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Genomic Imprinting

Genomic Imprinting (genomische Prigung) — die unterschiedliche
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Aus dem Inhalt

Expression von maternal und paternal vererbten Genen — wurde als

ein faszinierendes Beispiel fiir die Kontrolle der Genexpression durch
epigenetische Prozesse im menschlichen Korper entdeckt. Es betrifft

-

. Entdeckung des Imprinting als
nichtmendelsche Form der

. Vererbung 13767
etwa 100 Gene, die oft an der Steuerung von Wachstum und Ent-
wicklung beteiligt sind. In diesem Aufsatz diskutieren wir die Me- 2. Molekulare Mechanismen der
chanismen, die zur Erzeugung von geschlechtsspezifischen Imprints in %NA'M:t:'_V”" ung und 13760
Form von DNA-Methylierungsmustern fiihren, ihre Erhaltung wih- emetnyliering
rend des Wachstums und der Entwicklung des Organismus und die 3. Die Rolle der DNA-
Prozesse, welche die elterlichen Imprints in eine monoallelische Methylierung als epigenetische
Genexpression umsetzen. Wir diskutieren die geschlechtsspezifische, Modifikation, die vererbbar,
dimorphe Natur von Imprints aus evolutiondirer Sicht und priisentie- aber auch reversibel ist 13769
ren das vorherrs‘chend? Modell, dass molekulqre Pragu‘ng in einem 4 Mechanismus der Erzeugung
Interessenskonflikt zwischen den Eltern vermittelt, der in lebendge- von Imprints in Keimzellen von
birenden Tieren auftritt. Abschlieflend fassen die Relevanz dieses Dnmt3a/Dnmt3L und Dnmt1 13771
Vorgangs fiir die menschliche Gesundheit zusammen.
5. Mechanismus der Vererbung der
DNA-Methylierung und
-Imprints mithilfe von Dnmt1 13773
1. Entdeckung des Imprinting als nichtmendelsche
Form der Vererbung 6. Geschlechtsunterschiede von
DMRs und Gen-Silencing-
Saugetiere sind diploid, wobei jede Zelle zwei Kopien der Mechanismen 13775
Erbinformation trégt, jeweils eine von der Mutter iiber die
Eizelle vererbt und die andere vom Vater iiber die Spermien. 7. Imprinting und der evolutiondire
Trotz dieser scheinbar ,einfachen“ Konstellation wurden Konflikt zwischen ménnlich und
Beispiele fiir nichtmendelsche, elternabhéngige Vererbung in weiblich in der Entwicklung von
den 1970er Jahren entdeckt, was darauf hindeutet, dass an Sdugetieren 13776
einigen Genorten eine der beiden Genkopien eine Prigung
trigt, die die Expression des Gens unterdriickt.’) 1984 wurde 8. Medizinische Implikationen:
der erste molekulare Beweis dafiir erbracht, dass die beiden Imprinting-Fehler und der
Kopien der elterlichen Genome nicht gleichwertig sind. Verlust der Prigung in
Kerntransplantationsexperimente an Méusen zeigten, dass Krebszellen 13777

jeweils ein miitterliches Genom und ein véterliches Genom
fiir eine erfolgreiche Entwicklung erforderlich sind (Abbil-
dung 1).2% In diesen Experimenten wurde der viterliche
Pronucleus in befruchteten Mauseizellen entfernt und durch
einen miitterlichen Pronucleus ersetzt, wodurch eine bimat-
ernale (gynogenetische oder parthenogenetische) Zygote er-
zeugt wurde. Umgekehrt wurde der miitterliche Pronucleus
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Abbildung 1. Entdeckung der Prigung in Kerntransplantationsexperi-
menten. Die Ubertragung von einem minnlichen und einem weibli-
chen Pronucleus in eine entkernte Eizelle erméglicht eine normale Em-
bryonalentwicklung, wihrend die Ubertragung von zwei mannlichen
oder weiblichen Pronuclei dies nicht erlaubt.
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durch einem zweiten viterlichen ersetzt und so eine bipater-
nale (androgenetische) Zygote erzeugt. Diese so manipu-
lierten uniparentalen Zygoten konnten die Embryogenese
nicht abschlieen. Kontrollen zeigten, dass der Abbruch der
Entwicklung nicht durch die Manipulation selbst hervorge-
rufen wurde, was klar dafiir spricht, dass die Gegenwart eines
miitterlichen und eines viterlichen Genoms zwingend erfor-
derlich ist, um die Embryonalentwicklung zu durchlaufen.
Dies wurde auf das Vorhandensein von gepréigten Genen
zuriickgefiihrt, die ausschlielich entweder vom miitterlichen
oder vom viterlichen Allel exprimiert werden und somit in
den uniparentalen Zygoten nicht aktiv sind. Erste Beispiele
geprigter Gene, die fiir den Insulin-dhnlichen Wachstums-
faktor-Typ 2 (Igf2; vom viterlichen Allel exprimiert), den
Igf2-Rezeptor (Igf2r) und die nichtkodierende H19-RNA
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Pfaffenwaldring 55, 70569 Stuttgart (Deutschland)
E-Mail: albert.jeltsch@ibc.uni-stuttgart.de

Wiley Online Library

emie

13767



13768 www.angewandte.de

Angewandte

Aufsiitze

(beide vom miitterlichen Allel exprimiert) codieren, wurden
1991 in Miusen identifiziert."® Spiter wurde gefunden, dass
der molekulare Marker, der zu einer Allel-spezifischen Ex-
pression von geprédgten Genen fiihrt, eine spezifische DNA-
Methylierung ist, die auf einem Allel, aber nicht auf dem
anderen auftritt.’!!

In eukaryotischen Zellkernen wird die DNA in Chroma-
tin verpackt, wobei etwa 147 Basenpaare der DNA um ein
Histon-Oktamer aus zwei Kopien von jedem der vier Histon-
Proteine H3, H4, H2A und H2B gewickelt sind. Wir wissen
heute, dass die genomische Pragung ein epigenetischer Pro-
zess ist, der sowohl DNA-Methylierung als auch Histon-
Modifikationen umfasst und so eine monoallele Genexpres-
sion von einem elterlichen Locus bewirkt, ohne dessen DNA-
Sequenz zu veridndern. Diese epigenetischen Markierungen
werden in der Keimbahn etabliert und in der Regel wihrend
der Entwicklung in allen somatischen Zellen eines Organis-
mus aufrechterhalten, wenngleich Beispiele fiir den gewebe-
spezifischen Verlust oder eine Modulation der Pragung be-
schrieben wurden.' Uber 100 der rund 20000 menschlichen
Gene oder Mausgene tragen einen Imprint.'**! Angesichts
der Tatsache, dass in den letzten Jahren mehrere genomweite
DNA-Methylierungsstudien durchgefiihrt wurden, die Allel-
spezifische Methylierungen identifiziert hitten, ist es un-
wahrscheinlich, dass diese Zahl in Zukunft stark anwichst.
Geprigte Gene spielen eine wichtige Rolle bei der Regulie-
rung des Wachstums des Embryos, der Entwicklung von
Zelllinien sowie beim Verhalten und Stoffwechsel.'” Sie
treten haufig in Clustern auf, die in der Regel sowohl véterlich
als auch miitterlich exprimierte Gene enthalten, in denen
aber auch andere nicht gepriagte Genen liegen. Die Cluster
werden durch eine Imprinting-Kontrollregion (ICR) gesteu-
ert, die eine differentiell methylierte Region (DMR) enthiilt,
in der die Eltern-spezifische DNA-Methylierung auftritt.
Normalerweise regelt eine ICR alle Gene in diesem Cluster,
manchmal in groBen genomischen Abstinden.>' Ein be-
kanntes Beispiel fiir die Regulation der Expression von ge-
pragten Genen in Miusen ist das Igf2r-Gen (Abbildung 2),
bei dem eine grofle nichtkodierende RNA genannt Airn
(Antisense-RNA Igf2r non-coding) vom viterlichen Allel
exprimiert wird. Airn verlduft in einer Antisense-Richtung zu
Igf2r und verhindert die Expression von Igf2r auf dem vé-
terlichen Chromosom.['” Im miitterlichen Allel verhindert
eine Methylierung der DMR die Expression der nichtkodie-
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Abbildung 2. Etablierung der Allel-spezifischen Genexpression an den
geprégten Igf2- und Igf2r-Loci. Das Imprinting Control Element (ICE),
einschlieRlich der differentiell methylierten Region (DMR), liegt im
Igf2r-Locus innerhalb des Igf2r-Gens (angezeigt durch ein blaues
Rechteck). Im Igf2-Locus befindet sich das ICE zwischen den Igf2- und
H19-Genen. Das ICE des Igf2r-Locus ist im viterlichen Allel unmethy-
liert. Dies ermoglicht die Expression der Airn nichtkodierenden Anti-
sense-RNA von einem Antisense-Promotor, die zur Repression des
Igf2r-Gens fuihrt. Methylierung der ICE im miutterlichen Allel verhindert
die Aktivitat des Antisense-Promotors und erméglicht so die Expressi-
on von Igf2r. Am Igf2-Locus ist das ICE im miitterlichen Allel unmethy-
liert. Dies ermdglicht die Bindung des CTCF-Insulator-Proteins, das die
Wirkung eines stromaufwirts gelegenen Enhancers auf dem H19-NC-
Gen beschrankt. Im véterlichen Allel verhindert die Methylierung des
ICE die Aktivitit des H19-NC-Gens und die Bindung von CTCF, und
dies erméglicht es dem Enhancer, die Expression des Igf2-Gens anzu-
treiben. Methylierung ist durch rote Fiinfecke dargestellt. Aktive Allele
werden durch griine Pfeile, inaktive durch rote Pfeile angezeigt.

