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1. Zusammenfassung

Die S-adenosyl-L-Homocysteinhydrolase (AHCY)-Defizienz ist eine seltene autosomal
rezessive Erbkrankheit, bei der Mutationen im AHCY -Gen die Funktionsfähigkeit des
kodierten Enzyms beeinträchtigen. Diese Krankheit führt zu Symptomen wie Entwick-
lungsverzögerungen, mentaler Retardierung und Myopathie. In der vorliegenden Ar-
beit wurde der Einfluss der AHCY-Defizienz auf die Methylierung der DNA in Blut-
proben und Fibroblasten von Patienten mit AHCY-Defizienz, sowie in HEK293- und
HepG2-Zelllinien mit AHCY -Knockdown untersucht. Der gesamtgenomische Methy-
lierungsstatus wurde mit Hilfe des MethylFlash™ Methylated DNA Quantification Kit
(Epigentek) bei drei Patienten-Blutproben festgestellt. In den Blutproben von sieben
Patienten und Fibroblasten von einem Patienten wurde die Methylierung von DMRs
sieben geprägter Gene (GTL2, H19, LIT1, MEST, NESPAS, PEG3, SNRPN) und zwei
repetitiver Elemente (Alu, LINE1) mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung quantifiziert und
durch High Resolution Melting-Analyse bestätigt. Zusätzlich wurde eine genomweite
Methylierungsanalyse mit dem Infinium® HumanMethylation450 BeadChip (Illumina)
für vier Patientenproben durchgeführt und die Expression von AHCY in Fibroblasten
mittels Expressions-qPCR und QUASEP-Analyse untersucht.
Die Methylierungsanalysen ergaben eine Hypermethylierung der gesamtgenomischen
DNA und stochastische Hypermethylierungen von DMRs geprägter Gene bei einigen
Patienten. Die HEK293- und HepG2-Zelllinien wiesen dagegen hauptsächlich stochas-
tische Hypomethylierungen an einigen DMRs geprägter Gene und LINE1-Elementen
auf. Die genomweite Methylierungsarray-Analyse konnte die Ergebnisse der Bisulfit-
Pyrosequenzierung nicht bestätigen. Die Expressionsanalysen der AHCY-defizienten
Fibroblasten zeigten eine verminderte Expression von AHCY, wobei beide Allele etwa
gleich stark transkribiert wurden.
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die AHCY-Defizienz eine gute Modellerkran-
kung für die Untersuchung biologischer Konsequenzen von Methylierungsstörungen
im Rahmen der Epigenetik-Forschung sein könnte. Sie ist unseres Wissens die erste
monogene Erkrankung mit symptomaler DNA-Hypermethylierung beim Menschen.
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KAPITEL 1. ZUSAMMENFASSUNG 2

1.1 Abstract

S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase (AHCY) deficiency is a rare autosomal reces-
sive disorder. Mutations in the gene AHCY impair the efficiency of the encoded en-
zyme which can lead to mental and developmental retardation and myopathy. The
present study investigated the influence of AHCY deficiency on DNA methylation in
blood samples and fibroblasts of patients with AHCY deficiency as well as HEK293
and HepG2 cell lines with knockdown of AHCY. Whole genome methylation status
was quantified in three patient blood samples with the MethylFlash™ Methylated DNA
Quantification Kit (Epigentek). Methylation status of DMRs of seven imprinted genes
(GTL2, H19, LIT1, MEST, NESPAS, PEG3, SNRPN) and two repetitive elements (Alu,
LINE1) was quantified in blood samples of seven patients and fibroblasts of one pati-
ent using bisulfite pyrosequencing and confirmed by high resolution melting analysis.
For four blood samples, a genome wide methylation analysis was performed using
the Infinium® HumanMethylation450 BeadChip (Illumina). The expression of AHCY in
fibroblasts was analysed with qPCR and QUASEP analysis.
The methylation analysis showed a hypermethylation of the whole genome and stocha-
stic hypermethylation of imprinted gene DMRs in some patients. HEK293 and HepG2
knockdown cells mostly exhibited stochastical hypomethylation in some DMRs of im-
printed genes and LINE1 elements. The genome-wide methylation array analysis could
not confirm the results obtained by bisulfite pyrosequencing. The expression analysis
indicated a reduced expression of AHCY in fibroblasts with both alleles transcribed at
nearly equal levels.
These data indicate that AHCY deficiency may represent a good model disease for
studying the biological consequences of multiple methylation errors in epigenetic rese-
arch. To our knowledge, it is the first monogenic desease associated with DNA hyper-
methylation in humans.



2. Einleitung

2.1 Epigenetik

Die Genetik lässt sich derzeit in mehrere große Teilbereiche unterteilen. Neben der von
Mendel begründeten klassischen Genetik, der Molekulargenetik, der Populationsgene-
tik und der Entwicklungsgenetik ist die Epigenetik der jüngste Zweig und befasst sich
mit Eigenschaften von Zellen, die an Tochterzellen vererbt werden können, aber nicht
in der DNA-Sequenz kodiert sind. Es handelt sich dabei um vererbbare Muster der
Genregulation, die die Aktivität von Genen oder ganzen Chromosomen beeinflussen
können, ohne dabei die Basenabfolge der DNA zu verändern. Der Begriff „Epigenetik“
(vom griechischen epi=dazu/außerdem und genesis=Ursprung) wurde erstmals 1942
von C. H. Waddington verwendet. Er umfasste mit diesem Begriff alle Untersuchun-
gen, die biologische Entwicklungsprozesse beschreiben und neu entdeckte kausale
Mechanismen mit bereits bekannten Mechanismen aus der experimentellen Embryo-
logie in Zusammenhang bringen. Dabei schlug er zusätzlich den Begriff „Epigenotyp“
als Bezeichnung für den „Komplex von Entwicklungsprozessen“ vor, der zwischen Ge-
notyp und Phänotyp liegt [1]. D. L. Nanney verwendete den Begriff “Epigenetik” 1958
im Zusammenhang mit der stabilen Vererbung von Eigenschaften, wodurch Zellen mit
demselben Genotyp verschiedene Phänotypen ausprägen und durch Zellteilung inner-
halb einer bestimmten Umgebung vererben können. „Epigenetische Systeme“ sollten
daher stabil und in gewissem Maße vorhersehbar sein, dennoch nicht so stabil wie
„genetische Systeme“ und empfänglicher für extrinsische Einflüsse [2]. Nach der Ent-
deckung geprägter Gene in den 1990er Jahren wurde der Begriff „Epigenetik“ eine
Zeit lang als Synonym für DNA-Methylierung verwendet und etwas später um Histon-
modifikationen und non-coding RNAs erweitert [3]. Heute umfasst die Epigenetik alle
meiotisch und mitotisch vererbbaren Veränderungen der Genexpression, die nicht in
der DNA-Sequenz selbst kodiert sind [4]. Zu epigenetischen Prozessen gehören unter
anderem die genomische Prägung (vgl. 2.5), gene silencing, X-Inaktivierung, Positi-
onseffekte und Reprogrammierung (vgl. 2.4.3). Die Epigenetik hat als vergleichsweise
junges Forschungsfeld besonders in den 2000er Jahren rasante Fortschritte gemacht
(vgl. Abb. 2.1) und die Wissenschaft der Biologie revolutioniert. Für die vorliegende

3
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Abbildung 2.1: Relative Frequenz von Artikeln mit dem Suchbegriff „Epigenetik“ im Titel
Der frequency index des ISI Web of Knowledge ist die Anzahl an Titeln mit dem Suchbegriff „epigenetic“
geteilt durch die Anzahl an Titeln mit dem Suchbegriff „genetic“ multipliziert mit 100. Ein Index von 1
bedeutet ein „epigenetic“ -Titel auf 100 „genetic“ -Titel. [Aus [3]]

Arbeit sind vor allem die epigenetischen Mechanismen der DNA-Methylierung von Be-
deutung, auf die daher im Folgenden am detailliertesten eingegangen wird.

