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Zusammenfassung

Das 5. Nukleotid, 5-mC, in der DNA
ist in spezifischen Mustern im Genom
angeordnet und erfillt wichtige gene-
tische Funktionen bei der langfristigen
Abschaltung von Genen und bei der
Strukturierung des Chromatins. Die
spezifischen 5-mC Profile im mensch-
lichen Genom, die in jedem Genom-
abschnitt und in jeder Zellart unter-
schiedlich sein kénnen, sind daher
von groBer Bedeutung flr das Ver-
stdndnis der Genexpression auf den
verschiedensten Ebenen: Inaktivie-
rung eines der X Chromosomen, ,,ge-
netic imprinting*“, fir wichtige Regel-
funktionen bei der Entwicklung, flr
die Erkldrung der Pathogenese gene-
tischer Erkrankungen und von Tumor-
erkrankungen. Der vorliegende Artikel
gibt eine Einfliihrung in die Grundla-
gen und Konzepte der DNA-Methylie-
rung.

Schliisselwérter
Promotorinaktivierung, Chromatin-
struktur, Insertion fremder DNA, de
novo Methylierung, Zelluldre Methy-
lierungs- und Transkriptionsmuster.
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DNA Methylation — an Important
Genetic Signal in Biology and
Pathogenesis

Summary

In the mammalian genomes, the fifth
nucleotide, 5-mC, in DNA is arranged
in specific patterns and serves
important functions in long-term gene
silencing and in the organization of
chromatin structure. The specific
methylation profiles in human DNA
are different from genome segment to
genome segment and also in different
cell types. For technical reasons, the
analysis of DNA methylation patterns
had not been included in the human
genome project but will be paramount
to understand the regulation of gene
expression at many different levels
and in many systems: Inactivation of
one of the X chromosomes, genetic
imprinting, regulation of gene ex-
pression during embryonic develop-
ment, pathogenesis of genetic and
tumor diseases. This article presents
an introduction into the concepts and
facts of DNA methylation.
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Einleitung

Unter dem Schlagwort ,DNA methy-
lation” finden sich im August 2005 in
PubMed 9419 Eintragungen; unter
»DNA methylation and gene expres-
sion” sind 4021 Zitate gespeichert.
Seitdem man erkannt hat, dass die
Einflhrung des finften Nukleotids, 5-
Methyldesoxycytidin (5-mC), in Pro-
motorsequenzen direkt oder indirekt
in Zusammenhang mit der Regulation
der Genaktivitat steht, ergaben sich
zahlreiche Hinweise fir eine allgemei-
ne Bedeutung dieser DNA-Modifika-
tion fur viele essentielle genetische
Funktionen: Bei der Inaktivierung ei-
nes der X Chromosomen, bei der dif-
ferentiellen Inaktivierung von Genen
wéhrend der Embryonalentwicklung,
beim ,genetic imprinting“, d.h. bei der
Inaktivierung der Gene auf einem der
beiden homologen Chromosomen,
bei Verdnderungen der Genaktivitat in
vielen Tumorerkrankungen, bei der
Verursachung von genetischen Krank-
heiten u.a. In dieser Arbeit mdchte ich
einige grundlegende Ergebnisse und
Konzepte aus der Forschung Uber
DNA-Methylierung zusammenfassen,
die fir das Verstédndnis der Bedeu-
tung der DNA-Methylierung in epige-
netischen Prozessen und bei vielen
biomedizinischen Anwendungen hilf-
reich sein werden.

Der Begriff Epigenetik wird in der Li-
teratur weit verbreitet angewandt und
haufig in Zusammenhang mit Mustern
der DNA-Methylierung oder deren An-
derungen gebracht. Allerdings sind
alle Phanomene, die unter Epigenetik
beschrieben werden, Ausdruck ele-
mentarer genetischer Mechanismen,



die erst erklarbar geworden sind, seit
man die Funktion des flinften Nukle-
otids in der DNA zu verstehen ver-
sucht. Daher erscheint mir der Termi-
nus Epigenetik historisch zwar be-
grindbar aber eigentlich Uberflissig,
es sei denn man wollte damit andeu-
ten, dass wichtige genetische Mecha-
nismen mit Mendel’'scher Genetik al-
lein nicht zu verstehen sind.

