zellkern lokalisieren. Bemerkenswerter-
weise konnte in den M2usezellen auch nach l2ngerer Be-
handlung keine offensichtliche Toxizit2t festgestellt werden.
16 h nach der Transfektion von DB1* (eine Variante von DB1

mit zwei Cy3-Markierungen, Tabelle S1 in den Hintergrund-
informationen) konnte endogenes Dnmt1 in C2C12-Zellen
mit spezifischen Antik<rpern gef2rbt und beobachtet werden.
Es zeigte sich, dass der Inhibitorstrang in den Kernen von S-
Phasenzellen mit Dnmt1 an Stellen aktiver Replikation co-
lokalisiert ist (Abbildung 2a). Wurden die DNA-Hanteln

direkt in Zellkerne mikroinjiziert, wurde eine Colokalisation
mit Dnmt1 in Zellen in der S-Phase schon nach einer Stunde
festgestellt (Abbildung 2 b). Die Kontrollstr2nge ohne dCN,
DB2* und DB3* zeigten hingegen kein solches Verhalten.

Die Transfektion von DB1 in HCT116-Tumorzellen be-
wirkte eine signifikante Reduktion der Zellproliferation
(Abbildung S8 in den Hintergrundinformationen). Diese
Beobachtungen zeigen, dass Dnmt1 in lebenden Zellen mit
unserem hantelf<rmigen DNA-Inhibitor wechselwirkt und es
offensichtlich stabil bindet.

Unsere Inhibitor-DNA-Str2nge geh<ren somit zu den
ersten chemischen Konstrukten, die Dnmt1, eines der wich-
tigsten Enzyme f�r die epigenetische Kontrolle der Gen-
expression, inhibieren k<nnen. Die M<glichkeit, direkt in den
Zellkern einzudringen und dort direkt mit Dnmt1 zu inter-

Schema 3. a) Restriktions-AktivitJts-Assay f8r Dnmt1. Nach Inkubation
mit dem Inhibitor kann Dnmt1 einen hemimethylierten 30mer-DNA-
Strang (DS1, Sequenz siehe Tabelle S1 in den Hintergrundinformatio-
nen) nicht mehr methylieren und so vor einem Restriktionsverdau
durch HpaII sch8tzen. *: 5-Methyl-dC; grau hinterlegt: HpaII-Erken-
nungssequenz (C’CGG); gelb: Fluoresceinmarkierung. b) Denaturie-
rende PAGE (20%, 12 mA).

Abbildung 2. Behandlung von C2C12-Myoblasten mit den hantelf#rmi-
gen DNA-Inhibitoren (rot). Nach Fixieren der Zellen mit Formaldehyd
wurde endogenes Dnmt1 mit spezifischen Antik#rpern sichtbar ge-
macht (gr8n) und DNA mit 4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, blau)
gefJrbt. Weiße Balken: 5 mm. a) Transfektion von DB1* mit HiPerFect
als Transfektionsmittel. Der Zellkern im Kasten ist unten vergr#ßert
dargestellt. b) C2C12-Zellkerne 1 h nach der Mikroinjektion der DNA-
Inhibitoren. DB1* colokalisiert mit Dnmt1 an Stellen, an denen auch
DNA-Replikation stattfindet, wJhrend DB2* und DB3* diffus im Zell-
kern verteilt bleiben.
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ferieren, er<ffnet neue Perspektiven zur Regulierung der
zellul2ren DNA-Methylierung. Diese Konstrukte k<nnten es
erm<glichen, an der Reprogrammierung differenzierter
Zellen mitzuwirken oder die epigenetische Gen-Inaktivie-
rung in Tumorzellen r�ckg2ngig zu machen.

Eingegangen am 9. Mai 2007,
ver2nderte Fassung am 24. Oktober 2007
Online ver<ffentlicht am 18. Januar 2008
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