renden RNA, sodass das Igf2r-Gen transkribiert wird. Im-
printing kann kompliziertere Formen der Regulierung um-
fassen, wie am Beispiel des Igf2/H19-Locus illustriert werden
kann (Abbildung 2). Hier regelt die Methylierung der DMR
die Bindung des CTCF(Zincfinger Protein CCCTC-binding
factor)-Insulator-Proteins. Die DMR ist im miitterlichen
Genom nicht methyliert, was die Bindung von CTFC er-
moglicht, die anschlieBend die Wirkung eines stromabwirts
gelegenen Enhancers auf das Igf2-Gen verhindert und so zu
einer Verringerung der Igf2-Expression fiihrt. Der Enhancer
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treibt stattdessen die Expression der nichtkodierenden H19-
RNA an. Im viterlichen Genom ist die DMR methyliert.
Daher kann CTCEF nicht binden, und die /gf2-Expression wird
durch den Enhancer direkt stimuliert.'""®! Fiir weitere de-
taillierte Beschreibungen der Genetik und Molekularbiologie
von Imprinting kénnen mehrere ausgezeichnete Ubersichts-
artikel herangezogen werden. 121419

2. Molekulare Mechanismen der DNA-Methylierung
und -Demethylierung

Die Methylierung der C5-Position von Cytosin wird durch
eine Klasse von Enzymen namens DNA-(Cytosin C5)-Me-
thyltransferasen (MTase) eingefiihrt, die alle einen gemein-
samen katalytischen Mechanismus haben. Da das Cytosin ein
elektronenarmes, heterocyclisches aromatisches System ist,
ist seine C5-Position nicht nucleophil, sodass eine spontane
Ubertragung der Methylgruppe von S-Adenosyl-L-Methionin
(AdoMet) auf die C5-Position von Cytosin nicht mdglich ist.
Die enzymatische Katalyse folgt dem Mechanismus einer
Michael-Addition (Abbildung 3). Sie wird durch den nuc-
leophilen Angriff eines Cystein-Thiols auf die C6-Position des
Cytosins initiiert, der zur Bildung einer kovalenten Bindung
zwischen dem Enzym und der Nucleobase fiithrt. Dadurch
wird die negative Ladungsdichte am C5-Atom des Cytosins
gesteigert, sodass es die Methylgruppe des Cofaktors nuc-
leophil angreifen kann. Das katalytische Cystein liegt in
einem charakteristischen PCQ-Aminosduremotiv, das in
DNA-(Cytosin C5)-MTasen konserviert ist. Der nucleophile
Angriff des Cysteins kann durch eine voriibergehende Pro-
tonierung des Cytosins an seinem endocyclischen N3-Stick-
stoffatom durch ein katalytisches Glutamat unterstiitzt
werden, das in einer konservierten ENV-Aminosduresequenz
liegt. Dieser Aminosédurerest kontaktiert auBerdem das N4
des Cytosins und trdgt dadurch zur Positionierung der Nuc-
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Abbildung 3. Katalytischer Mechanismus der DNA-(Cytosin C5)-Methyl-
transferasen. Einzelheiten hierzu sind im Text erldutert. Die Cytosin-
base ist schwarz, AdoMet blau und die zu iibertragende Methylgruppe
rot dargestellt. Die katalytischen Aminoséuren sind braun und griin
und eine noch nicht identifizierte Base ist orange gezeichnet.
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leobase im aktiven Zentrum bei. Der Addition der Methyl-
gruppe folgt eine Deprotonierung des C5-Atoms durch einen
bislang nicht identifizierten Protonenakzeptor, wodurch die
kovalente Bindung zwischen dem Enzym und der Nucleobase
in einer Eliminierungsreaktion gelost wird.?*?!! Dieser Me-
chanismus erfordert einen Zugang des Enzyms zur gesamten
Watson/Crick-Seite des Cytosins, was eine Methylierung von
in einer B-DNA befindlichen Basen ausschlieSt. Daher ro-
tieren DNA-Methyltransferasen wihrend der Katalyse ihre
Zielbase aus der DNA heraus und binden sie in einer hy-
drophoben Tasche ihres aktiven Zentrums in einem Vorgang,
der ,Basenausklappen“ genannt wird und fiir alle DNA-
Methyltransferasen charakteristisch ist.?*?!) Zu beachten ist,
dass der Mechanismus der Methylierung der exocyclischen
Aminogruppen durch DNA-(CytosinN4)- und DNA-(Ade-
ninN6)-Methyltransferasen auch ein Basenausklappen um-
fasst, sich aber ansonsten von dem hier beschriebenen Ablauf
unterscheidet.*

Drei verschiedene enzymatische Reaktionen wurden
bislang mit DNA-Demethylierung — der Umwandlung von
Methylcytosin nach Cytosin — verbunden: 1) die Entfernung
der Base durch Deglucosylierung, 2) die Desaminierung des
Methylcytosins und 3) die Oxidation von Methylcytosin zu
Hydroxymethylcytosin und héher oxidierten Produkten.”>?!
Diese Schritte schlieBen sich nicht gegenseitig aus und
konnen kombiniert werden, z.B. kann Methylcytosin zu
Thymin desaminiert werden, und dieses kann anschlieBend
aus dem T:G-Basenfehlpaar von der Thymin-DNA-Gly-
cosylase (TDG) ausgeschnitten werden. Oxidative Deme-
thylierungswege konnen auch von TDG abhingig sein, das
auch Hydroxymethylcytosin umsetzt, aber eine direkte en-
zymatische Decarboxylierung von Carboxycytosin wiére
ebenso moglich.

3. Die Rolle der DNA-Methylierung als epigeneti-
sche Modifikation, die vererbbar, aber auch rever-
sibel ist

Wegen ihrer Stabilitit, aber auch Reversibilitit ist DNA-
Methylierung ein ideales Signal, um geprigte Loci zu mar-
kieren, deren Modifikationszustand sich wiahrend der Keim-
zellentwicklung dndern muss, um an das Geschlecht des Or-
ganismus angepasst zu werden. DNA-Methylierung in Men-
schen erfolgt an der C5-Position von Cytosinresten, iiber-
wiegend innerhalb von CpG-Dinucleotiden, und nur selten an
Nicht-CpG-Stellen. Allerdings sind nicht alle CpG-Stellen im
Genom methyliert, und es existiert somit ein spezifisches
Muster aus methylierten und unmethylierten CpGs. Im
menschlichen Genom sind etwa 60-80 % aller CpGs in einem
Zelltyp-spezifischen Muster methyliert. Die restlichen Stellen
sind unmethyliert (Hemimethylierung ist ein seltener Zu-
stand®?")). Die epigenetische Natur der DNA-Methylierung,
die gleichzeitig erblich und flexibel ist, kann anhand der
Zyklen der DNA-Methylierung wihrend der Zellteilung und
Entwicklung (Abbildung 4) dargestellt werden. Wie von
Riggs®! sowie von Holliday und Pugh®! bereits vor fast
40 Jahren vorgeschlagen wurde, besteht die molekulare
Grundlage fiir die Vererbung der DNA-Methylierungsmuster
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Abbildung 4. DNA-Methylierungsinderungen in Siugerzellen. DNA-Methylierungsmuster
bestehen aus unmethylierten (weifd) und methylierten CpG-Stellen (orange). Sie werden
nach der DNA-Replikation durch die Erhaltungs-Methylierung aufrechterhalten und
kénnen entweder durch aktive, von der Replikation unabhingige Prozesse oder passiv im
Zuge der Replikation verloren gehen. Erhaltungs-Methylierung erfolgt hauptsichlich
durch Dnmt1, wihrend De-novo-DNA-Methylierung zunachst durch die Dnmt3-Enzyme

eingefiihrt wird.