Auf wenigen Seiten kann man ein
komplexes Gebiet der Genetik, wie
das der DNA-Methylierung, nur
schlaglichtartig behandeln. Ich ver-
weise daher auf eine Sammlung von
25 Artikeln Gber DNA-Methylierung —
sowohl zur Grundlagen- wie zur an-
gewandten Forschung, die in zwei
Bénden der Serie Current Topics in
Microbiology and Immunology (Doerf-
ler und B6hm, Hrsg., 2005/6) gegen-
waértige Forschungsergebnisse auf
diesem faszinierenden Gebiet zu-
sammenfassen.

Historische Vorbemerkungen

Das funfte Nukleotid, 5-Methyldes-
oxycytidin (5-mC), wurde 1925 in der
DNA von Tuberkelbazillen durch
Johnson and Coghill und 1948 in
Kalbsthymus DNA von Hotchkiss ent-
deckt. Hier das Zitat aus Rollin
Hotchkiss’ Arbeit im Journal of Biolo-
gical Chemistry: ... a minor consti-
tuent designated ,epicytosine” is in-
dicated, having a migration rate some-
what greater than that of cytosine.
This small peak has been observed
repeatedly in the chromatographic
patterns from acid hydrolysates of a
preparation of calf thymus deoxyribo-
nucleic acid ....

Natdrlich spielen 5-mC und das zwei-
te methylierte Nukleotid N°®-Methyl-
adenosin (N®*m-A), das bei Saugern
bisher nicht gefunden wurde, bei der
Erklarung der Phdnomene Restriktion
und Modifikation bakterieller DNA und
Phagen-DNA (Arber and Linn, 1969)
eine entscheidende Rolle.

Die Diskussion um eine mdgliche, da-
mals noch hypothetische Funktion
von 5-mC auch bei Eukaryonten wur-
de durch die Arbeiten von Riggs
(1977) und Holiday and Pugh (1977)
eroffnet. Durch Hemmung der DNA-
Methyltransferasen (siehe unten) mit

einem Basenanalog von Cytidin (C),
dem 5-Azacytidin, konnte in undiffe-
renzierten Fibroblasten die Regulation
zahlreicher Gene so beeinflusst wer-
den, dass in Kultur Zellen unter-
schiedlichster Gewebearten entstan-
den (Constantinides et al., 1977). Die-
se Resultate lieferten einen ersten
wichtigen Hinweis darauf, dass Ver-
anderungen in Methylierungsmustern
von S&ugergenen zur Aktivierung von
Gengruppen fihren konnten. Mit Hil-
fe des auch sonst fur Untersuchun-
gen molekularbiologischer Grundprin-
zipien sehr erfolgreichen Adenovirus-
Systems konnte gezeigt werden, dass
Promotormethylierungen und Genin-
aktivierung in kausaler Beziehung ste-
hen (Sutter and Doerfler, 1980; Vardi-
mon et al., 1980, 1982; Langner et al.,
1984).

Der Nachweis von Proteinen, die spe-
zifisch an methylierte DNA-Sequen-
zen zu binden vermdgen, half zu ver-
stehen, in welcher komplexen Weise
modifizierte DNA-Sequenzen mit spe-
zifischen Proteinen funktionell intera-
gieren kénnen (Huang et al., 1984;
Meehan et al., 1989).

Im Laufe der Embryonalentwicklung
von Saugern findet man umfassende
Anderungen von Mustern der DNA-
Methylierung. Zun&chst ausgeléschte
Muster werden nach dem Blastozy-
stenstadium wieder de novo restitu-
iert (Razin et al., 1984). Lange Zeit
wurde vermutet, dass 5-mC in der
DNA von Drosophila melanogaster
nicht vorkommen wirde. In Embryo-
nalstadien von Drosophila spielen
aber kleine Mengen von 5-mC eine
funktionelle Rolle (Lyko et al., 2000).

