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Die Funktion der am weitesten verbreiteten eukaryotischen DNA-Methyl-
transferase Dnmt2 erschien lange Zeit ratselhaft. Neue Ergebnisse
weisen darauf hin, dass Dnmt2 méglicherweise dualspezifisch aktiv ist
und neben DNA auch tRNA methylieren kann.

This article focuses on the evolutionary conserved and most widely
distributed DNA methyltransferase in eukaryotes - Dnmt2. Recent
findings give rise to the assumption that Dnmt2 may harbour dual
specificity and acts on DNA and tRNA.

Die modifizierte Base 5-Methylcytosin
(5mC)

B In hoheren Eukaryoten wie Wirbeltieren
und Pflanzen ist die DNA-Methylierung von

Cytosinen die mit Abstand am haufigsten vor-
kommende kovalente DNA-Modifikation (Abb.
1A). m5C kommt ebenfalls in einigen Pilzen,
Invertebraten und Protisten vor.
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Das AusmaB der Cytosin-Methylierung vari-
iert sehr stark zwischen einzelnen Spezies.
So kommt in Saugetieren 5mC {iberwiegend
in symmetrischen CpG-Nukleotidabfolgen vor.
Dabei sind 60 bis 90 Prozent aller CpGs
methyliert, dies entspricht ca. drei bis acht
Prozent aller Cytosine [1]. Beispiele fiir Orga-
nismen mit geringer DNA-Methylierung (< 0,1
bis ein Prozent) sind Dictyostelium und Dro-
sophila. Im Gegensatz zu Sdugetieren finden
sich hier die 5-Methylcytosine auch in asym-
metrischen (nicht CpG-)Nukleotidabfolgen [2,
3].

In Eukaryoten spielt Methylierung von DNA
bei epigenetischer Genregulation eine Rolle,
wobei mit einer Promotormethylierung meist
Genrepression einhergeht. DNA-Methylierung
ist auBerdem an Zelldifferenzierung, Imprin-
ting und X-Chromosom-Inaktivierung sowie
der Kontrolle von Transposons beteiligt [1].

Die Methylierungsreaktion

Die Ubertragung einer Methylgruppe auf das
Kohlenstoffatom an der Position 5 von Cyto-
sinen erfolgt in der Zelle enzymatisch durch
5mC-Methyltransferasen (5mC-MTasen). Als
Methylgruppendonor dient der Kofaktor S-
Adenosylmethionin (SAM) (Abb. 1A).
Kennzeichnend fiir alle bakteriellen und
eukaryotischen 5mC-Methyltransferasen sind
zehn Motive, die an der Methylierungsreak-
tion beteiligt und von denen sechs hochkon-
serviert sind (Abb. 1B und 3A). Die Methy-
lierungsreaktion ist durch das Auftreten eines
kovalenten Intermediats zwischen Enzym und
Nukleinsdure gekennzeichnet. Dieses wird
zwischen einer cysteinischen Thiolgruppe des

<« Abb. 1: A, Schema zur Methylierung von
Cytosin. Die Methyltransferase tbertragt die
Methylgruppe (rot) vom Kofaktor S-Adenosyl-
methionin (SAM) auf das Ringkohlenstoffatom
C5. SAH: S-Adenosylhomocystein. B, Schema-
tische Darstellung der Domédnenanordnung der
vier DNA-Methyltransferase-Familien Dnmt1,
Dnmt2 und Dnmt3a/b sowie Dnmt3L. NLS:
Kern-Lokalisationssignal (nuclear localization
signal).
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Chliorella sp. (Griinalge)

< Abb. 2:

—|__|: Chlamydormonas (Griinalge) Verteilung
Volvox carteri(Griinalge) von DNA-
Physcomitrella patens(Moos) MTasen in
Se.‘agmeﬂfs moe!_fendorﬂi: (Moos) ausgewshl-
Oryza sativa (Reis)
Arabidopsisthaliana (Ackerschmalwand) ten Euka-
Populustrichocarpa (Pappel) ryoten.