2.2 Histonmodifikation

Histone sind basische, positiv geladene Proteine, die in eukaryotischen Genomen die
DNA in Form von Nukleosomen organisieren und somit einen wichtigen Bestandteil
des Chromatins bilden. Ein Oktamer besteht aus je zwei Kopien der Histone H2A,
H2B, H3 und H4 [5]. Das Histon H1 bindet die DNA direkt neben dem Nukleosom und
ist Teil der 30 nm-Faser. Ein Histon-Oktamer besteht aus einem globulären Zentrum
und N-terminalen flexiblen Enden (histone tails), die aus dem Oktamer herausragen
(vgl. Abb. 2.2 A). Für die Transkription und Replikation muss die DNA von den Histo-
nen gelöst und diese durch Nukleosomenremodellierung verschoben werden [6]. Die
Aminosäuren der histone tails können chemisch modifiziert werden, wodurch die Bin-
dung der DNA an die Histone verstärkt oder geschwächt wird. Dies erlaubt eine Regu-
lation der Transkription. Die Bezeichnung der Modifikation setzt sich aus der Nummer
des Histons, der betroffenen Aminosäure und der Art der Modifikation zusammen (vgl.
Tab. 2.1). Die häufigsten Modifikationen sind Acetylierung (an Lysin) und Methylierung
(an Lysin und Arginin). Die Acetylierung wird durch Histon-Acetyltransferasen kataly-
siert, die Histon-Deacetylasen kehren den Prozess um. Die Acetylgruppe neutralisiert
die positive Ladung des Lysins, wodurch die Wechselwirkung mit der DNA vermindert
wird und sich die Chromatinstruktur öffnet, sodass die Bindung von Transkriptionsfak-
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toren und somit die Transkription stattfinden können.
Die Histon-Methylierung kann sich sowohl begünstigend, als auch hemmend auf die
Transkription auswirken. Ihre Wirkung hängt davon ab, welche Aminosäurereste be-
troffen sind und mit wievielen Methylgruppen sie modifiziert werden. Die Methylierung
wird von Histon-Methyltransferasen erzeugt und von Histon-Demethylasen entfernt. Ta-
belle 2.1 zeigt Beispiele für häufige Histonmodifikationen durch Acetylierung und Me-
thylierung und ihre Wirkung. Weitere Modifikationen sind Phosphorylierung, Ubiquiti-
nylierung, ADP-Ribosylierung, Sumoylierung, Carbonylierung, Glycosylierung, Biotiny-
lierung und cis-trans-Isomerisierung an Prolinen (zusammengefasst in [7]).

B A 

Acetylierung        Methylierung      Phosphorylierung        Ubiquitinylierung 

Abbildung 2.2: Aufbau und Modifikationen von Histonproteinen
A Ein Histon-Oktamer besteht aus je zwei Dimeren der Histonproteine H2A/H2B und H3/H4, deren N-
terminale Enden aus dem Nukleosom herausragen. [Aus [8]] B Die Modifikationen der Aminosäurereste
an den N-terminalen Enden der Histone ermöglichen eine reversible Regulierung der Bindung an die
DNA und beeinflussen dadurch deren Transkription. [Bearbeitet nach [9]]

Die „Histon-code“-Hypothese besagt, dass Histonmodifikationen nicht nur einen direk-
ten chemischen Einfluss auf die Chromatinstruktur haben, sondern auch einen co-
de bilden, der von Histon-reader -Proteinen gelesen werden kann. Dadurch dient die
Kombination aller Modifikationen in einem Nukleosom als selektive Bindeplattform für
regulatorische Proteine und beeinflusst weiterführende biologische Prozesse (zusam-
mengefasst in [10]).



KAPITEL 2. EINLEITUNG 6

Histonmodifikation Vorkommen

H3K9ac aktiv transkribierte Promotoren

H3K14ac aktiv transkribierte Promotoren

H3K4me1/2 aktive Enhancer

H3K4me2/3 aktiv transkribierte Promotoren

H3K9me3 Heterochromatin

H3K27me3 reprimierte Gene

Tabelle 2.1: Beispiele für Histonmodifikationen und deren Vorkommen
Die reversiblen Histonmodifikationen haben einen Einfluss auf die Regulation der Genexpression [11–
13]. ac=Acetylierung, H=Histon, K=Lysin, me=Methylierung

2.3 Non-coding RNA und RNA-Interferenz

Neben den schon lange bekannnten mRNAs, die als Transkript von proteinkodieren-
den Genen entstehen und die Information für die Aminosäuresequenz eines Prote-
ins vom Zellkern zu den Ribosomen transportieren, gibt es weitere RNAs, die nicht
für Proteine kodieren, sondern bereits das Endprodukt der Expression darstellen und
regulatorische Funktionen innehaben. Zu dieser Familie der non-coding RNAs (ncR-
NAs) gehören u.a. tRNAs, rRNAs, snoRNAs, miRNAs, piRNAs und siRNAs. ncRNAs
machen beim Menschen ca. 98 % der durch Transkription gebildeten RNA aus und
erfüllen vielfältige Aufgaben bei der Genregulation [14]. tRNAs (t=transfer ) und rRNAs
(r=ribosomal) sind wesentlich an den Mechanismen der Translation beteiligt [5]. snoR-
NAs (sno=small nucleolar ) sind besonders an der Prozessierung und Modifikation von
rRNA beteiligt und spielen auch eine Rolle bei der genomischen Prägung (vgl. 2.5) [15].
miRNAs (mi=micro) sind teilweise komplementär zu mRNA-Molekülen, meistens in
deren 3‘-UTR. Durch Bindung an diese mRNAs verhindern sie die Translation. Auf
diese Weise können verschiedene Zelltypen die Expression von Genen über miRNA-
Moleküle herunterregulieren [16]. piRNAs (pi=Piwi-interacting) bilden zusammen mit
Piwi-Proteinen RNA-Protein-Komplexe, die besonders in Keimzellen wichtig für das
silencing der Transkription von Transposons (vgl. 2.6) und anderen genetischen Ele-
menten sind [17, 18]. siRNAs (so=small interfering) sind kurze, doppelsträngige RNAs,
die einen wesentlichen Bestandteil der RNA-Interferenz (RNAi) darstellen. Sie führen
zum Abbau von mRNA-Molekülen und haben damit eine regulatorische Funktion.

Die RNA-Interferenz ist ein Mechanismus zur posttranskriptionellen Regulation der
Genregulation, der zum Abbau bereits transkribierter mRNA führt und damit die Trans-
lation in Proteinsequenzen verhindert. Dafür wird RNA gebildet, die zur abzubauenden
mRNA (teilweise) komplementär ist. Diese liegt jedoch zunächst doppelsträngig oder
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teilweise doppelsträngig vor (dsRNA). Sie dient als Vorläufermolekül für die etwa 21-22
Nukleotide langen siRNAs und wird durch Enzyme der Dicer-Familie gespalten, wobei
ein zwei Nukleotide langer 3‘-Überhang am 5‘-Ende entsteht. Zusammen mit regulato-
rischen Proteinen bildet der zur Ziel-mRNA komplementäre Einzelstrang der siRNA
den RNA-induced silencing complex (RISC). Nach Bindung der mRNA wird diese
endonukleolytisch abgebaut (vgl. Abb. 2.3). Hierbei stellen Proteine der Argonauten-
Familie die katalytische Funktion bereit.