Durch ,gene targeting” in embryona-
len Stammzellen (ES) wurde eines der
DNA-Methyltransferase-Gene mutiert.
Nach Transfer der Mutation in die
Keimbahn von Mausen ergab sich ein
rezessiv letaler Phanotyp (Li et al.,
1992). Die durch den Verlust der
DNA-Methyltransferase-Aktivitat be-
dingte Minderung des 5-mC Gehaltes
in der DNA von Mausembryonen fihr-
te zu Fehlbildungen und zum Tod der
Embryonen. Diese Ergebnisse wiesen
auf wichtige Funktionen der DNA-Me-
thylierung wéhrend der Embryonal-
entwicklung hin.

Zur Biochemie

der DNA-Methylierung

Die Methylgruppe am Cytidin wird
wéhrend oder nach der DNA-Replika-
tion durch DNA-Methyltransferasen
meist in die Sequenz 5-CG-3" einge-
fuhrt, wobei S-Adenosylmethionin als
Methylgruppendonor dient. Die Me-
thylgruppe liegt in der groBen Grube
der DNA-Doppelhelix. Die Verteilung
von 5-mC im Genom ist nicht zuféllig,
sondern folgt stabilen, vererbbaren
Mustern, die spezifisch fir Genom-
segment und Zellart zu sein scheinen
und interindividuell konserviert sein
kénnen. Zur Zeit liegen genaue Daten
Uber die Muster der DNA-Methylie-
rung im menschlichen Genom nur flr
ausgewahlte DNA-Abschnitte vor
(Doerfler, 2005).

Man unterscheidet grundsétzlich zwi-
schen zwei Arten der DNA-Methylie-
rung: de novo Methylierung und
maintenance methylation. Wird frem-
de DNA, z.B. die eines Virusgenoms
(Sutter et al., 1978), in ein etabliertes
Genom integriert, so wird diese frem-
de DNA héufig de novo methyliert,
d.h. es wird einer zundchst unmethy-
lierten DNA ein neues Muster der Me-
thylierung aufgepragt. Wahrscheinlich
sind an dieser de novo Methylierung
mehrere DNA-Methyltransferasen und
andere Proteine der Zelle beteiligt.
Auch die de novo Methylierung der
DNA wahrend friher Phasen der Em-
bryonalentwicklung, in der es zur Ent-
und anschlieBenden Remethylierung
des Genoms kommt (Razin et al.,
1984), kénnte so erfolgen.

Bei der Methylierung wahrend der
normalen DNA-Replikation, die zur
Aufrechterhaltung eines bereits be-
stehenden Musters der DNA-Methy-
lierung dient (maintenance methyla-
tion), bleibt im Verlauf der semi-
konservativen Replikation der DNA
das Muster der DNA-Methylierung in
einem Strang erhalten. Dieses Muster
kann fir den neu synthetisierten
Tochterstrang der DNA vom stehen-
gebliebenen Methylierungsmuster im
parentalen Matrizenstrang der DNA
abkopiert und so ibernommen wer-
den. Man hat bisher vermutet, dass
fur diese Art der DNA-Methylierung
nur eine DNA-Methyltransferase not-
wendig sei. Méglicherweise ist aber
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auch diese Reaktion komplizierter.
Das oben erwédhnte Cytidin-Derivat 5-
Azacytidin hemmt diese DNA-Methy-
lierung, indem es vorlbergehend ko-
valent an die DNA-Methyltransferase
bindet und so zum teilweisen Verlust
der DNA-Methylierung im Genom
fUhrt.

DNA-Methylierungsmuster k&nnen
passiv ausgeléscht werden, indem in
aufeinanderfolgenden Replikationszy-
klen der DNA die Methyltransferasen
natirlich oder kinstlich gehemmt
werden. Es ist letztlich noch unge-
klart, ob es auch ohne DNA-Replika-
tion zu einer aktiven Demethylierung,
etwa durch Demethylasen in der Zel-
le kommen kann.

