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DNA-Methylierung erhçht den Informationsgehalt von
Genomen îber die vier kanonischen Nukleobasen A, G, C
und T hinaus. Diese epigenetische Information kann îber
Zellteilungszyklen vererbt werden, kann aber auch nach Be-
darf durch DNA-Methyltransferasen (Dnmt) und Demethy-
lasen neu editiert werden, was einzigartige Mçglichkeiten fîr
die dynamische Regulation DNA-assoziierter Prozesse er-
çffnet.

DNA-Methylierung ist in allen Dom�nen des Lebens zu
finden, aber mit unterschiedlichem Vorkommen der einzel-
nen Typen von methylierten Nukleobasen und mit unter-
schiedlichen zugehçrigen biologischen Funktionen. So ist
beispielsweise 5-Methylcytosin (5mC) die vorherrschende
epigenetische Markierung bei S�ugetieren und vielen ande-
ren Eukaryonten und spielt als regulatorisches Schlîsselele-
ment der Genexpression eine wichtige Rolle fîr die Ge-
nomstabilit�t, in Entwicklungsprozessen und in der Entste-
hung von Krankheiten.[1] Eine vorherrschende epigenetische
DNA-Markierung in Bakterien ist N6-Methyladenin (6mA,
Abbildung 1A), die es Zellen als Teil von Restriktions-Mo-
difikations(RM)-Systemen ermçglicht, Fremd-DNA durch
6mA-sensitive Restriktionsendonukleasen selektiv zu ver-
dauen. 6mA hat jedoch darîber hinaus eine Vielzahl weiterer
Funktionen die es zu einem echten epigenetischen Marker in
Bakterien machen, mit vergleichbarer Bedeutung wie 5mC in
vielen Eukaryonten: 6mA ist z.B. an der Regulation der
bakteriellen Replikation, der Mismatch-Reparatur und der
Transkription beteiligt und ist essentiell in mehreren Spezi-
es.[2] Interessanterweise wurde 6mA auch in den Genomen
bestimmter eukaryontischer Organismen gefunden, wie etwa
in Protisten, Pilzen und Pflanzen, teilweise ohne das Vor-
handensein einer dazugehçrigen Restriktionsendonuklease.
Dies deutet auf biologische Funktionen jenseits der bloßen
Verteidigung gegen fremde DNA hin.[3] Allerdings schienen
die genomischen Gehalte von 6mA in der Regel extrem
niedrig zu sein, und eine Beteiligung von 6mA in epigeneti-

schen Regulationsprozessen in Eukaryonten wurde bisher
nicht beschrieben.

In drei Studien wurde nun die Existenz von 6mA – zu-
sammen mit Hinweisen auf potenzielle epigenetische Funk-
tionen – in den phylogenetisch weit auseinanderliegenden
Eukaryonten Chlamydomonas reinhardtii,[4] Drosophila me-
lanogaster[5] und Caenorhabditis elegans[6] (Abbildung 1B)
nachgewiesen. Bisher war bekannt, dass sowohl 5mC als auch
6mA im Genom der einzelligen Grînalge C. reinhardtii vor-
kommen, mit einem signifikanten Gehalt der letzteren Nu-
kleobase (0.3 bis 0.5% 6mA/A).[7] Fu et al. verwendeten

Abbildung 1. N6-Methylierung von Adenin. A) Chemische Strukturen
von Adenosin und N6-Methyladenosin-Nukleotiden in DNA und ihre
Umwandlung ineinander durch DNA-Methyltransferasen (Dnmt) und
Demethylasen. B) Vereinfachter Stammbaum des Lebens. Organismen,
in denen genomisches 6mA in den beschriebenen Studien entdeckt
und/oder charakterisiert wurde, sind als Cartoon gezeigt, und der je-
weilige Stamm (oder das Reich) ist rot markiert. Der Mensch ist als
Vertreter der Wirbeltiere gezeigt – diese sind noch nicht untersucht
worden.
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Antikçrper-basierte Methoden fîr die Affinit�tsanreicherung
von 6mA-enthaltenden DNA-Fragmenten in Kombination
mit Hochdurchsatz-Sequenzierung,[8] um eine erste Vertei-
lungskarte von 6mA im C. reinhardtii-Genom zu erzeugen.[4]