Spaltung durch Dicer 

dsRNA 

siRNA 

RISC 

siRNA-induzierte Bindung  

der Ziel-mRNA 

Spaltung der Ziel-mRNA 

Abbau 

mRNA 

Spaltung der siRNA 

Abbildung 2.3: Mechanismus der RNA-Interferenz
Die doppelsträngige Vorläufer-RNA (dsRNA) wird von Dicer-Proteinen in siRNAs gespalten, die zusam-
men mit Argonauten- und anderen Proteinen den RNA-induced silencing complex (RISC) bilden. Nach
Bindung der Ziel-mRNA wird diese gespalten und abgebaut. [Bearbeitet nach [19]]

Sowohl die Dicer- als auch die Argonautenproteine sind evolutionär stark konserviert
und in fast allen eukaryotischen Genomen kodiert. Mutationen können zum Verlust
von RNA-silencing führen. Vermutlich wurde dieser Mechanismus ursprünglich als Ab-
wehrsystem gegen fremde Nukleinsäuren entwickelt, die durch Viren oder Parasiten in
eine Wirtszelle eindringen können. Zusätzlich spielt er eine Rolle beim silencing trans-
ponierbarer Elemente (vgl. 2.6). RNAi wird heute außerdem als effiziente Technik in
der Genetik verwendet, da man synthetische dsRNAs in Zellen einschleusen kann und
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diese dann über den zelleigenen Mechanismus der RNAi die Expression von Zielgenen
spezifisch unterdrücken (zusammengefasst in [5]).

2.4 DNA-Methylierung

2.4.1 Eigenschaften und Funktionen der DNA-Methylierung

Bei der DNA-Methylierung werden Methylgruppen durch DNA-Methyltransferasen ko-
valent mit dem C5-Atom von Cytosin verbunden. Da das Cytosin als Base der DNA
erhalten bleibt, ist die DNA-Methylierung keine genetische Mutation, sondern eine epi-
genetische Modifizierung. Sie ist der bis heute am intensivsten erforschte epigeneti-
sche Regulationsmechanismus. 5-Methylcytosin (5mC) wird inzwischen auch oft als
„fünfte Base der DNA“ bezeichnet.
Cytosine werden hauptsächlich im Rahmen von [5’-CG-3’/3’-GC-5’]-Cytosin-Guanin-
Dinukleotiden (CpG) auf beiden DNA-Strängen methyliert (vgl. Abb. 2.4 A), sodass sich
die Methylgruppen in der große Furche auf der Außenseite der DNA befinden, ohne
die Basenpaarung zu behindern [20]. Im Menschen sind etwa 70 % aller CpGs methy-
liert [5]. CpG-arme Bereiche sind in der Regel intergenisch und hypermethyliert. Hypo-
methylierte CpG-reiche Bereiche, so genannte CpG-Inseln, finden sich hauptsächlich
in regulatorischen Bereichen von rund 70 % aller annotierten humanen Gene [21–24].
CpG-Inseln sind meistens 0,5 kb bis 2 kb lang und haben einen GC-Gehalt von über
60 % [25]. Dabei sind sie nicht zu verwechseln mit der GC-Box etwa 60-100 bp vor
Beginn eines Transkripts.
Das Cytosin-Guanin-Dinukleotid ist das einzige Dinukleotid, das in der DNA statistisch
unterrepräsentiert ist (0,8 % des Genoms). Der Grund hierfür ist die Anfälligkeit von
Cytosin für oxidative Deaminierung. Durch die Entfernung der Aminogruppe wird aus
dem Cytosin ein Uracil, welches als Base zwar in der RNA, aber nicht in der DNA
vorkommt. Es wird daher als Sequenzfehler erkannt und repariert. Betrifft die Deami-
nierung jedoch ein methyliertes Cytosin, so entsteht Thymin, welches nicht repariert
wird und als Punktmutation verbleibt (vgl. 2.4 B) [16].
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A B 

Cytosin 5-Methylcytosin 

Cytosin                                             Uracil 

Deaminierung 

U 

Deaminierung 

 Methylcytosin                                          Thymin 

Abbildung 2.4: Methylierung von Cytosin
A Bei der DNA-Methylierung wird eine Methylgruppe von SAM durch DNA-Methyltransferasen auf
das C5-Atom von Cytosin übertragen. [Bearbeitet nach [26]] B Durch Deaminierung entsteht aus 5-
Methylcytosin Thymin, was zu einer Punktmutation führt. [Bearbeitet nach [27]]
DNMT=DNA-Methyltransferase, SAH=S-adenosyl-L-Homocystein, SAM=S-Adenosylmethionin

Die DNA-Methylierung hat mehrere Funktionen innerhalb von einzelnen Zellen und
in vielzelligen Organismen. Prokaryoten nutzen sie zur Unterscheidung der eigenen
DNA von fremder DNA und zur Fehlerkorrektur bei der DNA-Neusynthese [28, 29].
Bei Eukaryoten ist die DNA-Methylierung ein wichtiger Ausgangspunkt zur Regulie-
rung der Genexpression. Die Methylierung blockiert die Bindung von Transkriptions-
faktoren (z.B. an Promotoren) und führt damit zu einer Repression [30]. Methylierte
DNA wird dabei von Proteinen mit Methyl-CpG-Bindedomäne (MBD) gebunden. Diese
rekrutieren dann weitere Proteine, z.B. Histon-Deacetylasen und andere chromatin-
remodellierende Proteine, welche das Chromatin verdichten und zu Heterochromatin
umformen. DNA-Methylierung führt also über mehrere Mechanismen zu einer Stillle-
gung von DNA-Abschnitten (zusammengefasst in [31]). Eine besondere Rolle spielt die
reprimierende Wirkung bei der genomischen Prägung (vgl. 2.5) und beim silencing von
transposablen Elementen (vgl. 2.6). Tumorzellen weisen meist eine geringere globale
Methylierung auf als gesunde Zellen, zusätzlich sind oft einzelne Tumorsuppressorge-
ne methyliert und damit stillgelegt [32, 33].
5-Hydroxymethylcytosin (5hmC) entsteht durch die Oxidation von 5mC und bildet da-
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mit eine weitere modifizierte Form von Cytosin. Seine genaue Funktion ist noch nicht
weitreichend untersucht. Bekannt ist, dass es vor allem in primordialen Keimzellen
(PKZ) vorkommt, in denen es eine Rolle bei der globalen Demethylierung der DNA
spielt (vgl. 2.4.3). Dadurch hat es womöglich im Gegensatz zu 5mC eine aktivieren-
de Funktion. Hohe Konzentrationen an 5hmC in Nervenzellen deuten auf eine wichtige
Rolle im zentralen Nervensystem hin [34]. Außerdem ist es mit instabilen Nukleosomen
assoziiert, die während der Zelldifferenzierung häufig repositioniert werden [35].