Im Humangenomprojekt, dessen Be-
deutung auch fir die Molekulare Me-
dizin unbestreitbar ist, wurde das
finfte Nukleotid, 5-mC, in der
menschlichen DNA ,,ibersehen®. Da-
mit fehlen fur die Forscher, die an der
Funktion dieser DNA-Modifikation
interessiert sind, wesentliche 20%
der Genominformation. Technisch
ware es allerdings nicht mdéglich ge-
wesen, die Genomsequenz mit ver-
tretbarem Zeitaufwand fertigzustellen,
hatte man auch alle 5-mC Nukleotide
bestimmen wollen. Neuere Bestre-
bungen versuchen diese Versdum-
nisse mit einem Human Epigenome
Project nachzuholen (Rakyan et al.,
2004).

Hier muss kurz auf die Methoden zum
Nachweis von 5-mC eingegangen
werden. Zun&chst hat man dazu auf
Methylierung empfindliche Restrik-
tionsendonukleasen verwendet, ins-
besondere das Endonukleasenpaar
Hpall und Mspl. Beide Enzyme erken-
nen die Nukleotidsequenz 5-CCGG-
3’, aber nur Mspl schneidet die unme-
thylierte und die methylierte Sequenz.
Hpall wird durch 5-mC gehemmt
(Waalwijk and Flavell, 1978). Ein en-
zymatischer Ansatz kann aber nie alle
5-mC Nukleotide unabhéngig von der
Sequenzkombination erfassen. Dazu
wird eine Technik angewandt, die alle
5-mC Nukleotide durch genomisches
Sequenzieren zu bestimmen erlaubt
(Frommer et al., 1992). Um die der
DNA aufgepragten 5-mC Muster voll-
sténdig zu erkennen, darf man indivi-
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duelle DNA-Segmente nicht, wie beim
Ublichen Sequenzieren von DNA, mo-
lekular in einem Vektor klonieren oder
PCR-Produkte direkt sequenzieren,
weil dabei die urspringlichen Methy-
lierungsmuster verloren gehen wir-
den. Man muss vielmehr individuelle
DNA-Abschnitte direkt — genomisch -
sequenzieren. Dazu wird, kurz zu-
sammengefasst, die folgende Metho-
de angewandt. Die DNA wird durch
0.3N Alkali vollstandig denaturiert und
anschlieBend mit Bisulfit behandelt,
wodurch alle C’s in Uridin (Us) umge-
wandelt werden, wahrend alle 5-mCs
gegenuber dieser Reaktion refraktar
sind. Jetzt werden die Genomab-
schnitte, deren Methylierungsmuster
erfasst werden sollen, mit der Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) ampli-
fiziert. Die PCR-Produkte werden klo-
niert, und die Nukleotidsequenz von
etwa 10 Klonen wird ermittelt. Nach
unserer Erfahrung ist es essentiell,
einzelne DNA-Molekile zu klonieren
und zahlreiche Klone zu sequenzie-
ren, um Artefakte zu vermeiden, die
entstehen koénnten, falls man PCR
Produkte direkt sequenzieren wirde.
Durch die PCR werden alle U's in A’s
bzw. T's umgewandelt. In der Endse-
quenz verbleibende C’s sind auf 5-
mC’s in der urspriinglichen genomi-
schen Sequenz zurlckzuflhren.
Durch Kontrollexperimente wird veri-
fiziert, daB alle C’s in T's umgewan-
delt worden sind. Dazu wird DNA be-
kannter Nukleotidsequenz entweder
unmethyliert oder nach in vitro Methy-
lierung mit der DNA-Methyltransfera-
se Sssl, die alle 5'-CG-3"-Dinukleoti-
de methyliert, mit der Bisulfit-Sequen-
zierungsmethode analysiert. Mit die-
ser Methode, die heute zum Standard
far Arbeiten Gber DNA-Methylierung
geworden ist, kann man alle 5-mC’s
unabhangig von Position oder Nach-
barsequenz erfassen. Viele verallge-
meinernde Aussagen Uber die Funk-
tion der DNA-Methylierung, die nicht
auf dieser Methode beruhen, sind
moglicherweise unvollstandig und kri-
tisch zu hinterfragen.