- Phycomyces blakesleeanus (Pilz) Dnmt2 ist die
Postia placenta (Pilz) am weitesten
éac@m b'FOIPr(P"z) y verbreitete

oprinopsis cinerea (Pilz)

Saccharomyces pombe (Spalthefe) MTase.

Saccharomyces cerevisiae (Béckerhefe) 1-3: Dnmt-
- Ascobolus immersus (Schimmelpilz) ® Familien 1-3;

Neurosporacrassa(Schimmelpilz) ® C: Chromo-

Uncinocarmpus reesii(Schimmelpilz) ®

Nematostella vectensis (Seeanemone) o0 ° methylasen.

Caenorhabditis elegans (Fadenwurm}

Drosophila melanogaster{Fruchtfliege) °

Tribolium castaneum(Reismehlkafer) e o

Apis mellifera (Honigbiene) T

Bombyx mori{Seidenspinner) e o

Oikopleura dicica (Manteltier)

Ciona intestinalis (Seescheide) o0 @

Homo sapiens(Mensch) o0 o

Mus musculus(Hausmaus) e @

Danio rerio (Zebrafisch) o °

Tetraodon nigroviridis (Pufferfisch) o0 o

Enzyms und dem Pyrimidinring aus-
gebildet. Das reaktive Cystein befindet
sich im Motiv IV des katalytischen Zen-
trums und ist Teil eines konservierten
PC-Dipeptids. Substitutionen des kata-
lytisch aktiven Cytosins fiihren zum
Verlust der Methyltransferase-Aktivitat.
Motiv I und X bilden die Bindetasche
fiir den Kofaktor SAM. Nach der Addi-
tion der Methylgruppe an das C5 wird
der Enzym-DNA-Komplex aufgelost und
der Kofaktor S-Adenosylhomocystein
(SAH) freigesetzt.

Eine weitere mechanistische Gemein-
samkeit der 5mC-Methyltransferasen
ist das base flipping, denn fiir die Reak-
tion muss das Enzym den Pyrimidin-
ring von beiden Seiten angreifen kon-
nen. Deshalb 16sen MTasen die Was-
serstoffbriicken zwischen G und C und
klappen das Cytosin aus der Doppel-
helix heraus [1].

Die DNA-Methyltransferasen
Dnmt1 und Dnmt3

In Tieren ist eine Vielzahl von DNA-
Methyltransferasen (Dnmts) identifiziert
worden, von denen sich die meisten in
vier Familien einteilen lassen: Dnmt]1,
Dnmt2, Dnmt3a und b und Dnmt3L
(Abb. 1B). In Pflanzen gibt es zusétz-
lich die Chromomethylasen (CpNpG-
Spezifitit) und in Pilzen die Dim2-Fami-
lie (Methylierung von Cytosinen in
asymmetrischer Umgebung) [3].
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Interessanterweise ahnelt die MTa-
se-Doméne der Dnmt1 eher den bakte-
riellen MTasen der Restriktions-Modi-
fikationssysteme als den C-terminalen
Doménen von Dnmt2 und 3. Der N-ter-
minale Teil der katalytischen Domédne
von Dnmt3a und b zeigen hingegen
hohe Verwandtschaft mit MTasen aus
Phagen, die Bacillus-Spezies befallen
[4].

Die Dnmtl- und Dnmt3-Familien
sind durch eine N-terminale Verlange-
rung gekennzeichnet, die regulatori-
sche Doménen unter anderem zur Sub-
straterkennung, Chromatinbindung,
Lokalisation an die Replikationsgabel
und Import in den Zellkern enthélt.
Dnmt1 hat eine groBe Préaferenz fiir
hemimethylierte CpG-Substrate und ist
daher in der Zelle hauptsachlich an der
Erhaltung von Methylierungsmustern
nach der Replikation beteiligt. Knock-
out-Mause, denen Dnmt1 fehlt, sind
nicht lebensfahig.