in der palindromen Natur der CpG-Stellen. Typischerweise
liegt ein CpG entweder in einem vollstandig methylierten
Zustand vor, in dem die Cytosine in beiden DNA-Stringen
des CpG methyliert sind, oder in einem unmethylierten Zu-
stand, in dem beide Stringe unmodifiziert sind. Wahrend der
Replikation von methylierter DNA werden transient hemi-
methylierte CpGs erzeugt, in denen der elterliche Strang die
Methylierung trigt, wihrend der neu synthetisierte Tochter-
strang unmethyliert ist. Somit ist das urspriingliche Methy-
lierungsmuster der DNA im parentalen Strang noch vorhan-
den. Der Tochterstrang wird anschliefend von einer so ge-
nannten Erhaltungs-DNA-Methyltransferase wieder methy-
liert, die als molekulare Kopiermaschine wirkt und das ur-
spriingliche Muster der Methylierung wiederherstellt. Diese
Funktion wird durch ein Enzym iibernommen, das spezifisch
fir hemimethylierte DNA ist, aber keine Methylierung an
zuvor unmethylierten Stellen einbaut und dadurch das Me-
thylierungsmuster iiber Zellteilungen bewahrt. Die Methy-
lierung von CpG-Stellen in der Promotor-Region von Genen
fiihrt in der Regel zur Unterdriickung der Genexpression. Die
regulatorische Funktion von DNA-Methylierung ist an einer
Vielzahl von wichtigen biologischen Prozessen in Menschen,
einschlieBlich dem genomischen Imprinting, beteiligt.
Wihrend der Entwicklung beobachtet man bei Sdugetie-
ren zwei Zyklen der DNA-Methylierung.®*>? Nach der Be-
fruchtung werden die Keimzell-spezifischen DNA-Methylie-
rungsmuster in den Genomen der Ei-und Samenzellen global
durch DNA-Demethylierung geloscht, wodurch Totipotenz
erreicht wird. Warum trotz der fast vollstdndigen genom-
weiten Demethylierung geprédgte Gene in dieser Phase (Ab-
bildung 5, Schritt 1) methyliert bleiben, ist eine der wichtigs-
ten offenen Fragen in der Imprinting-Forschung. Dem Lo-
schen der Methylierung folgt eine Welle der De-novo-DNA-
Methylierung. Zum Zeitpunkt der Implantation iibertragen
De-novo-DNA-Methyltransferasen Methylgruppen auf beide
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Stréange der DNA innerhalb von CpG-Stellen,
wodurch das anfidngliche embryospezifische
Methylierungsmuster geschaffen wird, das
anschlieBend mittels Erhaltungs-Methylierung
iiber Zellteilungen hinweg aufrechterhalten
bleibt. Wihrend der Entwicklung konnen
kleinere Verdnderungen der DNA-Methylie-
rung auftreten, die zu Zelltyp-spezifischen
Methylierungsmustern fithren. Die Weiterga-
be dieser speziellen Muster trdgt zur Ent-
wicklung von Zelllinien bei. Ein zweites dras-
tisches Zuriicksetzen der DNA-Methylierung
erfolgt in der Gametogenese, der Differen-
zierung der Keimzellen, in den direkten Vor-
laufern von Eizellen und Spermien. In dieser
Phase wird die DNA-Methylierung ebenfalls
global entfernt, um das Entwicklungspotenzial
wiederherstellen und vorhandene Imprints zu
16schen (Abbildung 5, Schritt 2). Dieser Pro-
zess ist sehr wichtig, denn er stellt sicher, dass
die von den Eltern geerbten Imprints nicht auf
die nidchste Generation iibertragen werden.

:
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Abbildung 5. Imprinting-Zyklus in Sdugetieren. Spermien und Eizellen
enthalten gewebsspezifische DNA-Methylierung (dunkelblau) und Im-
prints (griin und rot). Nach der Befruchtung werden die Keimzell-spe-
zifischen DNA-Methylierungsmuster geléscht und durch neue Embryo-
spezifische Muster ersetzt (hellblau). Imprints bleiben in diesem
Schritt erhalten (Schritt (1)). In Keimzell-Vorlduferzellen werden die
DNA-Methylierungsmuster abermals geléscht und neu gesetzt. Die
Imprints werden dabei ebenfalls geléscht und in einem geschlechts-
spezifischen Muster neu erzeugt (Schritt (2)).

Danach werden neue DNA-Methylierungsmuster ein-
schlieBlich der Imprints an den DMRs in einer Eizellen- und
Spermium-spezifischen Weise hergestellt. Konzeptionell
kann die Erzeugung der Imprints in dieser Phase mit der
Generierung von Gewebe-spezifischen DNA-Methylie-
rungsmustern verglichen werden. Da Spermien und Eizellen
spezialisierte Zelltypen sind, die nur in einem Geschlecht
auftreten, sind zu diesem Zeitpunkt generierte Methylie-
rungsmuster automatisch auch geschlechtsspezifisch.
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4. Mechanismus der Erzeugung von Imprints in
Keimzellen von Dnmt3a/Dnmt3L und Dnmt1

Geschlechtsspezifische DNA-Methylierungs-Imprints
werden von De-novo-DNA-Methyltransferasen in sich ent-
wickelnden Keimzellen erzeugt. Die wichtigsten De-novo-
DNA-MTasen in Sdugetieren sind Dnmt3a und Dnmt3b, die
stark in weiblichen und mainnlichen Keimbahnzellen und
auch in embryonalen Geweben exprimiert werden.*>* Beide
Enzyme wurden 1998 entdeckt, und es wurde gezeigt, dass sie
De-novo-DNA-Methylierungsaktivitit haben.**¥"* Geneti-
sche Studien haben gezeigt, dass sowohl Dnmt3a als auch
Dnmt3b essenziell fiir die Embryonalentwicklung bei Médusen
sind.®Y Insbesondere zeigten konditionelle Knockout-Expe-
rimente, dass Dnmt3a fiir die korrekte Etablierung der Im-
prints wihrend der Gametogenese erforderlich ist, wihrend
Dnmt3b fiir diesen Schritt entbehrlich ist.***? Spiter wurde
ein drittes Mitglied der Dnmt3-Familie, Dnmt3L (Dnmt3-
like), entdeckt, das auch wihrend der Gametogenese und in
friihen embryonalen Stadien exprimiert wird.!-**! Obwohl
katalytisch inaktiv, colokalisiert Dnmt3L mit beiden Dnmt3-
Enzymen und interagiert direkt mit den katalytischen Do-
méinen von Dnmt3a und Dnmt3b und stimuliert ihre Aktivitét
sowohl in vitro als auch in vivo."***! Daher wirkt Dnmt3L
als positiver Regulator fiir die De-novo-Methylierung. Wih-
rend die gezielte Zerstorung des Dnmt3a- oder Dnmt3b-Gens
in Méiusen letal ist, sind Miduse ohne Dnmt3L lebensfi-
hig.**#I Allerdings gebiren weibliche Miuse, denen Dnmt3L
fehlt, obwohl sie fruchtbar sind, keine lebensfdhigen Jung-
tiere. Der Entwicklungsdefekt in den Jungtieren liegt an
einem fehlenden weiblichen Imprint, was deutlich zeigt, dass
Dnmt3L fiir die korrekte Etablierung von Imprints in der
weiblichen Keimbahn notwendig ist. Dieser Phianotyp dhnelt
dem von weiblichen Méusen mit einem keimbahnspezifischen
Verlust von Dnmt3a,*>* was darauf schlieBen lisst, dass
sowohl Dnmt3a als auch Dnmt3L bei der Etablierung von
DNA-Methylierung und Imprints wéhrend der Gametoge-
nese kooperieren.

Weitere Hinweise auf den molekularen Mechanismus der
Stimulation von Dnmt3a durch Dnmt3L kamen aus struktu-
rellen und biochemischen Studien. Die Struktur der C-ter-
minalen katalytischen Doméine von Dnmt3a im Komplex mit
der C-terminalen Domine von Dnmt3L offenbarte, dass
beide Proteine ein lineares Heterotetramer bilden, das aus
zwei Dnmt3L-Untereinheiten (an den Enden des Tetramers)
und zwei Dnmt3a-Untereinheiten (in der Mitte) aufgebaut
ist.”" Diese Struktur zeigte, dass die C-terminale Domdne
von Dnmt3a zwei Protein/Protein-Interaktionsstellen auf-
weist: eine hydrophobe, durch die Wechselwirkung von zwei
Phenylalaninresten gebildete (genannt FF), die Dnmt3a/
Dnmt3a- und Dnmt3a/Dnmt3L-Wechselwirkungen vermit-
telt, und eine zweite, polare, durch ein Wasserstoffbriicken-
Netzwerk zwischen Arginin und Aspartatresten gebildete
(genannt RD), die nur Dnmt3a/Dnmt3a-Wechselwirkungen
vermitteln kann, da der entsprechende Bereich in Dnmt3L
nicht vorhanden ist.”') Wichtig ist, dass Aminosiurereste aus
der FF-Interaktionsstelle direkt mit wichtigen katalytischen
oder AdoMet-bindenden Resten interagieren, was die sti-
mulierende Wirkung von Dnmt3L auf die AdoMet-Bindung
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und Katalyse von Dnmt3a erkldren kann. Die RD-Interakti-
onsstelle der beiden Dnmt3a-Untereinheiten bildet die DNA-
Bindungsstelle. Die Anordnung der beiden Dnmt3a-Unter-
einheiten im Dnmt3a/Dnmt3L-Heterotetramer positioniert
die aktiven Zentren der beiden Dnmt3a-Molekiile in einem
Abstand von etwa zehn Basenpaaren (bp) auf der DNA %%
was darauf schliefen lésst, dass zwei CpGs getrennt durch
10 bp von Dnmt3a in einer konzertierten Reaktion methyliert
werden konnen. Zusétzlich polymerisiert Dnmt3a auf der
DNA und bildet Dnmt3a-DNA-Filamente, die eine Methy-
lierung von mehreren CpGs durch ein Dnmt3a-Oligomer
ermoglichen.>*) In der Tat zeigten In-vitro-Methylierungs-
experimente, dass es eine Korrelation von Methylierungser-
eignissen an CpG-Stellen gibt, die in einem Abstand von ca.
10 bp liegen.P*3>3! Interessanterweise enthalten DMRs, die
in der weiblichen Keimbahn durch Dnmt3a/Dnmt3L methy-
liert werden, eine Anreicherung von CpG-Stellen in diesem
Abstand, wodurch diese Sequenzen zu guten Substraten fiir
den Dnmt3a/Dnmt3L-Komplex werden.!