2.4.2 DNA-Methyltransferasen

DNA-Methyltransferasen katalysieren den Transfer einer Methylgruppe von S-Adeno-
sylmethionin (SAM, vgl. 2.7) an das C5-Atom von Cytosin [36]. Es sind drei humane
DNA-Methyltransferasen bekannt. DNMT1 erhält die bestehende Methylierung bei der
Zellteilung, DNMT3A und DNMT3B katalysieren die de novo-Methylierung von CpGs
im Rahmen der Zelldifferenzierung [37]. Strukturell bestehen die Enzyme aus einem N-
terminalen regulierenden Bereich und einem C-terminalen katalytischen Bereich, die
durch einen linker miteinander verbunden sind (vgl. Abb. 2.5).

   N-terminaler Bereich                                         C-terminaler Bereich 

DMAP1- 

Binde- 

domäne  PBD 

Abbildung 2.5: Struktur von DNA-Methyltransferasen bei Säugern
Alle DNA-Methyltransferasen bestehen aus einem N-terminalen Bereich mit Bindedomänen und einem
C-terminalen katalytischen Bereich. Der N-terminale Bereich unterscheidet sich bei Dnmt1 von denen
der Dnmt3-Familie durch Struktur und Länge. [Bearbeitet nach [37]]
ADD=ATRX–Dnmt3–Dnmt3L, BAH1/2=bromo-associated homology, CXXC=cysteinreiche Zn2+-
Bindedomäne, DMAP1=DNA methyltransferase associated protein 1, Dnmt=DNA-Methyltransferase,
KG=Lysin/Glycin, NLS=nuclear localization signal, PBD=proliferating cell nuclear antigen-Bindedomäne,
PBHD=Polybromo homology -Domäne, PWWP=konserviertes Pro-Trp-Trp-Pro-Motiv, RFTS=replication
foci targeting sequence
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Dnmt1 enthält folgende Domänen: Eine DMAP1-Bindedomäne (DNA methyltransfera-
se associated protein 1 ist ein DNA-Methyltransferase-assoziierter Repressor), eine
PCNA-Bindedomäne (proliferating cell nuclear antigen), mindestens 3 funktional un-
abhängige nuclear localization signals (NLS), eine RFTS-Domäne (replication foci tar-
geting sequence), eine Replikationsfoci-Domäne (RFD), eine cysteinreiche Zn2+-Bin-
dedomäne (CXXC), eine Polybromo homology -Domäne (PBHD), welche die bromo-
associated homology -Domänen BAH1 und BAH2 enthält, und den KG-Linker (beste-
hend aus Lysin und Glycin), der N- und C-terminalen Bereich verbindet. Die kata-
lytische Domäne beinhaltet eine SAM-Bindestelle, eine Cytosin-Bindestelle und eine
hochvariable kleine Domäne, die sich bei verschiedenen Spezies stark unterscheidet.
Zusätzlich existiert eine target recognition domain, die sich bei verschiedenen Methyl-
transferasen unterscheidet und dadurch die Substratspezifität ermöglicht. Der kataly-
tische Bereich von Dnmt1 und Proteinen der Dnmt3-Familie sind sehr ähnlich, der N-
terminale Bereich ist jedoch differentiell aufgebaut und beinhaltet nur zwei Domänen:
eine cysteinreiche ADD-Domäne (ATRX–Dnmt3–Dnmt3L, auch plant homeodomain
genannt), und eine PWWP-Domäne (konserviertes Pro-Trp-Trp-Pro-Motiv), welche bei
Dnmt3L fehlt. Im Gegensatz zu Dnmt1 fehlen bei der Dnmt3-Familie die molekularen
Interaktionen zwischen den N- und C-terminalen Bereichen (zusammengefasst in [37]).
Es wird vermutet, dass sich Dnmt1 und Proteine der Dnmt3-Familie aus unterschiedli-
chen prokaryotischen Vorläufern entwickelt haben [38, 39].
Für die Methylierungsreaktion bindet eine DNA-Methyltransferase an eine CpG-Stelle
der DNA und zusätzlich den Cofaktor SAM. Es entstehen spezifische Kontakte zwi-
schen der Methyltransferase und den heterozyklischen Basen der DNA, außer am zu
methylierenden Cytosin. Es folgt eine nukleophile Substitutionsreaktion. Diese Methy-
lierungsreaktion kann in drei Schritte unterteilt werden: Das Cytosin wird aus der Dop-
pelhelix herausgedreht, es bildet sich ein kovalentes Enzym-Substrat-Intermediat und
die Methylgruppe von SAM wird auf das Cytosin übertragen. Dabei forciert die negative
Ladung des Cytosin-C5-Atoms dessen Alkylierung durch die Methylgruppe von SAM.
Durch eine Proton-Eliminierung am Cytosin-C5-Atom und eine β-Eliminierung des Cy-
steinrestes im aktiven katalytischen Zentrum wird die kovalente DNA-Protein-Bindung
gespalten (zusammengefasst in [37]).

Die Expression von Dnmt1 wird in der S-Phase durch zellzyklusabhängige Transkripti-
onsfaktoren aktiviert und ist daher in den meisten mitotischen Zellen detektierbar [40].
Es wird von NP95, einem PCNA, gebunden und zu Replikationsfoci rekrutiert, wo es
die Methylierung hemimethylierter CpGs auf dem neu synthetisierten, nicht-methylier-
ten Strang ergänzt [41–44]. In Mäusen kodiert der Dnmt1-Lokus zwei funktionell iden-
tische Isoformen: eine somatische Isoform (Dnmt1s) und eine oozytenspezifische Iso-
form (Dnmt1o) [45–48].
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Cytosin 

5-Methylcytosin 

Unbekannter AS-Rest 

SAM 

    SAH 

Abbildung 2.6: Mechanismus der Cytosinmethylierung
Die Cytosinmethylierung ist eine von DNA-Methyltransferasen katalysierte nukleophile Substitutions-
reaktion, bei der eine Methylgruppe von SAM auf Cytosin übertragen wird. Das Cytosin wird aus der
Doppelhelix herausgedreht, die negative Ladung des C5-Atoms forciert dessen Alkylierung. Durch
eine Proton-Eliminierung am Cytosin-C5-Atom und eine β-Eliminierung des Cysteinrestes im aktiven
katalytischen Zentrum wird die kovalente DNA-Protein-Bindung gespalten. [Bearbeitet nach [37]]
AS=Aminosäure, Cys=Cystein, Glu=Glutaminsäure, SAH=S-adenosyl-L-Homocystein, SAM=S-
Adenosylmethionin

DNMT3A and DNMT3B agieren als de novo-DNA-Methyltransferasen [49]. DNMT3A
etabliert die differentiellen DNA-Methylierungsmuster an imprinting control regions (ICR,
vgl. 2.5) in männlichen und weiblichen Gameten und ist vor allem in Oozyten und
frühen embryonalen Stadien detektierbar [50, 51]. Dnmt3b methyliert Mikrosatelliten-
repeats [37]. Es wird in der Zygote aktiviert und im Blastozystenstadium am stärksten
exprimiert, wobei seine Expression hier auf Epiblastenzellen beschränkt ist [52]. Der
de novo-DNA-Methyltransferase DNMT3L fehlt die charakteristische N-terminale kata-
lytische Domäne, dennoch ist sie wichtig für die Etablierung der ICR-Methylierung in
Gameten, da sie als aktivierender Cofaktor von DNMT3A/B fungiert [53–57].

