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Die Methylierung von DNA ist eine wichtige epigenetische
Modifikation, die an der Regulation der Genexpression be-
teiligt ist. In Wirbeltieren ist die DNA am héufigsten an Po-
sition C5 von Cytosin methyliert (m°C). Die Methylgruppe
wird durch Methyltransferasen (C5-MTasen) iibertragen, die
S-Adenosyl-L-methionin (SAM oder AdoMet) als Methyl-
gruppendonor verwenden (Schema 1a). Eine fehlgesteuerte
Regulation der DNA-Methylierung hat schwerwiegende
Auswirkungen, darunter neurologische Entwicklungsstorun-
gen und die Entstehung von Krebs.! Aktuelle Berichte iiber
5-Hydroxymethylcytosin (hmC) als eine zusétzliche Cytosin-
modifikation in der DNA von Saugetieren forderten das In-
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Schema 1. a,b) Natiirliche und c—e) artifizielle Wege der enzymati-
schen Modifizierung von Cytosin in DNA an Position C5.
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teresse an epigenetischen Mechanismen. Die Existenz von
hmC in tierischer DNA war bereits vor langer Zeit vermutet
worden,? allerdings hatte dieser Bericht wenig Beachtung
gefunden. 2009 konnten Kriaucionis und Heintz hmC in
Purkinje-Neuronen des Kleinhirns eindeutig nachweisen.”!
Tahiliani und Mitarbeiter fanden hmC in murinen embryo-
nalen Stammzellen und menschlichen embryonalen Nieren-
zellen und zeigten, dass Enzyme der TET-Familie (Ten-Ele-
ven-Translocation-Gen) m’C zu hmC oxidieren k&nnen
(Schema 1b)."! Diese 2-Ketoglutarat- und Fe"-abhingigen
Oxygenasen kénnen m°C-haltige DNA auch in vitro oxidie-
ren. Dartiber hinaus wurde vor kurzem festgestellt, dass auch
C5-MTasen invitro hmC generieren konnen, indem sie
Formaldehyd reversibel an unmodifizierte Cytosine addieren
(Schema 1c¢).P! Die funktionelle Bedeutung von hmC als zu-
satzliche Ebene in der epigenetischen Regulation und/oder
als ein Intermediat der oxidativen Demethylierung wird
derzeit intensiv untersucht.

Zur Aufklirung der biologischen Funktion von hmC ist es
notwendig, diese Modifikation im Genom zu lokalisieren und
zu quantifizieren. Dies ist jedoch technisch anspruchsvoll, da
m’°C und hmC durch giingige biochemische Methoden nur
schwer zu unterscheiden sind. Die hiufigste Methode zur
Analyse von Methylierungsmustern, die Bisulfitsequenzie-
rung,"! fiihrt zu identischen Ergebnissen fiir m°C und hmC.®!
Methylierungs-abhédngige Restriktionsenzyme eignen sich
ebenfalls nur unzureichend zur Unterscheidung von m°C und
hmC. Deshalb ist die Entwicklung von Methoden zum ge-
zielten Nachweis von hmC von gro3er Bedeutung.