Das Vorhandensein von zwei Interaktionsstellen fiir eine
homotrophe Protein/Protein-Wechselwirkung in Dnmt3a
fiihrt zu der Moglichkeit, dass Dnmt3a lineare Proteinoligo-
mere bildet, die in verschiedenen Studien beobachtet
wurden."®> Da jede RD-Interaktionsstelle eine DNA-Bin-
dungsstelle darstellt, konnen solche Proteinoligomere meh-
rere DNA-Molekiile binden, die ungeféahr parallel zueinander
ausgerichtet sind.”!) Diese Fihigkeit spielt im Zellkern eine
wichtige Rolle bei der Bindung von Dnmt3a an Heterochro-
matin, moglicherweise weil heterochromatische DNA dicht
gepackt ist und dadurch mehrere DNA-Striange zur Interak-
tion mit Dnmt3a-Oligomeren in passender Geometrie zur
Verfiigung stellt. Dnmt3L fehlt die RD-Interaktionsstelle, die
Zugabe von Dnmt3L zu Dnmt3a-Oligomeren fiihrt deshalb
zur Auflésung der Dnmt3a-Oligomere und der Bildung von
stabilen Dnmt3a/Dnmt3L-Heterotetrameren. In vivo wurde
gezeigt, dass Dnmt3L Bindung von Dnmt3a an Heterochro-
matin reduziert. Daher kann die Expression von Dnmt3L die
Verfiigbarkeit von Dnmt3a fiir die Methylierung von DMRs
und anderen Ziele in Gen-Promotoren, die in der Regel eu-
chromatisch sind, erhohen.F!! Diese Daten implizieren, dass
Dnmt3L die Verteilung von Dnmt3a im Zellkern &ndert,
zusdtzlich zu seiner stimulierenden Wirkung auf Dnmt3a.
Dieses Modell wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass in
differenzierten Zellen, denen Dnmt3L fehlt, Dnmt3a und
Dnmt3b stark an kondensiertes Chromatin binden, das me-
thylierte DNA enthilt.*>]

Die De-novo-Generierung der DNA-Methylierung wird
durch die Tatsache verkompliziert, dass die Dnmt3-Enzyme
starke Unterschiede in der Aktivitédt je nach den flankieren-
den Sequenzen der Ziel-CpG-Stelle zeigen.”*™ An den
meisten CpGs fiihrt dies zu einer bevorzugten Einfiihrung der
Methylierung in einen der beiden DNA-Strénge, der Gene-
rierung eines hemimethylierten CpG. Nur wenige CpG-Stel-
len tragen in beiden Stréngen eine giinstige flankierende Se-
quenz, sodass die Dnmt3-Enzyme direkt ein vollstdndig me-
thyliertes CpG generieren konnen. Allerdings sind durch
Dnmt3-Enzyme erzeugte, hemimethylierte CpG-Stellen
ideale Substrate fiir Dnmtl. Deshalb ergibt die Zusammen-
arbeit von Dnmt3-Enzymen mit Dnmtl ein leistungsféhiges
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System fiir die Einfithrung einer DNA-Methylierung in beide

Striange der DNA P51 was darauf hindeutet, dass alle diese

Enzyme fiir eine effiziente De-novo-Methylierung von DNA

benotigt werden.

Das spezifiche = DNA-Methylierungsmuster  einer
menschlichen Zelle ist das Ergebnis der gezielten und kon-
trollierten DNA-Methylierung und -Demethylierung. Derzeit
ist nicht genau bekannt, wie De-novo-DNA-Methyltransfe-
rasen zu bestimmten genomischen Regionen dirigiert werden
und wie die spezifischen DNA-Methylierungsmuster (ein-
schlieBlich der Imprints) in méinnlichen und weiblichen
Keimzellen generiert werden. Dies liegt zum Teil daran, dass
diese Zellen nur in geringen Mengen erhalten werden konnen
und daher schwer zu untersuchen sind. Es gibt mehrere pos-
tulierte alternative, aber miteinander kompatible Modelle,
um DNA-MTasen an ihre Zielregionen (einschlieBlich
DMRs) zu leiten, um eine bevorzugte Methylierung an eini-
gen Loci zu erklédren.

1. Direkte Dirigierung von Dnmts: Im Allgemeinen werden
die Dnmts an bestimmte genomische Regionen von an-
deren DNA-bindenden oder Chromatin interagierenden
Proteinen rekrutiert, z.B. von sequenzspezifischen Tran-
skriptionsfaktoren (Abbildung 6a). Im Rahmen des Im-
printing konnte eine geschlechtsspezifische Methylierung
erzeugt werden, wenn bestimmte Gruppen von DNA-in-
teragierenden Proteinen unterschiedlich in sich entwi-
ckelnden Fi- und Samenzellen exprimiert werden und
diese anschlieend Dnmts zu unterschiedlichen genomi-
schen Loci rekrutieren. Es wurden bereits mehrere Tran-
skriptionsfaktoren mit wichtigen Rollen in der Entwick-
lung entdeckt, die eine Rolle in diesen Prozess spielen
konnten.  Zum  Beispiel =~ wurden mehr @ als
300 KRAB(Kriippel-associated box)-Domain-containing-
Zinkfingerproteine im menschlichen Genom gefun-
den,® die eine gewebsspezifische Expression zeigen
und daher zur Erzeugung von Keimbahn-Methylierungs-
mustern beitragen konnten. Diese Proteine binden an das
Tripartite-Motif-Containing-Protein 28 (TRIM28, auch
als KAP1 bekannt), das seinerseits mit Dnmt3a und
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Abbildung 6. Mechanismen, die von Dnmt3-Enzymen (blaue Ovale)
erzeugte DNA-Methylierungsmuster beeinflussen kénnen. a) Rekrutie-
rung uiber DNA-bindende Proteine (orange). b) Einfluss der DNA-Se-
quenz, hier eine periodische Anordnung der Methylierungsstellen.
c) Direkte oder indirekte Bindung der Dnmts an Chromatinmarkierun-
gen auf Nucleosomen. d) Anderungen der Lokalisation von Dnmt3a
im Zellkern, hier durch Zugabe von Dnmt3L (griin), wodurch die

Quartidrstruktur von Dnmt3a verdndert und die Bindung an Hetero-
chromatin reduziert wird.
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Dnmt3b interagiert.”>*! Es steht zu erwarten, dass neue
Verfahren zur Isolierung und Manipulation von sich ent-
wickelnden Spermien und Eizellen werden in naher Zu-
kunft die Identifizierung von spezifischen Transkriptions-
faktoren ermdglichen, die an der Erzeugung von Imprints
beteiligt sind.

. Schutz der DNA gegen Methylierung: Umgekehrt konnte

die spezifische Bindung anderer Proteine Regionen der
DNA vor einer De-novo-Methylierung schiitzen, ein
Modell, das auch durch klare experimentelle Belege ge-
stiitzt wird.">%! Im Rahmen des Imprinting wurde vorge-
schlagen, dass die DNA-Methylierung bei maternal me-
thylierten DMRs ein Standardzustand sein konnte und das
Fehlen von Methylierung an den entsprechenden Se-
quenzen in Spermien darauf zuriickzufiihren ist, dass diese
einen besonderen Schutz vor De-novo-Methylierung ge-
nieBen. Finige Belege fiir dieses Modell stammen aus
jungsten Studien, die zeigen, dass die meisten miitterlich
methylierten DMRs von Regionen flankiert werden, die in
Eizellen und Spermien methyliert sind, und daher die
DMRs in den ménnlichen Keimzellen als ,,unmethylierte
Inseln® angesehen werden konnen. """ Zusitzlich zeigen
mehrere miitterliche DMRs zum Zeitpunkt der Etablie-
rung des Imprints in ménnlichen Keimzellen eine Akku-
mulation von H3K4-Dimethylierung und -Trimethylie-
rung, was ebenfalls einen moglicher Mechanismus fiir
ihren Schutz vor De-novo-Methylierung darstellt.["":"!