Diese zeigte die Anwesenheit von 6mA in > 14 000 Genen,
was einem Anteil von ca. 84% aller Gene in diesem Orga-
nismus entspricht. 6mA wurde îberwiegend in ApT-Dinu-
kleotiden gefunden und zeigte eine Pr�ferenz fîr bestimmte,
h�ufig vorkommende Sequenzmotive, die gleichm�ßig îber
das Genom verteilt waren. Trotz dieser gleichm�ßigen Ver-
teilung war 6mA stark an Gen-Promotoren angereichert, mit
einer bimodalen Verteilung um die Transkriptionsstartstellen
herum (TSS, im Gegensatz dazu wies 5mC eine Anreicherung
in den kodierenden Gen-Kçrpern und nicht an den TSS auf).
Eine hochauflçsende Kartierung zeigte, dass 6mA an TSS
periodische Muster aufwies, mit Maxima die komplement�r
zu Nukleosom-Bindungsstellen waren. Dies zeigt, dass 6mA
an TSS îberwiegend in DNA-Linkerregionen zwischen den
Nukleosomen auftritt und daher an der Positionierung von
Nukleosomen beteiligt sein kçnnte. Abschließend deckte ei-
ne RNA-Seq-Analyse eine Korrelation zwischen der Anwe-
senheit von 6mA an TSS und einer hohen Transkriptions-
aktivit�t auf, was auf eine Rolle von 6mA in der Transkrip-
tionsregulation hindeutet.

Das D. melanogaster-Genom weist nur kleinste Mengen
von 5mC auf,[9] und Beweise fîr die Existenz von 6mA fehlten
bisher vollst�ndig. In der zweiten Studie analysierten Zhang
et al. vollverdaute genomische DNA von adulten Geweben
und Embryonen verschiedener Entwicklungsstadien von D.
melanogaster durch UHPLC-MRM-MS/MS (ultra-high-per-
formance liquid chromatography-triple quadrupole mass
spectrometry with multiple reaction mointoring), einem
Verfahren, das den extrem empfindlichen Nachweis von
Nukleobasen-Modifikationen ermçglicht.[5] Sie fanden gene-
rell niedrige Gehalte von genomischem 6mA (ca. 0.001%
6mA/A) in adulten Geweben und Embryonen aus sp�teren
Entwicklungsstadien. In Embryonen von sehr frîhen Stadien
waren die Gehalte von 6mA jedoch 70-fach erhçht. Dies
zeigt, dass 6mA im D. melanogaster-Genom in signifikanten
Mengen vorhanden sein kann und dass es w�hrend der em-
bryonalen Entwicklung einer dynamischen Regulation un-
terliegt. Um herauszufinden, ob die beobachtete Dynamik
das Ergebnis einer enzymatischen (aktiven) Demethylierung
war, verwendeten die Autoren einen In-vitro-Test zur
Quantifizierung der 6mA-zu-A-Umwandlung in enzymatisch
methylierter DNA durch embryonale Zellkernextrakte. Tat-
s�chlich beobachteten sie eine dosisabh�ngige Demethylie-
rungsaktivit�t, wobei sie hçhere Aktivit�ten fîr Extrakte aus
sp�teren Entwicklungsstadien feststellten. Allgemeinen kann
Nukleobasen-Demethylierung oxidativ îber Katalyse durch
FeII/a-Ketoglutarat-abh�ngige Dioxygenasen wie AlkB[10]

oder den Ten-Eleven-Translokation(TET)-Dioxygenasen er-
folgen.[11] Die Autoren identifizierten die mutmaßliche Di-
oxygenase Drosophila-DNA-6mA-Demethylase (DMAD)
im D. melanogaster-Genom, die eine �hnliche Dom�nen-
struktur wie die S�ugetier-TET-Dioxygenasen aufweist.
DMAD wies w�hrend der Entwicklung Expressionsst�rken
auf, die komplement�r zum jeweiligen 6mA-Gehalt waren,
und ønderungen der Expression fîhrten zu einer erhçhten

Sterblichkeit von Embryonen. Darîber hinaus offenbarten
Knockout-Studien DMAD als selektive Demethylase fîr
6mA in DNA, die keine signifikante Aktivit�t gegenîber z. B.
mC, hmC oder 6mA in RNA aufwies. 6mA war zudem in
verschiedenen Zelltypen einschließlich Germariumzellen des
Ovars nachweisbar, mit abnehmenden Gehalten in sp�ten
Eikammern. Schließlich ergab eine 6mA-gerichtete Methyl-
DNA-Immunpr�zipitation und Sequenzierung (MeDIP-
Seq)[8] sowie eine Transkriptionsprofilierung eine Anreiche-
rung von 6mA in Transposon-Kçrpern verbunden mit er-
hçhten Transkriptionsaktivit�ten, was auf eine Rolle von
6mA in der Transkriptionsregulation auch in D. melanogaster
hinweist.