In den neuen Berichten iiber hmC in DNA von Sauge-
tieren®¥ wurde das modifizierte Nucleosid in DC- und
HPLC-Experimenten nachgewiesen und mithilfe von ESI-
MS/MS charakterisiert. Die Hiufigkeit von hmC in ver-
schiedenen Regionen des Méusegehirns wurde mit einer
quantitativen MS-Methode untersucht, die von Carell und
Mitarbeitern entwickelt wurde und auf der Verwendung von
synthetischen, isotopenmarkierten Referenzverbindungen
beruht.”! Die gute Empfindlichkeit dieser Methode ermog-
lichte die genaue Quantifizierung modifizierter Cytosine in
verschiedenen Gewebearten. Die Haufigkeit von hmCliegt in
verschiedenen Zelltypen zwischen 0.03 und 0.7 % bezogen
auf Guanin, wihrend m°C in allen Zellen einheitlich zu 4-5 %
vorkommt.””! Zum visuellen Nachweis der modifizierten Nu-
cleoside m’C, hmC und des Bisulfitaddukts von hmC wurden
spezifische Antikorper entwickelt. Quantitative Dot-Blot-
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Analysen ermoglichten damit die Bestimmung der Haufigkeit
von hmC in genomischer DNA aus menschlichen Knochen-
marksproben.'” Massenspektrometrie und Antikorperfir-
bemethoden kénnen allerdings die Positionen der Modifika-
tion in der DNA-Sequenz nicht genau lokalisieren. Aktuelle
Techniken der Einzelmolekiilsequenzierung konnten hier
Abhilfe schaffen; mit ihnen lassen sich m°C und hmC, ba-
sierend auf der unterschiedlichen Extensionskinetik der
DNA-Polymerase beim Lesen der Modifikationen, unter-
scheiden."" Auch mit amperometrischen Messungen beim
Durchtritt modifizierter DNA durch Nanoporen konnten
Cytosin, m°C und hmC unterschieden werden.['” Diese neuen
Methoden wurden bis jetzt allerdings nur an synthetischer
DNA mit bekannten Modifikationen demonstriert und kon-
nen noch nicht zur direkten Sequenzierung natiirlicher DNA
angewendet werden. Hierfiir ist die selektive Anreicherung
von hmC-haltiger DNA notwendig. In diesem Zusammen-
hang wurden kiirzlich neue chemoenzymatische Methoden
zur selektiven Markierung von hmC beschrieben, in denen
Enzyme aus Bakterien und Bakteriophagen zum Einsatz
kommen.

In T4 und 4hnlichen Bakteriophagen werden hmC-Nu-
cleoside durch a- und B-Glycosyltransferasen (GTs) modifi-
ziert, denen UDP-Glucose als Glycosyldonor dient. Zwei
Arbeitsgruppen haben unabhingig voneinander die B-GT des
T4-Phagen verwendet, um Methoden zur Quantifizierung von
hmC in DNA zu entwickeln. Der erste Bericht, von Leon-
hardt und Mitarbeitern, beschrieb die Verwendung von UDP-
[*'H]-Glucose zur radioaktiven Markierung von hmC (Sche-
ma 2a).® Mithilfe von Kalibrierkurven wurde die Hiufigkeit
von hmC in unterschiedlichen Geweben der Maus bestimmt.
Dabei wurden hohere Anteile der Modifikation gefunden, als
durch quantitative MS nachgewiesen wurden.”! In einer
zweiten Arbeit berichteten He und Mitarbeiter iiber die
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Schema 2. Enzymatische Markierung von hmC in DNA. T4-3-GT tiber-
tragt radioaktive [*H]-Glucose (a) oder Azid-modifizierte Glucose (b)
auf die Hydroxymethylgruppe von hmC. Die glycosylierte gmC-DNA
kann direkt detektiert werden" oder mithilfe Azid-spezifischer Reaktio-
nen weiter derivatisiert werden.'! Bakterielle C5-MTasen kénnen hmC
mit Schwefelnucleophilen derivatisieren, z.B. mit Cysteamin (c), wo-
durch eine primire Aminogruppe eingefiihrt wird, die zur weiteren Mo-
difikation zur Verfiigung steht."”!
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Anwendung von T4-3-GT zur Anbringung einer chemisch
modifizierten, Azid-haltigen Glucose-Einheit an der Hydro-
xygruppe von hmC (Schema 2b).["Yl Dies fiihrte zur Bildung
von 6-N;-gmC, das anschlieBend in einer kupferfreien 1,3-
dipolaren Cycloaddition mit einem biotinylierten Dibenzo-
cyclooctin konjugiert wurde. Sowohl die Glycosylierung als
auch die Klick-Reaktion wurden als sehr effiziente Reaktio-
nen beschrieben, welche die selektive Anreicherung von
hmC-haltiger DNA aus verschiedenen Zell-Linien ermog-
lichten. Streptavidin-gebundene biotinylierte DNA blockier-
te auBerdem die Polymerase bei der Primer-Verldngerung,
was zur Bestimmung der hmC-Positionen genutzt werden
kann.