Konzept zu den Funktionen von 5-
mC in der DNA

Soweit bisher bekannt, ist 5-mC das
einzige modifizierte Nukleotid in der
DNA von Saugern. Die am weitesten
akzeptierte Funktion von 5-mC in der

Nukleotidsequenz von Promotoren ist
verbunden mit der langfristigen Ab-
schaltung von Genen (Doerfler, 1983).
Man sollte die Funktionen von 5-mC
in der DNA aber in einem tieferen
Sinn verstehen. Als hilfreiche und
durchaus relevante Analogie kann die
Wirkung von modifizierten DNA-Se-
quenzen auf die Aktivitdt von
Restriktionsendonukleasen bei Proka-
ryonten verstanden werden. Eine gro-
Be Anzahl dieser bakteriellen Enzyme
wird durch modifizierte Nukleotide, 5-
mC oder bei Bakterien auch durch N°-
Methyladenosin (N°®-mA), in ihrer
Funktion beeinflusst (Ubersicht bei
McClelland and Nelson, 1988). Neben
der Art der Modifikation (5-mC oder
N°-mA) ist die Position in einer spezi-
fischen Nukleotidsequenz entschei-
dend. In vielen aber nicht allen Féllen
inhibiert 5-mC oder N°-mA in der Er-
kennungssequenz die Aktivitadt der
Endonuklease. Die Restriktionsendo-
nuklease Dpnll aus Diplococcus
pneumoniae wird durch N°-mA in der
Sequenz G(N°-mA)TC inhibiert. Dage-
gen ist die isoschizomere Endonukle-
ase Dpnl nur aktiv, wenn die identi-
sche Erkennungssequenz, G(N°®-
mA)TC, in beiden Strdngen N°m-A
methyliert ist. Dpnl benétigt fur seine
Aktivitdt also N°-mA in der Erken-
nungssequenz, wahrend Dpnll da-
durch gehemmt wird. Daraus ergibt
sich die allgemein wichtige Erkennt-
nis, dass modifizierte Nukleotide die
Interaktion mit spezifischen Proteinen
in positiver oder negativer Weise be-
einflussen kdnnen.

Es ist nicht vorhersagbar, in welcher
Richtung sich eine Modifikation der
Nukleotidsequenz auswirken kann;
denn die Wirkungsweise der DNA-
Modifikation hangt von der Erken-
nungssequenz in der DNA und dem
dazu passenden Protein ab. Das gilt
auch fur die Inaktivierung von eukary-
ontischen Promotoren durch 5-mC. In
vielen Fallen wird ein Promotor durch
die Anwesenheit von 5-mC in einer
spezifischen Promotorposition ab-
oder heruntergeschaltet’. Es gibt aber
auch gegenteilige Beispiele. So sind
die Promotoren und die gesamte DNA
des Froschvirus FV3, eines Iridovirus,
zwar vollstdndig 5-CG-3" methyliert
(Willis and Granoff, 1980), aber auch
in S&ugerzellen voll aktiv (Munnes et



al., 1995). Ihre Aktivitat scheint sogar
von dem hohen Methylierungsgrad
abhéangig zu sein.

Es bleibt also festzuhalten, dass die
in der menschlichen DNA einzig be-
kannte Modifikation von DNA-Se-
quenzen, 5-mC, die Interaktionen
spezifischer Nukleotidsequenzen mit
spezifischen Proteinen moduliert, in
Promotoren z.B. die von Transkrip-
tionsfaktoren oder -inhibitoren. Die
Auswirkung einer Modifikation hangt
von dem spezifischen Protein und
seiner Erkennungssequenz ab. Eine
rein schematische Betrachtungsweise
zu den Funktionen von DNA-Methy-
lierung wirde, wie bei anderen kom-
plexen biochemischen Mechanismen,
zu Fehleinschéatzungen des weiten
Spektrums biologischer Funktionen
fUhren.

Die langfristige Abschaltung von Pro-
motoren durch 5-mC, haufig in Kom-
bination mit modifizierten Histonen
(Allfrey et al., 1964, plus >1300 Lite-
raturzitate), ist aber wahrscheinlich
nur eine von mehreren Funktionen der
DNA-Modifikation. Es ist nicht ge-
klart, ob die DNA- oder die Histon-
Modifikation das primére Ereignis bei
der Promotorinaktivierung oder bei
anderen Funktionen der DNA dar-
stellt. Mdglicherweise sind beide Ar-
ten der Modifikation untrennbar mit-
einander verbunden.