Dnmt1 kommt in fast allen Organis-
men vor, in denen 5mC-Methylierung
gefunden wurde. Zusatzlich codieren
die meisten Organismen mit Dnmt1 fiir
mindestens ein  Dnmt3-Homolog
(Abb. 2). Rekombinant exprimierte
Dnmt3a und b methylieren unmethy-
lierte und hemimethylierte DNA gleich-
ermaBen. Hieraus wurde abgeleitet,
dass sie eine Rolle bei der de novo-
Methylierung spielen. Im Gegensatz zu
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A Abb. 3: A, Alignment von Proteinsequen-
zen der Dnmt2-Familie verschiedener Orga-
nismen. Die zehn MTase-Motive und die Zie-
lerkennungsdomaéne (TRD) sind gekenn-
zeichnet. Rot: identische Aminoséuren (AS);
blau: dhnliche AS; gelb: nicht konservierte
AS; griin: Insertionen/Deletionen. B, Uberla-
gerung der Kristallstrukturen der bakteriel-
len M.Hhal (griin) und der humanen hDnmt2
(blau). Rot: Kofaktor S-Adenosylhomocystein
(SAH).

Dnmt1 zeigen die Dnmt3-Homologe keine so
stark ausgeprégte CpG-Spezifitat.

Dnmt3L hat aufgrund von Mutationen in
der konservierten MTase-Doméne keine DNA-

Methylierungsaktivitat, stimuliert jedoch die
Aktivitat von Dnmt3a/b, mit denen es Hetero-
dimere und -tetramere bildet [5].

Dnmt2 - ein bifunktionelles Enzym?
Die Dnmt2-Familie nimmt unter den eukary-
otischen MTasen eine Sonderrolle ein, sie
zeigt die hochste evolutiondre Konservierung
(Abb. 3A), gibt aber beziiglich ihrer biologi-
schen Funktion nach wie vor Rétsel auf.
Zunachst wurde vermutet, dass Dnmt2 enzy-
matisch nicht aktiv sei, da in vitro-Experi-
mente kaum detektierbare Methylierungs-
aktivitat zeigten [6]. Als mogliche Erklarung
hierfiir diente der fehlende N-terminale Teil,
der bei Dnmt1 und Dnmt3 unter anderem
auch fiir das Targeting der MTasen an die
Nukleinsdure verantwortlich ist (Abb. 1B).
Auch Knock-out-Experimente in verschiede-
nen Organismen zeigten meist nur sehr mil-
de Phdnotypen [2, 7].

Dnmt2 kommt in allen Organismen vor, die
Dnmt1 und Dnmt3 besitzen. Zusatzlich gibt
es einige Organismen, die als DNA-Methyl-
transferase ausschlieBlich ein Dnmt2-Homo-
log beinhalten (,Dnmt2-only organisms®). Bei-
spiele hierfiir sind Drosophila, Entamoeba
und Dictyostelium, die lange als Organismen
galten, denen DNA-Methylierung vollstandig
fehlt. In allen drei konnte mittlerweile jedoch
ein geringer Anteil an m5C nachgewiesen
werden, der durch Dnmt2 vermittelt wird [7].
DNA-Methylierung wurde vor allem in Ret-
roelementen gefunden [2, 8] und mit deren
Aktivitat und Chromatinorganisation in Ver-
bindung gebracht. Die DNA-Methylierungs-

aktivitat von Dnmt2 in vivo und in vitro ist
jedoch viel geringer als die der anderen DNA-
Methyltransferasen [9]. Soweit bisher bekannt
ist, tritt bei Caenorhabditis elegans und Sac-
charomyces cerevisiae keine DNA-Methylie-
rung auf und beiden Organismen fehlen DNA-
MTasen [10]. Beim Vergleich der Aminosau-
resequenzen von verschiedenen Dnmt2-
Homologen féllt eine hohe Konservierung von
35 bis 50 Prozent auf (Abb. 3A).