. Intrinsische Sequenzpriferenzen der Dnmts: Alle Dnmt3-

Enzyme haben intrinsische Sequenzpréferenzen, welche
die Sperzifitat fiir bestimmte Zielregionen, wie DMRs,
vermitteln kénnen (Abbildung 6b). Beispiele fiir diesen
Mechanismus sind die Prédferenzen von Dnmt3a fiir die
Methylierung von CpG-Stellen mit bestimmten flankie-
renden Sequenzen und fiir die Methylierung von CpGs,
die periodisch in Abstédnden von 8 bis 10 bp vorkommen.
Fiir beide Effekte wurde gezeigt, dass sie einen globalen
Abdruck in genomischen DNA-Methylierungsmustern
hinterlassen.”*>2> Miitterlich geprigte DMRs enthalten
eine Anreicherung von CpGs in giinstigen Abstdnden von
8-10 bp, was ihre Methylierung durch Dnmt3a erleichtern
konnte.”** Neuere Analysen haben allerdings gezeigt,
dass die regelméfige Positionierung von CpGs in 8-10-bp-
Abstidnden weiter verbreitet ist und auch auf die periodi-
sche Abfolge der AT- und GC-reichen DNA-Sequenzen
zuriickgefiihrt werden konnte, die an guten Nucleosom-
bindungsstellen auftritt.”” Allerdings ist es unwahr-
scheinlich dass die Sequenzpriferenzen der Dnmts ein
direkt bestimmender Faktor fiir die bevorzugte Methy-
lierung von DMRs sind, da sie die Methylierung beider
Allele gleichermaf3en beeinflussen wiirden. Dennoch ist es
verniinftig anzunehmen, dass im Zuge der Evolution
CpGs in wichtige Loci, die auf eine schnelle und zuver-
lassige Weise methyliert werden miissen, in einem giins-
tigen Sequenzkontext und in passenden Abstédnden ar-
rangiert wurden, um die Methylierungsreaktion zu er-
leichtern.

. Interaktion von Dnmts mit Chromatin: Spezifische

Histon-Modifikationen sind direkt an der Steuerung der
Aktivitdt und der Rekrutierung von Dnmt3s an bestimmte
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Loci, einschlieBlich DMRs, beteiligt (Abbildung 6c¢).
Dieses Modell basiert auf der Beobachtung, dass alle drei
Dnmt3-Proteine direkt mit ihrer N-terminalen Doméne
an N-terminale Peptide von Histon H3 binden, die an K4
unmethyliert sind."*7 Weiterhin bindet die PWWP-
Domine von Dnmt3a Histon H3, das an K36 di- und tri-
methyliert ist.””7® Interessanterweise stimuliert die Bin-
dung an N-terminale Peptide von Histon H3 Dnmt3a al-
losterisch.™ Diese Stimulation wird durch H3K4-Methy-
lierung gestort, was darauf schlieBen ldsst, dass H3K4-
Trimethylierung die Methylierung von Chromatin durch
die Dnmt3-Enzyme verhindern kann. Dieses Modell ist
konsistent, da H3K4me3 eine aktivierende Modifikation
ist, die mit hoher Transkription korreliert ist und mit
DNA-Methylierung anti-korreliert vorliegt.®® Ein wei-
terer Beleg fiir dieses Modell kam von der Beobachtung,
dass die Histon-H3K4-Demethylase KDM1B, die stark in
wachsenden Oozyten exprimiert wird, fiir die Methylie-
rung von mehreren maternalen DMRs in Eizellen erfor-
derlich ist.1*!

5. Die Rolle von Dnmt3L beim Imprinting: Wie oben be-
schrieben, spielt Dnmt3L eine wichtige Rolle bei der
Generierung der maternalen Imprints. Es stimuliert die
Aktivitdit der Dnmt3a und verdndert auflerdem die
Quartérstruktur von Dnmt3a und beeinflusst so die Lo-
kalisation von Dnmt3a im Zellkern. Die Umwandlung von
Dnmt3a-Oligomeren in Dnmt3a/Dnmt3L-Heterotetra-
mere fithrt zu einer Freisetzung von Dnmt3a aus Hetero-
chromatin und erhoht die Verfiigbarkeit des Enzyms fiir
die Methylierung von euchromatischen Regionen, z.B.
DMRs (Abbildung 6d).

6. Die Rolle von Chromatin-Remodellierung fiir die DNA-
Methylierung: Da DNA in Sdugerzellen auf Nucleosomen
aufgewickelt und in Chromatin verpackt ist, konnte die
Zugénglichkeit der DNA fiir die De-novo-DNA-Methy-
lierungsmaschinerie bestimmen, welche Regionen iiber-
haupt methyliert werden konnen. Dieses Modell wird von
der Beobachtung gestiitzt, dass das Lymphoide-Spezifi-
sche-Helikase(LSH)-Protein, das zur Familie der SnF2-
Chromatin-Remodellierer gehort, wesentlich fiir die De-
novo-Methylierung von DNA in Miusen ist.®":%? Es wurde
gezeigt, dass LSH die Dnmt3a- und Dnmt3b-abhingige
DNA-Methylierung stimuliert, die mechanistischen De-
tails dieses Prozesses sind aber noch nicht bekannt.

5. Mechanismus der Vererbung der DNA-Methylie-
rung und -Imprints mithilfe von Dnmt1

Nach ihrer Generierung in Keimzellen werden die Me-
thylierungsmuster in den DMRs der gepriagten Gene iiber die
gesamte Lebensdauer des Organismus vererbt (abgesehen
von einem eventuellen Verlust der Imprints in einigen Ge-
weben). Die Aufrechterhaltung dieser molekularen Markie-
rung ist wihrend der genomweiten Demethylierung und
Neuprogrammierung, die nach der Befruchtung auftritt, eine
besondere Herausforderung. Welche Faktoren schiitzen spe-
ziell die Loci mit Imprints vor einer Demethylierung ? Ist die
DNA-Erhaltungs-Methylierungsmaschinerie bevorzugt in
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diesen Regionen aktiv? Diese Fragen konnen derzeit nicht
beantwortet werden, da die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen zum Schutz der Imprints in der frithen Em-
bryogenese unbekannt sind. Wie oben beschrieben, erfordert
die Aufrechterhaltung der DNA-Methylierungsmuster wih-
rend der Zellteilungen ein Enzym, das eine Préferenz fiir die
Methylierung von hemimethylierten CpGs hat, eine Eigen-
schaft, die zum ersten Mal 1981 fiir eine DNA-MTase be-
schrieben wurde, die spiter als Dnmt1 identifiziert wurde.®!
Aktuelle Daten zeigen, dass Dnmtl eine etwa 10-20-fache
Préferenz fiir hemimethylierte DNA gegeniiber unmethy-
lierten Substraten hat.®® Konzeptionell kann das Ver-
standnis des Kopiervorgangs der DNA-Methylierungsmuster
in zwei unabhingige Aufgaben unterteilt werden: Erstens
muss verstanden werden, welcher Mechanismus der Prife-
renz von Dnmtl fiir hemimethylierte DNA zugrunde liegt.
Zweitens miissen zusitzliche Faktoren fiir die Steigerung der
inhdrenten Priferenz von Dnmt1 identifiziert werden, da eine
10-20-fache Bevorzugung von hemimethylierter DNA nicht
ausreichend ist, um die Vererbung von DNA-Methylie-
rungsmustern iiber zahlreiche Zellteilungen zu erkléren.

Dnmtl ist ein prozessives Enzym, das in der Lage ist,
lange DNA-Bereiche zu methylieren, ohne von der DNA
abzudissoziieren. Diese Eigenschaft passt perfekt zu seiner
Funktion an der DNA-Replikationsgabel.*-*** Interessan-
terweise ist die prozessive DNA-Methylierung von Dnmtl
auf einen Strang der DNA beschriankt, was anzeigt, dass
Dnmt1 seine Orientierung nicht wechselt, wihrend es entlang
der DNA gleitet.® Wegen seiner hohen Prozessivitit ist
Dnmtl ein sehr leistungsstarkes Enzym, ideal geeignet, um
der DNA-Replikation zu folgen und den neu synthetisierten
DNA-Strang zu methylieren, bevor das Chromatin wieder
assembliert wird. Dnmtl enthélt mehrere funktionelle Do-
minen in seinem N-terminalen Teil, der durch einen flexiblen
Linker an den C-terminalen Teil gebunden ist, in dem sich das
katalytische Zentrum befindet. Der N-terminale Teil von
Dnmtl enthilt eine CXXC-Doméne mit acht konservierten
Cysteinresten und zwei Zinkionen, die unmethylierte DNA
bindet.®*°42 Die Struktur eines verkiirzten Dnmt1-Proteins,
das die CXXC-, BAH- und katalytische Doméne umfasst, im
Komplex mit einer unmethylierten DNA zeigte eine spezifi-
sche Bindung der unmethylierten CpG-Stelle an die CXXC-
Domiine, aber nicht an die katalytische Domine.” Basierend
auf dieser Beobachtung wurde ein Autoinhibitionsmodell fiir
die Regulation der Aktivitit und Spezifitdt von Dnmtl vor-
geschlagen, bei dem die Bindung von unmethylierter DNA an
die CXXC-Domine deren Methylierung verhindert. Dieses
Modell wurde durch kinetische Daten mit dem verkiirzten
Dnmtl gestiitzt.” Allerdings zeigten Experimente mit voll-
stindiger Dnmt1, dass ein Austausch von Aminosduren in der
CXXC-Doméne, der zum Verlust der DNA-Bindung fiihrte,
die Préferenz des Enzyms fiir hemimethylierte DNA nicht
anderte®™ was gegen eine wichtige Rolle der CXXC-
Domine fiir die Spezifitdit von Dnmtl spricht. Stattdessen
wurde gezeigt, dass die Spezifitit fiir hemimethylierte DNA
in der katalytischen Domine von Dnmtl selbst verankert
st [84.85.88]