Eine zweite Klasse von Enzymen zur gezielten Derivati-
sierung von hmC sind DNA-Methyltransferasen, wie Kli-
masauskas und Mitarbeiter kiirzlich berichteten.!"”) Es war
bekannt, dass Methyltransferasen synthetische SAM-Analo-
ga als Substrate akzeptieren und DNA dadurch mit artifizi-
ellen funktionellen Gruppen bestiickt werden kann (Sche-
ma 1d)."! Bei mechanistischen Untersuchungen dieser En-
zyme wurde festgestellt, dass C5-MTasen auch Substrate
verwenden konnen, die nicht von SAM abgeleitet sind. Dies
fithrte zur Erkenntnis, dass hmC aus Cytosin durch MTase-
katalysierte Addition von Formaldehyd hergestellt werden
kann.P!

Vor kurzem wurde nun eine weitere, unerwartete AKti-
vitdit dieser Enzyme beschrieben: Bakterielle MTasen
(M.Hhal und M.SssI) konnen Schwefel- und Selen-haltige
Nucleophile selektiv mit hmC zur Reaktion bringen. Dabei
wird formal die Hydroxygruppe von hmC substituiert und
eine neue Thio-/Selenoetherfunktion gebildet (Sche-
ma 1e).™! Fiir diese enzymatische Aktivitit ist ein konser-
viertes Cystein im aktiven Zentrum des Enzyms essenziell.
Man vermutet deshalb, dass die Reaktion dhnlich wie die
Addition von Methylgruppen iiber ein kovalentes Protein-
DNA-Intermediat verlduft. Diese Aktivitéit ist von mecha-
nistischem Interesse und koénnte auch zur spezifischen Deri-
vatisierung von hmC in natiirlicher DNA verwendet werden.
Um das Prinzip zu demonstrieren, wurde hmC-haltige Plas-
mid-DNA mit Cysteamin derivatisiert (Schema 2c). Die so
eingefithrte primidre Aminogruppe wurde mit Biotin-NHS-
Ester (NHS = N-Hydroxysuccinimid) konjugiert und das
Produkt an eine Streptavidinmatrix gebunden, um die selek-
tive Anreicherung von hmC-DNA zu belegen. Zukiinftige
Arbeiten werden zeigen, wie sich die Sequenzspezifitit der
MTasen und die potenzielle Reversibilitdt der hmC-Modifi-
kation in Abwesenheit des natiirlichen Cofaktors auf die
allgemeine Anwendbarkeit und die Genauigkeit der hmC-
Analyse in natiirlichen DNA-Proben auswirken. Diese neue
enzymatische Aktivitdt von C5-MTase ist aber auch aus ei-
nem anderen Blickwinkel interessant, namlich fiir die se-
quenzspezifische Funktionalisierung von DNA, die auch fiir
die Herstellung funktioneller DNA-Architekturen von Be-
deutung ist.

Die hier vorgestellten Methoden zur enzymatischen
Markierung von hmC in DNA erweitern die Moglichkeiten
zur gezielten Manipulation von DNA und werden verstirkt
zur Analyse epigenetischer Modifikationen in genomischer
DNA zum Einsatz kommen. Derzeit ist die quantitative
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Massenspektrometrie eine der genauesten Methoden zur
Quantifizierung von DNA-Modifikationen. Die neuen, che-
moenzymatischen Ansitze konnen dariiber hinaus wertvolle
zusidtzliche Informationen liefern. Dies wird experimentell
auch durch die Verfiigbarkeit eines Epigenetik-Analyse-Kits
erleichtert, das T4-B-GT und modifikationsspezifische Re-
striktionsenzyme kombiniert."””? Innovative Methoden sind
auflerdem notwendig, um die Dynamik des hmC-Gehalts in
genomischer DNA besser zu verstehen, die auch im Zusam-
menhang mit Stammzellerhaltung und Differenzierung dis-
kutiert wird" und in den frithen Phasen der Embryonalent-
wicklung bei der Reprogrammierung des paternalen Genoms
eine wichtige Rolle spielt.'”! Angesichts aktueller Berichte
uber Mutationen in TET-Proteinen und die damit einherge-
hende Fehlregulation der hmC-Synthese im Knochenmark
von Krebspatienten'”! werden neue Methoden zur Quantifi-
zierung von hmC zusétzliche Bedeutung erlangen und in
Zukunft auch die Diagnose bestimmter, epigenetisch be-
dingter Krankheiten unterstiitzen.
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