Eine allgemeinere Funktion von 5-mC
liegt in der Organisation von Chroma-
tin (477 Literaturstellen), und damit
wirkt sich die Positionierung von 5-
mC Nukleotiden auf viele Funktionen
der DNA aus. Jeder Genomabschnitt
ist charakterisiert durch hoch spezifi-
sche Muster in der Verteilung von 5-
mC Nukleotiden. Die einzelnen Zellar-
ten unterscheiden sich durch ihre
spezifischen Transkriptionsprofile und
Methylierungsmuster im Genom, wo-
rin sich ihre unterschiedlichen Funk-
tionen manifestieren. Deshalb ist eine
vollstdndige Analyse von Methylie-
rungsmustern sehr aufwendig, denn
man muss die gleichen DNA-Ab-
schnitte aus verschiedenen Zellarten
isolieren und mit der Bisulfit-Methode
sequenzieren.

Beim Aufbau von Chromatin, von
dessen Genomsegment-spezifischer
Struktur alle Funktionen der DNA ab-
hangig sind, ist 5-mC gewissermaBen
die erste Instanz fir die Modulation
der funktionell vielfaltigen Interaktio-
nen der DNA mit spezifischen Protei-
nen. Je nach Art des Proteins wird die
Gegenwart eines 5-mC Nukleotids die
Bindung eines Proteins fordern, hem-
men oder ganz verhindern. Dadurch
wird ein Grundmuster des DNA-Pro-
teinkomplexes ,,Chromatin® festge-
legt, von dem dann alle weiteren Pro-
tein-Protein- oder DNA-RNA-Protein-
Wechselwirkungen abhangen, die
letztlich die spezifische Struktur des
Chromatins fiir jedes Segment in je-
der Zellart durch ein charakteristi-
sches Methylierungsmuster bestim-
men. Offenbar weist jeder DNA-Ab-
schnitt nicht nur ein spezifisches Me-
thylierungsmuster auf, sondern be-
sitzt auch ein Erinnerungsvermdégen
fir dieses Muster. Integriert man un-
methylierte spezifische DNA zurlick in
das homologe DNA-Segment im Ge-
nom der Zelle, so nimmt die inserier-
te unmethylierte DNA wieder das fir
diesen Genomlocus authentische Me-
thylierungsmuster an (Hertz et al.,
1999). Uber die molekularen Struktu-
ren oder Mechanismen, die diesem
Erinnerungsvermégen zugrunde lie-
gen, weiB man zur Zeit noch nichts.

De novo Methylierung fremder, in
ein Genom integrierter DNA-und
die Folgen dieser Integration fiir
die Methylierung zellularer DNA
Wenn fremde, unmethylierte DNA,
z.B. Adenovirus-DNA, in ein etablier-
tes Sauger- (Sutter et al., 1978) oder
Pflanzengenom integriert wird, wird
sie haufig de novo methyliert. Im Ge-
nom von S&ugern sind die repetitiven,
vor allem die retroviralen DNA-Se-
quenzen, die zusammen >90% des
Genoms ausmachen, hypermethyliert.
Man hat postuliert, dass die de novo
Methylierung fremder DNA auf einem
alten zelluldaren Abwehrmechanismus
gegen die Aktivitat fremder, bereits in
das Genom eingedrungener Gene be-
ruhen konnte (Doerfler, 1991; Yoder et
al., 1997). In praktischer Hinsicht
spielt diese de novo Methylierung
deshalb eine wichtige Rolle, weil bei
der Herstellung transgener Organis-
men, bei der Anwendung der knock-

in-Technologie, oder bei Insertionen
fremder DNA, z.B. mit dem Ziel der
Gentherapie, die fremden Gene
schnell methyliert und méglicher-
weise inaktiviert werden kénnen. Uber
den Mechanismus und die Vorausset-
zungen zur de novo Methylierung
fremder DNA ist nur wenig bekannt.
Wahrscheinlich hat vor allem die Um-
gebung der Insertionsstelle, an der
die fremde DNA integriert wird, aber
auch die Nukleotidsequenz des Inte-
grates selbst einen Einfluss auf Aus-
maB, Zeitpunkt und Muster der de
novo Methylierung.