Die Demethylierung des Genoms kann sowohl aktiv als auch passiv vonstattengehen.
Passive Demethylierung während der Replikation kann durch den Ausschluss oder die
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Repression von DNMT1 oder NP95 erreicht werden. Dies ermöglicht jedoch nur eine
globale Demethylierung [25].
Eine indirekte, aktive DNA-Demethylierung könnte durch die Deaminierung von 5mC
zu Thymin durch eine Deaminase erreicht werden. Diese führt zu einer T/G-Fehlpaa-
rung, die von der Thymin-DNA-Glycosylase (TDG) oder dem methyl-CpG-binding do-
main protein 4 (MBD4) erkannt wird. Daraufhin wird das Thymin entfernt und die base
pair excision repair -Maschinerie (BER) setzt ein unmethyliertes Cytosin ein [58]. Auch
TET-Enzyme spielen eine Rolle bei der indirekten aktiven Demethylierung, da sie die
Oxidation von 5mC zu 5hmC katalysieren, was dann wiederum die passive Demethy-
lierung (vgl. 2.4.3) erleichtert (zusammengefasst in [25]).
Desweiteren existiert eine methylgruppenabspaltende DNA-Demethylase, deren Akti-
vität jedoch bisher nur in vitro nachgewiesen wurde [59].

2.4.3 DNA-Methylierung während der embryonalen Reprogrammie-
rung und Gametogenese

Während der Embryonalentwicklung stehen die einzelnen Zellen im Embryo vor der
Herausforderung, trotz identischer DNA-Sequenz unterschiedliche Genexpressions-
muster auszubilden und sich damit zu unterschiedlichen Zelltypen zu entwickeln. Zu-
sätzlich müssen einmal festgelegte Informationen stabil an die Tochterzellen vererbt
werden. Hierfür bilden epigenetische Mechanismen die Barrieren, die dafür sorgen,
dass die Spezifizierung zu bestimmten Zelltypen für die Tochterzellen festgelegt bleibt.
Für die sexuelle Reproduktion des fertig entwickelten Organismus ist es jedoch erfor-
derlich, dass seine Keimzellen in einen totipotenten Zustand versetzt und die DNA-
Methylierung geprägter Gene (vgl. 2.5) geschlechtsspezifisch festgelegt wird. Die epi-
genetischen somatischen Signaturen müssen in diesen Zellen entfernt und neu gesetzt
werden (zusammengefasst in [25]).
In Säugern entstehen während der Embryonalentwicklung aus ektodermalen Vorläu-
fern zunächst die primordialen Keimzellen (PKZ), welche dementsprechend bereits so-
matische Transkriptionsprofile, Chromatinmodifikationen und DNA-Methylierungsmus-
ter aufweisen [60–64]. Diese Zellen wandern nun aus dem Dottersack in die Genital-
leiste ein [25, 65] und bleiben währenddessen in der G2-Phase des Zellzyklus arre-
tiert [66]. Dabei vollziehen sie eine epigenetische Reprogrammierung, bei der Pluripo-
tenzgene reexprimiert werden und die DNA-Methylierung fast vollständig entfernt wird
(vgl. Abb. 2.7). Es ist nicht ganz geklärt, ob diese Demethylierung aktiv oder passiv von-
stattengeht. Nach Untersuchungen in der Maus wird derzeit von einem Zwei-Schritt-
Modell ausgegangen, bei dem zunächst eine passive Demethylierung stattfindet. Die
de novo-Methyltransferasen Dnmt3a/b (vgl. 2.4.2) werden während der gesamten Re-
programmierung reprimiert [64, 67–70]. Die Methyltransferase Dnmt1 wird zwar expri-
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miert, jedoch wird ihr essentieller Cofaktor Np95 reprimiert [64, 69, 70]. Die Deme-
thylierung betrifft das ganze Genom inkl. Promotoren, CpG-Inseln, Introns, Exons und
intergenische Regionen. Allerdings scheinen geprägte Gene, Promotoren von Genen,
die für die Keimzellbildung und Meiose wichtig sind und CpG-Inseln des inaktivierten
X-Chromosoms vor dieser Demethylierung geschützt zu sein oder langsamer deme-
thyliert und erst in einem zweiten Schritt vollständig hypomethyliert zu werden [64].
Hierbei spielen womöglich aktive Mechanismen eine Rolle [64, 71–73].
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Abbildung 2.7: DNA-Methylierung während der embryonalen Reprogrammierung und Gametoge-
nese
Die PKZ weisen nach ihrer Entstehung ein somatisches DNA-Methylierungsmuster auf. Während ihrer
Migration in die Genitalleiste wird die DNA-Methylierung fast vollständig entfernt, anschließend werden
die Methylierungsmuster geschlechtsspezifisch neu gesetzt. Nach der Befruchtung folgt eine erneute
Demethylierung, bei der jedoch die Methylierung der geprägten Gene erhalten bleibt. Es folgt eine de
novo-Hypermethylierung. [Bearbeitet nach [74]]
gDMRs=germline differentially methylated region, IZM=Innere Zellmasse, M=Meiose, männl.=männlich,
Mitot.=Mitotischer, PKZ=Primordiale Keimzelle, TE=Trophectoderm, weibl.=weiblich, Zell.=Zellstadium