In der Struktur eines kiirzeren C-terminalen Dnmtl-
Fragments, dem die CXXC-Domine fehlt, im Komplex mit
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hemimethylierter DNA ist die DNA an die katalytische
Domine des Enzyms gebunden.®™ Dieser Komplex zeigt
mehrere spezifische Kontakte von Dnmtl mit der Zielse-
quenz, unter anderem mit dem methylierten Cytosin-Guanin-
Basenpaar (Abbildung 7), die alle wesentlich fiir die Katalyse

Abbildung 7. Strukturelle Grundlage der Spezifitit von Dnmt1 fiir die Methylierung von hemi-
methylierten CpG-Stellen. Der mittlere Teil zeigt die Struktur eines Dnmt1-Fragments, das die
BAH1- und BAH2-Dominen (orange und rot) und die katalytische Domiéne (griin) umfasst,
gebunden an S-Adenosyl-L.-Homocystein (SAH; farbig nach Atomtyp) und hemimethylierte
DNA (blau). Dnmt1 ist in einer Riickgratdarstellung gezeigt. Die Vergréferung auf der linken
Seite zeigt die Wechselwirkung von hydrophoben Resten mit der Methylgruppe des hemime-
thylierten CpG (hellgriin), welche die Grundlage der Priferenz fiir die Methylierung von hemi-
methylierter DNA ist. Die Vergréferung an der Unterseite zeigt die Erkennung des Methylcyto-
sin(mCyt) /Guanin(Gua)-Basenpaars durch mehrere Wasserstoffbriicken. Die rechte Seite zeigt
das aktive Zentrum des Enzyms mit den charakteristischen PCQ-, ENV- und RXR-Motiven
(eingefirbt jeweils in Orange, Cyan und Griin). Das zu methylierende Cytosin wird aus der
DNA-Helix gedreht und ist in dieser Struktur bereits methyliert (die iibertragene Methylgruppe

ist in Hellgriin dargestellt). SAH ist in Gelb gezeigt.

sind.® Die Methylgruppe von 5mC bindet in eine hydro-
phobe Tasche aus Aminosédureresten in der katalytischen
Doméne, was die Priaferenz von Dnmtl fiir hemimethylierte
DNA erkldrt (Abbildung 7). Dariiber hinaus wurde ein
Ausklappen der Zielbase im Dnmtl-DNA-Komplex beob-
achtet,®™ was in Einklang mit anderen Strukturen von DNA-
MTasen mit Substrat-DNA ist, in denen das zu methylierende
Cytosin ebenfalls aus der DNA-Helix ausgeklappt und in
einer Tasche im Protein gebunden wird, welche die oben
beschriebenen Aminosdurereste des aktiven Zentrums ent-
halt. 221

Eine weitere Struktur der vollstindigen Dnmtl in Ab-
wesenheit von DNA zeigte, dass die RFTS (replication foci
targeting sequence)-Domine die DNA-Bindungsstelle der
katalytischen Domine blockiert,”” was darauf hindeutet,
dass die RFTS-Domine die Aktivitdt des Enzyms allosterisch
reguliert. Diese Beobachtung wurde mit kinetischen Daten
untermauert, die zeigen, dass die RFTS-Domiéne die DNA-
Bindung und -Methylierung durch Dnmt1 hemmt.”** Daher
tritt Dnmt1 in mindestens zwei verschiedenen Konformatio-
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nen auf: einer katalytisch inaktiven, in der die RFTS-Doméne
das aktive Zentrum blockiert, und in einer katalytisch akti-
ven, in der die DNA an das aktive Zentrum gebunden ist.
Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass die Interaktion von
Dnmt1 mit sekundéren (Nicht-Substrat-)DNA-Molekiilen an
zusitzlichen DNA-Bindungsstellen (wie
der CXXC-Doméne) ebenfalls die Akti-
vitdt und Spezifitit des Enzyms beein-
flusst.” In der Zelle kann die Anordnung
der verschiedenen Doménen, z.B. der
CXXC- und RFTS-Dominen, durch die
Interaktion mit anderen Proteinen oder
posttranslationale Modifikationen gere-
gelt werden. Auf diesem Wege konnte das
Enzym wihrend der S-Phase aktiviert
werden, seine Aktivitit wihrend der an-
deren Phasen des Zellzyklus aber niedrig
gehalten werden.”™”” Im Einklang mit
seiner Funktion wird Dnmtl auf hohem
Niveau in proliferierenden Zellen expri-
miert, und seine Menge hat beim Eintritt
in die S-Phase ein Maximum, wenn die
DNA-Replikation  ablduft.  Dariiber
hinaus ist die Stabilitdt von Dnmtl tiber
verschiedene posttranslationale Modifi-
kationen reguliert, was auch dazu bei-
tragt, das Vorhandensein des Enzyms auf
die S-Phase zu beschriinken.”® )

Ein wichtiger Mechanismus zur Ver-
besserung der Spezifitit von Dnmtl in
Zellen ist es, das Enzym gezielt zu neu
synthetisierter DNA zu dirigieren. Dies
wird durch mindestens zwei unabhéngige
Prozesse gewihrleistet: Zum einen inte-
ragiert Dnmtl direkt mit PCNA, einer
Komponente der DNA-Replikationsma-
schine, die einen Ring um die DNA-Helix
bildet.'"”! Eine Storung dieser Interaktion
verzogert die DNA-Remethylierung nach
der Replikation.'"™ Dariiber hinaus interagiert Dnmtl
ebenfalls mit dem Protein Uhrfl (ubiquitin-like with PHD
and ring finger domains 1), das iiber seine SRA-Domine
spezifisch an hemimethylierte DNA bindet und Dnmt1 nach
der Replikation an hemimethylierte DNA rekrutiert.1°%1%]
Ein Knockout des Uhrfl-Gens in embryonalen Mauszellen
fiihrt zu einem fast vollstdndigen Verlust der DNA-Methy-
lierung!'®>'®! und #hnelt damit dem Phinotyp des Dnmtl-
Knockouts."™ Diese Beobachtung zeigt, dass Uhrf1 eine es-
senzielle Rolle bei der Erhaltungs-DNA-Methylierung in
Séugern spielt. Dartiber hinaus bindet Uhrfl wihrend der S-
Phase an N-terminale Peptide von Histon H3, die an K9 di-
und trimethyliert sind, was ebenfalls zur Rekrutierung von
Dnmt1 beitrigt. Dieser Vorgang verbindet die DNA-Methy-
lierung mit H3K9me3, einer weiteren wichtigen repressiven
Chromatinmarkierung, und ist ein Beispiel fiir das Zusam-
menwirken von epigenetischen Modifikationen."”! Dariiber
hinaus haben die De-novo-Enzyme Dnmt3a und Dnmt3b
eine Funktion bei der Aufrechterhaltung der DNA-Methy-
lierung an heterochromatischer DNA, besonders an hoch-
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methylierten repetitiven Sequenzen.*! Allerdings spielt bei
geprigten Genloci — und diese stehen im Mittelpunkt dieses
Aufsatzes — Dnmtl eine Hauptrolle bei der Erhaltung der
DNA-Methylierung, wie dadurch gezeigt wurde, dass Dnmt1-
Knockout-Zellen ihre Methylierungs-Imprints verlieren.!'*”
Trotz dieser signifikanten Fortschritte beim Verstdndnis
der DNA-Erhaltungs-Methylierung bleibt es unklar, wie die
Imprints speziell wiahrend der Phase des genomweiten Ver-
lusts von DNA-Methylierung in der frithen Embryonalent-
wicklung erhalten bleiben. Diese Phase stellt eine besondere
Herausforderung dar, da das Methylierungssignal in einem
Allel entgegen der massiven, genomweiten Demethylie-
rungswelle erhalten bleiben muss. Offensichtlich wire hier
ein sequenzspezifisches Dirigieren der DNA-MTasen nicht
ausreichend, wie es in Abschnitt 4 als grundlegender Me-
chanismus zur Erzeugung von gewebespezifischen DNA-
Methylierungsmustern durch De-novo-DNA-MTasen einge-
fiihrt wurde, weil dieser Vorgang nicht zwischen beiden Al-
lelen differenzieren kann. Eine plausible Erweiterung dieses
Modells konnte ein kombiniertes Ablesen der Sequenz und
des Methylierungszustands sein. In diesem Konzept wiirde
ein DNA-bindendes Protein spezifisch an geprigte DMRs
binden, aber nur, wenn diese methyliert sind, und dadurch
DNA-MTasen spezifisch an das methylierte Allel der DMR
rekrutieren, und so die Stabilitit des Methylierungsstatus
erhohen. Jiingste Studien brachten erste experimentelle
Belege fiir dieses Modell. Sie identifizierten TRIM28 und das
Zinkfingerprotein (ZFP) 57 als wichtige Akteure bei der
Aufrechterhaltung der Methylierungs-Imprints in Mausem-
bryonen!®1%1%1 ynd zeigten, dass Mutationen in ZFP57 bei
Menschen mit einem Verlust der Methylierung an mehreren
geprigten Loci korreliert sind."” Hierbei erkennt ZFP57 ein
methyliertes CpG-haltiges Hexanucleotidmotiv und rekru-
tiert TRIM28 spezifisch an das methylierte Allel des ge-
prigten Gens.[” Interessanterweise wurde dieses Motiv im
Durchschnitt mit zwei Kopien in allen Maus-ICRs und einer
Mehrheit der menschlichen ICRs gefunden.®™ Dariiber
hinaus wurde gezeigt, dass TRIM28 einen Komplex mit allen
drei Dnmts sowie mit anderen Komponenten der epigeneti-
schen Maschinerie bildet, unter anderem der SETDBI-
Histon-H3 K9-Methyltransferase, dem Heterochromatin-
Protein 1 (HP1), dem NURC-Chromatin-Remodeling-Kom-
plex und auch Uhrfl. Dieser Komplex koénnte daher die
DNA-Methylierungsmaschinerie speziell an methylierte, ge-
priagte Allele bringen und dadurch die Stabilitidt der mono-
allelischen Methylierungsmarkierung verstirken. Bemer-
kenswert ist, dass mehr als 300 KRAB-ZFPs im menschlichen
Genom identifiziert wurden und vermutet wurde, dass viele
von diesen DNA methylierungsspezifisch binden.”'! Daher
konnte die hier vorgeschlagene ,,Methylierungsverstarkung®
ein allgemeiner Mechanismus sein, um DNA-Methylierung
gezielt an differentiell methylierte DMRs zu dirigieren.