Monozygotische Zwillinge haben zwar
einen identischen Genotyp, sind aber
meist nicht véllig identisch. Dafur
kénnte es verschiedene Grinde ge-
ben, z.B. Unterschiede in der DNA
Methylierung und der Modifikation
von Histonen. Bei &dlteren, nicht bei
neugeborenen, monozygotischen
Zwillingen wurden kirzlich erhebliche
Unterschiede im Gesamtgehalt und in
der Verteilung von 5-mC und von aze-
tylierten Histonen im Genom gefun-
den (Fraga et al., 2005). So kénnten
Diskordanzen im Auftreten genetisch
bedingter Erkrankungen bei monozy-
gotischen Zwillingen verstandlich
werden.

Es wird interessant sein, zu erfor-
schen, ob in den repetitiven DNA-Se-
quenzen nicht nur spezifische Methy-
lierungsmuster vorliegen, sondern ob
dadurch auch neue Méglichkeiten fur
Codierungen zustandekommen kénn-
ten.

Fremde DNA gelangt in Organismen
natlrlich nicht nur durch Virusinfektio-
nen, sondern fortlaufend in groBen
Mengen Uber die Nahrungsaufnahme.
Im Gastrointestinaltrakt von Sdugern
wird diese fremde DNA zwar zum
groBten Teil abgebaut, Fragmente der
DNA persistieren aber transient und in
kleinen Mengen im Gastrointestinal-
trakt und gelangen in verschiedene
Organsysteme sowie in die Genome
von Abwehrzellen. Diese Mechanis-
men haben wir am Modellorganismus
Maus erstmalig nachweisen kénnen
(Schubbert et al., 1997).

Nach der Insertion fremder DNA in ein
Saugergenom kann es auBerdem zu
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Verénderungen der Methylierung in
der zellularen DNA in der unmittelba-
ren Umgebung der Insertionsstelle
kommen. Von noch allgemeinerem
Interesse sind darUber hinaus weitrei-
chende Veranderungen in den Methy-
lierungsmustern der DNA von Zellen,
in deren Genom fremde DNA inte-
griert wurde (Heller et al., 1995). Von
diesen Veranderungen, die die Methy-
lierungs- und Transkriptionsmuster
zellularer Gene betreffen kdnnen,
werden vor allem, aber nicht aus-
schlieBlich, repetitive zellulare DNA-
Sequenzen belangt. Diese bisher we-
nig untersuchten Mechanismen kénn-
ten auch bei der Onkogenese eine
entscheidende Rolle spielen.

Daher ist bei allen Manipulationen an
etablierten Genomen, also bei der
Herstellung transgener Organismen,
bei knock-in- und knock-out-Proto-
kollen, die Frage zu stellen, inwieweit
es auch an anderen Stellen des Ge-
noms als an der unmittelbaren Inser-
tionsstelle zu strukturellen und funk-
tionellen Veranderungen mit weitrei-
chenden Folgen fir die Zellen oder
die betroffenen Organismen kommen
kénnte.

Anmerkung

1) Die Genetik kann man als alteste Sprache
betrachten, ihre Prinzipien haben erstaunlich
viele Gemeinsamkeiten mit denen von Spra-
chen (Doerfler, 1982). Durch die Einfuhrung
einer -CH; Gruppe an ein Cytidin wird die
Funktion der betroffenen Nukleotidsequenz,
z.B. in einem Promotor, elementar verandert.
Vergleich: das Wort Achtung kehrt seinen
Sinn durch eine kleine Modifikation um zu
Achtung.

Unterstiitzung

Die Arbeiten im Laboratorium des Autors wur-
den Uber viele Jahre von der DFG (SFB’s 74
und 274), von der Wilhelm Sander-Stiftung, der
Fritz Thyssen Stiftung sowie vom Zentrum fur
Molekulare Medizin K&In (TV 13) unterstitzt.
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