Auf die Demethylierung des gesamten Genoms folgt die Neusetzung der geschlechts-
spezifischen DNA-Methylierungsmuster, welche in Prospermatogonien und Oozyten
zu unterschiedlichen Zeitpunkten stattfindet [75, 76]. Die Methylierung in Prosperma-
togonien ist bei der Geburt fertig etabliert und bleibt während der mitotischen und
meiotischen Zellteilungen aufrecht erhalten [77, 78]. Dabei ist die DNA zu 80-90 %
methyliert [63]. Die Remethylierung in Oozyten beginnt bei der Geburt während der
Wachstumsphase der Oozyten, wobei die Zellen in der Prophase I der Meiose arre-
tiert sind [79]. Nach der Remethylierung, wonach die DNA zu etwa 40 % methyliert ist,
bleibt die Eizelle in der Meiose II arretiert [25].
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Nach der Befruchtung erfolgt eine erneute Demethylierung, die sich jedoch von der
Demethylierung in den PKZ dadurch unterscheidet, dass die Methylierungsmuster der
geprägten Gene aufrechterhalten werden (vgl. Abb. 2.7). Dies erlaubt auch in späteren
Gewebetypen eine parent-of-origin-spezifische Genexpression. Diese Demethylierung
läuft bei den beiden parentalen Genomen unterschiedlich schnell ab [80–83].
Das paternale Genom wird aktiv demethyliert, die resultierende Hypomethylierung ist
bereits vor der ersten Zellteilung vollendet [82, 84].
Das Enzym TET3 oxidiert 5mC zu 5hmC, was wiederum zur Umwandlung von 5hmC
zu 5fC (5-Formylcytosin) und 5caC (5-Carboxylcytosin) führt. In der frühen Zygote ist
TET3 spezifisch im paternalen Pronukleus lokalisiert [85]. 5hmC erleichtert die passi-
ve Demethylierung der DNA, da es von DNMT1 kaum als methyliertes Cytosin erkannt
und somit die DNA-Methylierung an dieser Stelle nicht von DNMT1 aufrechterhalten
wird [86]. Damit behalten nur einige Regionen der DNA ihr 5mC-Methylierungsmuster.
Allerdings reicht dies nicht aus, damit bereits vor der ersten Furchungsteilung sämt-
liche betroffenen Cytosine unmodifiziert vorliegen [25]. Der Basenexzisionsreparatur-
Signalweg (BER) könnte bei der Entfernung der hydroxylierten Methylgruppen eine
Rolle spielen. Viele Komponenten dieses Signalweges sind spezifisch im paternalen
Pronukleus lokalisiert [62, 84] und einige sind für die Demethylierung unerlässlich [87].
Die genaue Rolle des BER im Zusammenhang mit der DNA-Demethylierung des pa-
ternalen Genoms muss jedoch noch genauer untersucht werden. Die Carboxylgruppe
von 5caC wird von der Thymin-DNA-Glykosylase (TDG) abgespalten und somit eine
abasische Stelle generiert, die von BER durch die Insertion von 2‘-Desoxycytidin re-
pariert wird. Somit entsteht Cysotin in einem unmodifizierten Zustand [88, 89]. TDG
könnte daher auch eine Rolle bei der aktiven Demethylierung spielen, ebenso wie viel-
leicht andere glykosylierende Enzyme [25].
Das Genom im maternalen Pronukleus ist nicht von der Aktivität von TET3 betrof-
fen, da es durch das Protein STELLA vor der Oxidation von 5mC geschützt wird [90–
92]. Es interagiert mit der im maternalen Genom angereicherten Histonmodifikation
H3K9me2 [93], was zu einer Veränderung der Chromatinstruktur führt und dadurch die
Bindung von TET3 verhindert [94]. STELLA ist zwar auch im paternalen Pronukleus
vorhanden, seine Bindung ist dort aber nur schwach ausgeprägt [94]. Dort schützt
es aber z.B. die zwei paternal geprägten Genloci Rasgrf1 und H19 (nicht jedoch die
Meg3-IG-DMR) vor Demethylierung [91], da diese die Histonmodifikation H3K9me2
während der Spermatogenese beibehalten [94].
Die Demethylierung des maternalen Genoms erfolgt passiv durch die Entfernung von
DNMT1 aus dem Kern [95, 96], wodurch die DNA-Methylierung über die Zellteilungen
hinweg nicht aufrechterhalten wird. Da jedoch die Methylierung der geprägten Regio-
nen aufrechterhalten werden muss, ist die oozytenspezifische Form DNMT1o transient
im Kern vorhanden [95, 97, 98]. Die somatische Form DNMT1s ist erst wieder in den
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Zellkernen der Blastozyste nachweisbar [25].
Die Notwendigkeit der aktiven Demethylierung des paternalen Genoms ist noch nicht
ganz verstanden. Bei Verlust von TET3 erfolgt dennoch eine normale Entwicklung [85].
In einigen Säugern folgt auf die aktive Demethylierung des paternalen Genoms eine
sofortige de novo-Remethylierung noch vor der parallelen, passiven Demethylierung
des maternalen und paternalen Genoms [99–101]. Eventuell ist die aktive Demethylie-
rung nur ein Zusatzmechanismus, um die Reprogrammierung effizienter zu gestalten.
Eine andere Hypothese geht davon aus, dass die Oozyte unterscheidende paternale
Muster entfernen will, um jedem Embryo eine gleiche Entwicklung zu ermöglichen. Bei
dieser interest of the mother -Hypothese sollen maternale Ressourcen gleichermaßen
auf ihre Nachkommen verteilt werden, wofür jedoch paternale epigenetische Muster
entfernt werden müssen, durch die ein spezieller Embryo bevorzugt werden würde
(vgl. 2.5) [102].
Im Gegensatz zur Maus ist beim Menschen die Demethylierung bereits im 2-Zell-
Stadium abgeschlossen, bei der Maus reicht sie bis zum Blastozystenstadium (vgl.
Abb. 2.7). Es folgt eine de novo-Methylierung, die von den DNA-Methyltransferasen
DNMT3a und DNMT3b katalysiert wird und zu einer genomweiten Hypermethylierung
führt [103]. Dabei bleiben Region mit hoher CpG-Dichte (u.a. Promotoren und Enhan-
cer) eher hypomethyliert, wohingegen Regionen mit niedriger CpG-Dichte hyperme-
thyliert werden [104].

2.5 Genomische Prägung

Die genomische Prägung (engl. genomic imprinting) bezeichnet epigenetische Mecha-
nismen, die zu einer uniparentalen Expression einzelner Allele sogenannter geprägter
Gene führen [105]. Diese Prägung wird während der Entwicklung beibehalten, sodass
eine Stilllegung des maternalen oder paternalen Allels und damit die ausschließliche
Expression des anderen Allels an Tochterzellen vererbt werden. Im Menschen sind
über 100 geprägte Gene bekannt [106], von denen die meisten in teilweise mehre-
re hundert Kilobasen umfassenden clustern organisiert sind [107, 108]. Diese wei-
sen sog. differentially methylated regions (DMRs) auf, die sich auf den beiden paren-
talen Allelen durch differenzielle DNA-Methylierung und Histonmodifikationen unter-
scheiden [109–112], wobei die Unterschiede in der DNA-Methylierung bisher weitaus
umfassender untersucht worden sind. Die meisten dieser DMRs agieren als imprinting
control regions (ICRs), die wichtig für die Etablierung und Aufrechterhaltung der dif-
ferenziellen DNA-Methylierung sind [112, 113]. Je nach Lage im Genom lassen sich
diese ICRs in zwei Gruppen einteilen: ICRs in Genpromotoren und ICRs in interge-
nischen Regionen. Bei Promotor-ICRs ist das Genprodukt des unmethylierten Allels
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meistens eine non-coding RNA (vgl. 2.3). Diese ncRNAs können proteinkodierende
Gene in cis reprimieren und dadurch auch geprägte Gene beeinflussen [114, 115].
Promotor-ICRs sind immer maternal, intergenische ICRs paternal methyliert [112].
In den Keimzellen eines Organismus werden zunächst die germline differentially me-
thylated regions (gDMRs) etabliert, also Regionen, die auf den parentalen Chromoso-
men unterschiedliche Methylierungsmuster aufweisen (vgl. 2.4.3). Diese DMRs wer-
den auch während der Differenzierung beibehalten. Zusätzlich zu den gDMRs werden
nach der Befruchtung somatische DMRs (sDMRs) etabliert. Ihre Methylierung ist ab-
hängig von der differentiellen Methylierung der gDMRs, daher werden gDMRs und
sDMRs auch als primäre und sekundäre DMRs bezeichnet. Die sDMRs befinden sich
oft in Promotoren geprägter Gene innerhalb eines imprinting clusters und regulieren
wahrscheinlich deren entwicklungs- oder gewebsspezifische allelische Expression (zu-
sammengefasst in [112]).
Eines der best untersuchtesten imprinting cluster ist der H19-Igf2-Lokus [116]. H19
kodiert für eine ncRNA (vgl. 2.3) [117, 118], IGF2 ist ein Hormon, dass bei der Regulie-
rung von Zellproliferation, -wachstum, -migration und -differenzierung eine Rolle spielt
(zusammengefasst in [119]). Für die Funktionsweise dieses clusters werden zwei Mo-
delle diskutiert: Das „Isolator-Modell“ und das „Chromatin-loop-Modell“ (vgl. Abb. 2.8).
Grundlage für das Isolator-Modell sind Bindemotive für das CTCF-Zinkfingerprotein,
welches dadurch an die unmethylierte ICR (auf dem maternalen Allel) binden kann.
Dadurch unterdrückt es die Wirkung der stromabwärts von H19 liegenden Enhancer
und somit die Transkription des maternalen Igf2-Allels. H19 kann hingegen transkri-
biert werden. Da die ICR auf dem paternalen Allel methyliert ist, kann CTCF hier nicht
binden, wodurch die Transkription von Igf2 möglich ist. Hier ist jedoch der Promotor
von H19 methyliert, sodass die paternale H19-Expression unterdrückt wird [120, 121].
Beim „Chromatin-loop-Modell“ agiert die maternal unmethylierte ICR mit der DMR1 von
Igf2, wodurch ein loop entsteht, der durch die dreidimensionale Anordnung in einen re-
pressiven Bereich des Zellkerns gebracht wird. Auf dem paternalen Allel agiert die ICR
mit der DMR2 von Igf2. Dadurch wird die dreidimensionale Struktur so verändert, dass
der loop in einem permissiven Bereich des Zellkerns positioniert wird [122].
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A 