6. Geschlechtsunterschiede von DMRs und Gen-Si-
lencing-Mechanismen

Es wurde zuerst von Bestor etal. darauf hingewie-
sen,"""11? dass sowohl die Strukturen der DMRs als auch die

Angew. Chem. 2013, 125, 13766 —13779

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

gngewandte
Ch

Gen-Silencing-Mechanismen der gepragten Allele zwischen
dem miitterlichen und véterlichen Genom stark variieren. Im
Allgemeinen sind miitterlich methylierte DMRs CpG-reich,
oft in Gen-Promotoren lokalisiert und spielen eine direkte
Rolle bei der Regulation des entsprechenden Gens. Im Un-
terschied dazu sind viterliche DMRs oft CpG-arm, liegen in
intergenischen Regionen und sind nicht direkt an der Gen-
regulation beteiligt. Stattdessen wird die Expression der pa-
ternal reprimierten Gene oft durch eine nichtkodierende
RNA reprimiert, die ihrerseits durch eine Methylierung des
miitterlichen Allels reguliert wird. Dieses Verfahren kann am
Beispiel der Repression des véterlichen Igfr2 durch die Wir-
kung einer nichtkodierenden RNA illustriert werden (Ab-
bildung 2). Im miitterlichen Allel wird die Expression der
nichtkodierenden RNA durch die Methylierung der DMR
unterdriickt, und das Igfr2-Gen kann deshalb exprimiert
werden. Im Unterschied dazu wird im véterlichen Allel die
nichtkodierende RNA exprimiert und bewirkt die Stilllegung
des Igfr2-Gens. Daher wird die Repression des véterlichen
Igfr2-Allels iiberraschenderweise durch eine spezifische Me-
thylierung des miitterlichen Allels und nicht durch eine Me-
thylierung des véterlichen Allels vermittelt.

Dieser faszinierende strukturelle und mechanistische Di-
morphismus zwischen miitterlich und véterlich methylierten
DMRs kann aus evolutiondrer Sicht erklirt werden, wenn
man die Entwicklung der Keimzellen in Betracht zieht. Die
Gegenwart von 5-Methylcytosin in der DNA hoherer Eu-
karyonten ist mutagen, weil die Methylierung die Desami-
nierung von Cytosin fordert, und T/G-Fehlpaarungen (aus
der Desaminierung von 5-Methylcytosin) eine geringere Re-
paratureffizienz haben als U/G-Fehlpaarungen (aus der De-
saminierung von unmethyliertem Cytosin).?!! Dieser Unter-
schied ist auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass Uracil eine
nichtnatiirliche Base in der DNA ist, die von der Uracil-
DNA-Glycosylase effizient erkannt und ausgeschnitten wird,
wihrend Thymidin ein natiirlicher Bestandteil der DNA ist.
Die DNA-Sequenz des menschlichen Genoms zeigt deutliche
Auswirkungen der Methylierungs-vermittelten Mutagenese
auf die Genomevolution, weil CpG-Dinucleotide gegeniiber
ihrer erwarteten Frequenz 3-fach unterreprésentiert sind,
wihrend beispielsweise GpC-Dinucleotide fast geméaf ihrer
erwarteten Héufigkeit auftreten. FEinige Regionen des
Genoms zeigen allerdings keine Abreicherung von CpG, ge-
nannt CpG-Inseln, die mit den annotierten Transkriptions-
startstellen von etwa 70% aller menschlichen Gene iiber-
lappen,™¥ darunter den meisten Housekeeping-Genen.
Wichtig ist, dass diese Gen-Promotoren in der Regel in der
Keimbahn nicht methyliert sind, was bedeutet, dass sie dem
mutagenen Druck des 5-Methylcytosins nicht ausgesetzt sind.
Ein dhnlicher Mechanismus konnte zum geschlechtsspezifi-
schen Dimorphismus beim Imprinting gefiihrt haben, weil die
Methylierungs-Imprints bei beiden Geschlechtern in ver-
schiedenen Entwicklungsstadien eingebracht werden — in
frithen embryonalen Stadien in den méannlichen Keimzellen,
aber erst relativ spét (wihrend des Wachstums der Eizellen
nach der Geburt und kurz vor dem Eisprung) in der weibli-
chen Keimbahn (Abbildung 8)."""""?l Dies fiihrt dazu, dass
die methylierten DMRs in der Eizelle nur unter einem ge-
ringen durch die DNA-Methylierung verursachten Mutati-
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Abbildung 8. Unterschiede im Zeitpunkt der Etablierung der Imprints
in der Entwicklung von mannlichen und weiblichen Keimzellen fihren
zu den differentiellen genomischen Eigenschaften der miitterlich und
viterlich methylierten DMRs. Bei minnlichen Keimzellen wird der Me-
thylierungs-Imprint friih in der embryonalen Entwicklung angelegt,
sodass die methylierte DNA viele Duplikationen durchliuft, bevor reife
Spermien entwickelt sind. Jede DNA-Duplikation hat dabei das Risiko
durch Cytosindesaminierung Mutationen zu erwerben, die durch DNA-
Methylierung geférdert werden. Im Unterschied dazu wird der Methy-
lierungs-Imprint in der sich entwickelnden Eizelle erst spit in der Ent-
wicklung angelegt, sodass die Gefahr von Methylierungs-induzierten
Mutationen geringer ist.

onsdruck stehen, da die miitterlichen Imprints nur wenige
Zellteilungen bis zur Befruchtung durchlaufen. Dies unter-
scheidet sich drastisch von der Situation in Spermien, in
denen die Methylierungs-Imprints frith in der Entwicklung
angelegt werden und die DNA-Methylierung iiber zahlreiche
Zellteilungen propagiert werden muss, bevor ein reifes
Spermium ausgebildet ist. Somit erfahrt die paternal methy-
lierte DNA einen starken Mutationsdruck, der zu einem
Verlust vieler CpG-Stellen in paternalen DMRs gefiihrt hat.
Dieser Prozess hat letztlich die Regelungsmoglichkeiten der
viterlich methylierten DMRs untergraben, weil mit der re-
duzierten Dichte der CpG-Stellen auch das DNA-Methylie-
rungssignal verdiinnt wurde. Daher wurde die direkte Still-
legung von paternal reprimierten Genen durch DNA-Me-
thylierung ineffizient, sodass der oben beschriebene, indi-
rekte Mechanismus von der Evolution erfunden wurde. Der
sexuelle Dimorphismus von DMRs und Gen-Silencing-Me-
chanismen ist somit ein schones Beispiel zur Veranschauli-
chung der Zusammenhinge von Entwicklung, Epigenetik
und Evolution.