In C. elegans fehlen sowohl 5mC als auch Enzyme, die
bekannten Cytosin-Dnmt �hneln, was zu der Ansicht fîhrte,
dass das C. elegans-Genom keine DNA-Methylierung auf-
weist.[12] Dennoch existiert ein Modell fîr epigenetische
Vererbung in C. elegans, das auf einer Mutation des spr-5-
Gens basiert, welches fîr eine Histon-3-lysin-4-dime-
thyl(H3K4me2, eine aktivierende Histon-Markierung)-De-
methylase kodiert.[13] Nach aufeinanderfolgenden Genera-
tionen zeigen spr-5-mutierte Wîrmer (obwohl sie im Prinzip
identische Genome besitzen) progressiv ansteigende
H3K4me2-Gehalte und eine damit verbundene Zunahme der
Unfruchtbarkeit, was eine Vererbung epigenetischer Infor-
mation nahelegt. In der dritten Studie analysierten Greer
et al. genomische DNA aus dem Wildtyp und aus sp�ten
Generationen spr-5-mutierter Wîrmer und konnten 6mA
detektieren, nicht aber 5mC oder 5hmC.[6] Die Gehalte von
6mA waren in den spr-5-mutierten Wîrmern hçher (bis zu
0.15% 6mA/A) und erhçhten sich weiter von Generation zu
Generation. Die Autoren fîhrten zudem 6mA-Seq[8] und
Einzelmolekîl-Echtzeit(SMRT)-Sequenzierung[14] mit Wîr-
mern gemischter Entwicklungsstadien durch und fanden 6mA
in ca. 0.7% aller A-Nukleotidpositionen, die weit îber das
Genom verteilt waren, mit geringer Abh�ngigkeit von be-
stimmten Genomfunktionen, aber mit einer Pr�ferenz fîr
spezifische Sequenzmotive. Die Autoren identifizierten dann
die 6mA-Demethylase NMAD-1 (eines von fînf im C. ele-
gans-Genom vorhandenen dealkylierenden Enzymen der
AlkB-Familie), die 6mA in DNA in vitro demethylieren
konnte und deren Knockout zu einem beschleunigten Verlust
der Fruchtbarkeit in vivo fîhrte. Darîber hinaus identifi-
zierten sie die entsprechende Dnmt DAMT-1 und zeigten,
dass ihr Knockout zu verringerten 6mA-Gehalten und zu
verringerter progressiver Unfruchtbarkeit in der spr-5-Mu-
tante fîhrte (jedoch nicht im Wildtyp). Obwohl die spezifi-
sche Rolle von 6mA in diesem Prozess nicht gekl�rt ist,
deuten diese Daten auf eine gegenseitige Beeinflussung von
H3K4me2 und 6mA hin, die beide als epigenetische Regu-
latoren agieren.

Zusammengefasst zeigen die drei Studien, dass 6mA in
signifikanten Mengen in den Genomen von mehreren
phylogenetisch weit auseinanderliegenden Eukaryonten
existiert, und dass es genomische Verteilungen und Korrela-
tionen mit lokalen Transkriptionsaktivit�ten aufweist, die
Rollen in der Genexpressionsregulation nahelegen. 6mA
kann zudem îber verschiedene Entwicklungsstufen hinweg
variieren, und neue Dnmt und/oder Demethylasen fîr die
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Einfîhrung und Entfernung von 6mA sind identifiziert wor-
den, die die Grundlage fîr eine dynamische Regulation bil-
den. Da �hnliche Enzyme in der Evolution konserviert sind,
werfen die Studien die zentrale Frage auf, wie weit 6mA in
der Eukaryontendom�ne tats�chlich verbreitet ist, d.h., ob es
z. B. auch in Wirbeltier- oder S�ugergenomen vorkommt –
einschließlich dem des Menschen. Greer et al. weisen darauf
hin, dass das humane Gen Methyl-Transferase-like 4
(METTL4) DAMT-1 von C. elegans �hnelt, und Zhang et al.
zeigten, dass DMAD øhnlichkeit mit humanen TET-Dioxy-
genasen aufweist und in der Lage ist, 6mA zu demethylie-
ren.[15] Erweiterte Studien îber einen grçßeren Bereich hç-
herer Eukaryonten werden die tats�chliche Bedeutung dieser
spannenden Ergebnisse offenbaren. Schlussendlich unter-
streichen die Studien die Bedeutung der Entwicklung von
fortgeschrittenen, hochempfindlichen Analysemethoden zur
Untersuchung von Nukleobasenmodifikationen wie UHPLC-
MRM-MS/MS. Diese werden auch in Zukunft neue und un-
erwartete Erkenntnisse îber das Auftreten von epigeneti-
schen Nukleobasenmodifikationen in Eukaryonten liefern,
sowie îber ihre funktionelle Rolle bei der Regulation biolo-
gischer Schlîsselprozesse.
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