B 

Abbildung 2.8: Funktionsweise des H19-Igf2-Lokus
A Isolator-Modell: CTCF bindet am unmethylierten maternalen Allel und unterdrückt die Enhancer-
Wirkung auf Igf2, H19 wird exprimiert. Am methylierten paternalen Allel kann CTCF nicht binden,
Igf2 wird exprimiert. Zusätzlich ist der H19-Promotor methyliert, H19 wird nicht exprimiert. [Bearbei-
tet nach [123]] B Chromatin-loop-Modell: Die maternal unmethylierte ICR agiert mit DMR1 von Igf2, der
entstehende loop liegt im repressiven Bereich des Zellkerns. Die paternal methylierte ICR agiert mit
DMR2 von Igf2, der loop liegt im permissiven Zellkernbereich. [Bearbeitet nach [124]]

Geprägte Gene können auch außerhalb von imprinting clustern vorliegen. Hierbei liegt
die ICR im Promotorbereich, wobei ihre unterschiedliche Methylierung direkt mit der
Genaktivität gekoppelt ist. Zu diesen singletons gehören z.B. gewebsspezifisch ge-
prägte Gene und Retrogene [112]. Eine gewebsspezifische Prägung ist durch die Ver-
wendung alternativer Promotoren mit unterschiedlichen imprinting-Mustern möglich,
wodurch geprägte Gene sowohl mono- als auch biallelisch exprimiert werden kön-
nen [112]. DNA-Methylierung und Histonmodifikationsprofile an den Promotoren reprä-
sentieren dabei die Expression der Transkripte [125, 126]. Differentielle Histonmodifi-
kationsprofile sind wie die differentielle DNA-Methylierung charakteristisch für geprägte
Gene. So sind die Histonmodifikationen H3K9me3 und H4K20me3 an der transcription
start site (TSS) von geprägten Genen mit methylierten Promotoren häufiger anzutref-
fen als bei biallelisch unmethylierten (also nicht geprägten) Promotoren. Diese beiden
Histonmodifikationen kommen auch verstärkt im Heterochromatin vor [12, 127–129].
Bei nicht-geprägten Genen sind eher die Modifikationen H3K4me3 (aktivierend) und
H3K27me3 (reprimierend) vorhanden (vgl. 2.2). Desweiteren unterscheiden sich die
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Histonmodifikationsprofile von gDMRs von sDMRs. Beispielsweise gibt es im Gnas-
Lokus zwei gDMRs, jedoch fungiert nur die DMR im Nespas-Promotor wirklich als
ICR. Nur sie weist das spezifische Histonmodifikationsprofil auf. Dieses und andere
Beispiele unterstützen die Theorie, dass es sich bei diesem Histonmodifikationsprofil
tatsächlich um epigenetische Marker für ICRs handelt [112, 130].

Genomische Prägung wurde bereits in Pflanzen und Insekten nachgewiesen [131,
132]. Bei höheren Säugetieren ist sie jedoch am weitesten verbreitet und weist dabei
in Plazentatieren (Eutheria) die höchste Komplexität auf [133, 134]. Aus evolutionärer
Sicht betrachtet stellt diese Form der Genregulation einige Risiken bereit. Eine bial-
lelische Expression birgt die Möglichkeit, dass monoallelische nachteilige Mutationen
durch das zweite Allel ausgeglichen werden können. Darauf wird bei genomischer Prä-
gung verzichtet [135]. Zudem kann eine uniparentale diploide Vererbung eines Allels
durch genomische Prägung zu fehlerhafter Genregulation führen, die schwerwiegende
Auswirkungen auf den gesamten Organismus (vgl. 2.5.1) haben kann [136, 137]. Das
bekannteste Modell, um die Verbreitung dieser nachteiligen Form der Genregulation
zu erklären, ist die „genetische Konflikthypothese“ nach Moore und Haig. Demnach ri-
valisieren die beiden parentalen Genome im Embryo um die maternalen Ressourcen.
Das väterliche Interesse besteht vor allem in der optimalen Versorgung und Wachs-
tum des Embryos, auch wenn deren Ausmaße zum Nachteil der Mutter geraten. Die
Mutter dagegen möchte bei allen ihren Nachkommen die gleichen Versorgungsmög-
lichkeiten bereitstellen [102, 138]. Es hat sich herausgestellt, dass viele paternal ex-
primierte Gene - besonders im Hinblick auf die Ausbildung der Plazenta - wachstums-
fördernd sind. Maternal exprimierte Gene hingegen versuchen, dieses Wachstum zu
unterdrücken und schaffen somit einen Ausgleich, der das Verhältnis zwischen em-
bryonalem Wachstum und Ressourcenschonung der Mutter harmonisiert (zusammen-
gefasst in [137, 139]).
Inzwischen geht man davon aus, dass sich die Genexpressionsregulierung durch im-
printing in Säugetieren im Vergleich zu niederen Tieren besonders zur Stilllegung
der deutlich häufiger im Genom vorkommenden Transposons (vgl. 2.6) durchgesetzt
hat [140].