7. Imprinting und der evolutiondre Konflikt zwi-
schen mdnnlich und weiblich in der Entwicklung
von Sdugetieren

Das am weitesten akzeptierte Modell fiir die biologische
Rolle von Imprinting in Sdugetieren wurde 1991 von Haig
und Moore vorgestellt!!'"* und beruht auch auf evolutioniiren
Argumenten. In lebendgebédrenden Tieren, bei denen die
Mutter den wachsenden Embryo mit groBem Einsatz von
Ressourcen unterstiitzt (wie in S#ugetieren), besteht ein
grundlegender Interessenskonflikt zwischen der Mutter auf
der einen Seite und dem Embryo und Vater auf der anderen
Seite. Da ein hohes Geburtsgewicht stark mit guter Gesund-
heit und guten Uberlebenschancen des Embryos korreliert
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ist, sind sowohl der Embryo wie auch der Vater daran inter-
essiert, so viele Ressourcen wie moglich von der Mutter auf
den sich entwickelnden Embryo zu lenken, um ihre Uberle-
benswahrscheinlichkeit bzw. ihren Fortpflanzungserfolg zu
optimieren. Die Mutter muss dagegen das Wachstum des
Embryos und die Bereitstellung von Ressourcen steuern, um
nicht ihr eigenes Uberleben und die Chancen fiir eine zu-
kiinftige Schwangerschaft zu gefidhrden. Sie wird daher dazu
neigen, das Wachstum des Embryos auf ein verniinftiges Maf
zu beschrinken (Abbildung9). Dieser Interessenskonflikt

Die paternale Kopie des
Genoms hat wachstums-
limitierende Gene
ausgeschaltet

Die maternale Kopie des
Genoms hat wachstums-
stimulierende Gene
ausgeschaltet

Abbildung 9. Evolutiondre Konflikte zwischen den Eltern bei lebendge-
barenden Tieren werden durch genomische Prigung vermittelt. Die vi-
terlich exprimierten Gene neigen dazu, das Wachstum des Embryos zu
erhohen, wahrend die miitterlich exprimierten Gene dieses begrenzen.

kann nicht durch herkommliche mendelsche Vererbung
gelost werden, weil die evolutiondren Vor- und Nachteile
jeder Veridnderung vom Geschlecht der Nachkommen ab-
hingen. Wiahrend beispielsweise eine Mutation, die das
Wachstum des Embryos fordert, ein Vorteil fiir die ménnli-
chen Nachkommen wire, wire sie ein Nachteil fiir die weib-
lichen. Folglich ist ein Mechanismus der geschlechtsspezifi-
schen Genregulation erforderlich, also genau das, was das
genomische Imprinting leistet. In diesem Konzept versucht
das weibliche Genom des Embryos, das embryonale Wachs-
tum zu reduzieren, wihrend das ménnliche dazu neigt, dieses
zu stimulieren. Dieses Modell beruht auf der Beobachtung,
dass die paternal exprimierten Gene oft Wachstum fordern,
wihrend maternal exprimierten Gene das Wachstum
hemmen.[®) Dementsprechend werden viele geprigte Gene
in der Plazenta exprimiert und spielen eine Rolle bei der
Ubertragung von Nihrstoffen iiber die Plazenta zum Embryo.
Zum Beispiel ist das maternal exprimierte Igf2 ein Wachs-
tumsfaktor, wéahrend der paternal exprimierte Igf2-Rezeptor
(Igf2r) als Wachstumsinhibitor wirkt, weil er Igf2 bindet und
inaktiviert. Dementsprechend zeigen Miuse ohne Igf2 eine
Reduktion der GroBe® wihrend Embryonen ohne Igf2r
vergroBert sind.''>11% In Ubereinstimmung mit dieser Inter-
pretation zeigen die parthenogenetischen Zygoten (abgeleitet
von zwei weiblichen Pronuclei) eine reduzierte GroBe der
extra-embryonalen Gewebe, wihrend die androgenetischen
Zygoten (abgeleitet von zwei ménnlichen Pronuclei) vergro-
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Berte extra-embryonale Gewebe, aber unterentwickelte em-
bryonale Anteile, aufweisen.”! Da die extraembryonalen
Teile sich spéter zur Plazenta entwickeln und damit die
Nihrstoffzufuhr fiir den Embryo kontrollieren, sind diese
Befunde in Ubereinstimmung mit der Vorhersage, dass miit-
terlich exprimierte Gene das Wachstum des Embryos be-
schrianken und die viterlich exprimierten Gene es fordern
sollten. Ahnliche Argumente gelten fiir die Regulation der
Mutter/Kind-Beziehung wihrend der Stillzeit, was erklért,
warum geprigte Gene auch an der Steuerung des Verhaltens
beteiligt sind. Dariiber hinaus zeigen menschliche Erkran-
kungen, die mit Storungen des Imprintings einhergehen, oft
entsprechende Wachstumsphinotypen, wie in Abschnitt 8
beschrieben. Ein zusitzlicher Beleg fiir dieses Modell zur
Erkldarung der biologischen Rolle der Priagung ist, dass die
Pragung in der Evolution in der Sdugerlinie erschien, wih-
rend Beuteltiere und eierlegende Sdugetiere sowie Vogel und
Reptilien kein Imprinting aufweisen.''”! AuBerdem haben
hohere Bliitenpflanzen, in denen Sdmlinge auch in grofem
Ausmal von der Mutter mit Néhrstoffen unterstiitzt werden,
unabhéngig von den Séugern in einer konvergenten Evoluti-
on ebenfalls Imprinting entwickelt und verwenden dafiir sehr
dhnliche epigenetische Mechanismen einschlielich DNA-
Methylierung. Insgesamt schlédgt dieses Modell vor, dass der
molekulare Prozess der Pragung eine evolutiondre Reaktion
auf strategische Konflikte zwischen méannlichen und weibli-
chen Tieren ist, die mit der Entwicklung der Lebendgeburt
bei Sdugern auftraten.

8. Medizinische Implikationen: Imprinting-Fehler
und der Verlust der Prigung in Krebszellen

Geprigte Gene sind anfillige Ziele fiir zahlreiche
menschliche Krankheiten, weil ihr funktionell haploider Zu-
stand es einer einzelnen genetischen oder epigenetischen
Veridnderung ermoglicht, die Expression dieser Gene deutlich
zu dndern, was Auswirkungen auf die Gesundheit haben
kann. Aufgrund ihrer wesentlichen Rolle bei der Entwicklung
manifestieren sich Imprinting-Anomalien oft als Entwick-
lungs- und neurologische Storungen, wenn sie wéahrend der
frithen Entwicklung auftreten. Beispiele fiir Imprinting-Er-
krankungen sind das Beckwith-Wiedemann-, Silver-Russel-
oder Angelman-Syndrom.*"#1%] Dije ersten beiden sind
durch Verédnderungen des menschlichen Igf2-Locus verur-
sacht (siehe Abbildung 2). Im Fall des Beckwith-Wiedemann-
Syndroms trigt auch das miitterliche Genom eine Methylie-
rung an der CTCF-Bindungsstelle, die eigentlich charakte-
ristisch fiir den paternalen Zustand ist, was eine zweifache
(=biallelische) Erhohung der Expression von Igf2 verur-
sacht. Betroffene Kinder haben ein erhohtes Geburtsgewicht.
Umgekehrt fehlt beim Silver-Russel-Syndrom die Methylie-
rung des Igf2-Locus in beiden Allelen, sodass beide Allele im
,mitterlichen“ Zustand sind. Dadurch geht die Igf2-Expres-
sion verloren, und betroffene Kinder haben ein niedriges
Geburtsgewicht.

Da gepréigte Gene Wachstum regulieren, tragen Imprin-
ting-Anomalien oft zur Krebsentstehung bei. Im Fall von
wachstumsfordernden Genen ist der Organismus an die
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Gendosis des einen aktiven Allels angepasst, und der Verlust
der epigenetischen Inaktivierung der zweiten Kopie kann zu
unkontrolliertem Zellwachstum fithren. Im Falle gepragter
wachstumsreduzierender Gene (die oft eine wichtige Rolle
als Tumor-Suppressor-Gene spielen) geniigt eine kritische
Mutation im aktiven Allel, um zu einem vollstandigen Verlust
des Genprodukts zu fiihren, da das zweite Allel ja bereits
stillgelegt ist. Der somatische Verlust der Pragung wurde bei
vielen Krebsarten beobachtet, z. B. bei Tumoren von Blase,
Brust, Gebarmutterhals, Darm, Speiserohren, Leber, Lunge,
Eierstock, Prostata und Hoden sowie bei Leukimie.['*"'?
Die hohe Inzidenz von Imprinting-Anomalien bei Krebser-
krankungen zeigt, dass der Verlust der Heterozygotie bei
gepriagten Genen ein hohes Risiko darstellt. Die Tatsache,
dass Pragung dennoch in der Evolution etabliert wurde und
stabil bleibt, belegt umso mehr die wichtige Rolle dieses
Vorgangs bei der Vermittlung der Interessen beider Ge-
schlechter auf molekularer Ebene wihrend der Schwanger-
schaft und der frithen Kindheit.
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