Mit der Aufklarung der Kristallstruktur
humaner Dnmt2 zeigt sich eine hohe struk-
turelle Ahnlichkeit zur bakteriellen Methyl-
transferase M.Hhal (Abb. 3B, [6]). Die Struk-
tur kann in drei Bereiche unterteilt werden:
die groBe Domiéne, die das aktive Zentrum
sowie die SAM-Bindetasche beinhaltet, die
kleine Doméne und die variable hinge-Region.
Ublicherweise beinhalten m5C-MTasen eine
TRD (target recognition domain) zwischen den
konservierten Motiven VIII und IX. Die TRDs
sind, abgesehen von einem konservierten
TL-Dipeptid, sehr variabel und bestimmen die
Substratspezifitit der Enzyme [6].

Im Bereich der TRD ist in Dnmt2-Homolo-
gen ein CFT-Motiv (CFTXXYXXY) zu finden,
das in keiner der anderen DNA-MTAsen vor-
kommt. Das zweite Tyrosin aus dem Motiv
liegt im Vergleich mit der M.Hhal-Struktur in
dem Bereich, in dem das Enzym den nontar-
get-Strang doppelstrangiger DNA binden miis-
ste und fiihrt so moglicherweise zu einer ste-
rischen Hinderung. Im M.Hhal liegt dort ein
Glycin, das durch keinen anderen Amino-
sdurerest ersetzt werden kann [6]. Das CFT-
Motiv konnte deshalb erkldren, warum oft
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keine oder eine nur sehr geringe Methylie-
rungsaktivitdt auf dsDNA mit Dnmt2 gefun-
den wurde.

Eine tiberraschende Entdeckung war die
Methylierungsaktivitat humaner Dnmt2 auf
tRNAASP an Position C38 [10]. Diese Aktivitit
uiberstieg die bisher berichtete DNA-Methy-
lierungsaktivitit um mehrere GroBenord-
nungen. Dnmt2 zeigt jedoch keine Homolo-
gie zu anderen m5C-RNA-MTasen und eine
Mutagenesestudie zeigte, dass das Enzym den
Mechanismus der DNA-Methylierung zur
Methylierung der tRNA*SP benutzt und nicht
den RNA-Methylierungsmechanismus, an
dem andere Aminosauremotive beteiligt sind
[11]. Auch bei Dnmt2-Homologen aus ande-
ren Organismen (z. B. Dictyostelium) konnte
eine tRNAASP-Methylierungsaktivitit nach-
gewiesen werden. Mittlerweile sind in Dro-
sophila und Dictyostelium weitere tRNA-Sub-
strate identifiziert worden (unverdffentlichte
Daten).

Es wird vermutet, dass eine Koevolution
zwischen dem Anticodonloop der tRNA*SP und
Dnmt2 stattgefunden hat [10], denn dieser ist
in Organismen mit Dnmt2 ebenfalls hoch-
konserviert, hingegen zeigen Organismen
ohne Dnmt2 eine groBere Variabilitat. Zwei
Spezies des Bakteriums Geobacter beinhal-

ten ein Dnmt2-Homolog und zeigen ebenfalls
eine starke Konservierung des Anticodon-
loops der tRNAASP [12].

Obwohl die Beteiligung der Dnmt2 an der
epigenetischen Regulation von Retroelemen-
ten inzwischen unumstritten ist, werden die
biochemischen Mechanismen nach wie vor
kontrovers diskutiert. Ebenso bleibt die Fra-
ge offen, ob es sich bei Dnmt2 um eine Ablei-
tung bakterieller DNA-MTasen handelt, die
ihr (Haupt-)Substrat von DNA zu RNA veradn-
dert hat. |
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