2.5.1 Humane imprinting-Erkrankungen

Bei aberranter genomischer Prägung kann es zu sog. imprinting-Erkrankungen kom-
men. Ursachen dafür sind z.B. uniparentale Disomie, Deletionen in geprägten Genen
oder aberrante Methylierungen in ICRs. Je nachdem, ob dadurch das maternale oder
paternale Allel fälschlicherweise aktiviert oder inaktiviert wird, bilden sich verschiedene
Syndrome aus, die oft mit mentaler Retardierung und körperlichen Dysmorphien ein-
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hergehen. Die bekanntesten humanen Beispiele sind zum einen das Angelman (AS)-
und das Prader-Willi (PWS)-Syndrom, zum anderen das Beckwith-Wiedemann (BWS)-
und das Silver-Russell (SRS)-Syndrom. AS und PWS sind neurogenetische Erkran-
kungen, die auf eine fehlerhafte Prägung der chromosomalen Region 15q11q13 zu-
rückzuführen sind. Sie gehen mit Symptomen wie muskulärer Hypotonie, Kleinwuch
und Hypogonadismus (PWS) bzw. Wachstumsstörungen, Schielen und Epilepsie (AS)
sowie Schlaf- und Sprachstörungen und mentaler Retardierung einher. Das AS wird
durch eine Defizienz des UBE3A-Gens hervorgerufen, das im Gehirn vom maternalen
Allel exprimiert wird. Die Ursache ist meistens eine Deletion auf dem maternalen Allel,
in einigen Fällen eine Mutation des UBE3A-Gens und in seltenen Fällen eine paternale
uniparentale Disomie 15. Umgekehrt liegt bei PWS-Patienten meistens eine paterna-
le Deletion oder in seltenen Fällen eine maternale uniparentale Disomie 15 vor [141].
Die Region 15q11q13 beinhaltet eine Gruppe geprägter Gene, die entweder paternal
oder maternal exprimiert werden. Zu den paternal exprimierten Genen gehören u.a.
MKRN3, MAGEL2, NDN, C15orf2, SNURF-SNRPN und einige snoRNA-Gene, wel-
che vermutlich bei der Modifizierung von mRNAs eine Rolle spielen [142–144]. Die
Expression dieser Gene wird durch die parent of origin-spezifische Methylierung der
Genpromotoren reguliert. Das komplexeste Gen ist SNURF-SNRPN, welches sowohl
das UBE3A-Gen in antisense-Orientierung als auch viele sno-RNA-Gene umspannt
und dessen Promotor mit der regulierenden ICR überlappt. Durch die Prägung von
SNURF-SNRPN wird dadurch auch die Expression der umspannten Gene gesteuert
(zusammengefasst in [141]). Über eine Methylierungsanalyse des SNRPN-Promotors
kann eine molekulargenetische Diagnose von AS/PWS erfolgen.
Beim BWS und beim SRS ist die chromosomale Region 11p15.5 betroffen. Neben den
körperlichen Symptomen des BWS, wozu unter anderem Gigantismus, Makroglossie
und faziale Dysmorphien zählen, weisen Betroffene zudem ein erhöhtes Risiko für Tu-
morentwicklungen im Kindesalter auf [145–147]. Das SRS äußert sich vor allem in
Minderwuchs und charakteristischer Fazies [148, 149]. In der Region 11p15.5 liegen
zwei Kontrollregionen (ICR1 und ICR2), die bei BWS (beide ICRs) und SRS (ICR1)
eine Rolle spielen. Die ICR1 reguliert die Expression von H19 und IGF2. Eine Hy-
permethylierung dieser Region führt in einigen Fällen von BWS zu einer biallelischen
Expression von IGF2, welches normalerweise maternal geprägt ist. Die ICR2 reguliert
die Expression der Gene CDKN1C, KCNQ1 und KCNQ1OT. Sie ist in etwa der Hälfte
der BWS-Patienten hypomethyliert, was zu einer verringerten Expression des Gens
CDKN1C führt. Bei etwa 25-35 % der Betroffenen liegt eine segmentale paternale uni-
parentale Disomie der Region 11p15.5 oder eine Mutation im maternal exprimierten
CDKN1C-Gen vor [147, 150–152]. Über 40 % der SRS-Patienten weisen dagegen ei-
ne Hypomethylierung der ICR1 auf dem paternalen Allel auf [153]. In einigen Fällen
kann auch eine maternale uniparentale Disomie 7 zum SRS führen [154].
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Die epigenetischen Mechanismen für die aufgeführten Syndrome sind in Mensch und
Maus konserviert, sodass diese Krankheiten am Mausmodell erforscht und Thera-
pieansätze entwickelt werden können [155]. imprinting-Störungen werden inzwischen
auch im Zusammenhang mit komplexen Krankheiten und Krankheiten mit hoch varia-
bler Ausprägung diskutiert, z.B. Autismus, Alzheimer, Diabetes (Typ 1 und 2) und Schi-
zophrenie [156]. Außerdem finden sich Epimutationen auch in sowohl sporadischen
als auch familiär vererbbaren Krebsformen [157–159]. Aktuelle Studien erforschen zu-
dem Gründe für ein erhöhtes Risiko für imprinting-Erkrankungen bei Kindern, die mit
Hilfe von in vitro-Fertilisation oder intrazytoplasmatischer Spermieninjektion gezeugt
wurden [160, 161].

2.6 Repetitive und transponierbare Elemente

Bei der DNA-Sequenz eines Genoms lassen sich zwei Gruppen von Sequenzabschnit-
ten unterscheiden: single copy -DNA, deren Sequenz einmal im Genom vorkommt, und
repetitive Elemente, deren Sequenzen mehrfach im Genom vorhanden sind. Die single
copy -DNA beinhaltet fast alle proteinkodierenden DNA-Abschnitte. Bei mittelrepetitiver
DNA liegen zwei bis hundert Sequenzkopien pro Genom vor. Das bekannteste Beispiel
hierfür sind tRNA-Gene. Hochrepetitive DNA wird fast ausschließlich nicht transkribiert
und besteht aus sich wiederholenden Sequenzabschnitten oft sehr kurzer Einheiten
(Di- bis Pentanukleotide), die in bis zu zehntausend Kopien im Genom enthalten sind.
Hierzu gehören z.B. long terminal repeats (LTRs), Satelliten-DNA, short interspersed
nuclear elements (SINEs) und long interspersed nuclear elements (LINEs) [5].
Transposons sind repetitive Elemente, die etwa 45 % des Gesamtgenoms einer Säu-
gerzelle ausmachen und die ihre Position im Genom über eine mobile Zwischenstu-
fe verändern können [5]. Sie kodieren für Transposase-Enzyme, die ihre eigene ko-
dierende DNA-Sequenz aus der DNA herausschneiden (cut and paste-Mechanismus)
oder kopieren (copy and paste-Mechanismus) und an anderer Stelle im Genom wie-
der integrieren können (vgl. Abb. 2.9 A). Beim cut and paste-Mechanismus erkennt
die Transposase ihre DNA-Sequenz durch flankierende, gegenläufig identische re-
peats, es entsteht eine mobile DNA-Zwischenstufe (DNA-Transposon). Im Gegensatz
dazu wird beim copy and paste-Mechanismus die ursprüngliche DNA-Sequenz tran-
skribiert, die entstehende mobile mRNA in cDNA umgeschrieben und diese wieder ins
Genom integriert (Retrotransposon) (zusammengefasst in [162]). Bei der Integration
eines Transposons entstehen kurze Duplikationen der Ziel-DNA (target site duplicati-
on), welche das integrierte Transposon zusätzlich flankieren [5]. Die Unterteilung von
Retrotransposons in zwei Klassen richtet sich nach der An- bzw. Abwesenheit von flan-
kierenden LTRs. Vollständige LTR-Retrotransposons enthalten kodierende Sequenzen
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für die für die Transposition notwendigen Enzyme (Protease, reverse Transkriptase,
Ribonuklease, Integrase). Nicht-LTR-Retrotransposons beinhalten keine reverse Tran-
skriptase und sind daher in Bezug auf die Transposition nicht autonom [5, 163].
Das häufigste Nicht-LTR-Retrotransposon in Säugetieren ist LINE1, von dem etwa
500.000 verkürzte und bis zu 5000 vollständige Kopien über das menschliche Genom
verteilt [164] und besonders in Gen-ärmeren Regionen zu finden sind [165]. Diese
beinhalten einen Promotor am 5‘-Ende und zwei open reading frames (ORFs), welche
für Proteine mit DNA-Bindedomäne bzw. Endonuklease-/reverse Transkriptase- und
Zinkfingerdomäne kodieren. Die 3‘-UTR beinhaltet eine polyadenylierte Region (zu-
sammengefasst in [162]). Das Poly-A-Signal der LINE1-RNA ist jedoch labil. Dadurch
entstehen Fehler in der Spaltung der RNA, sodass diese erst am nächsten strom-
abwärts gelegenen Poly-A-Signal stattfindet. Dies hat mehrere Konsequenzen. Zum
einen können sich LINE1-Elemente in Introns anderer Gene aufhalten, ohne den Tran-
skriptionsprozess dieser Gene zu stören, wodurch ihre Ausbreitung erleichtert wird.
Zum anderen können LINE1-Elemente bei der Transposition ihre 3‘-flankierenden Se-
quenzen „mitnehmen“. Diese 3‘-Transduktion tritt bei etwa 15-23 % der Retrotranspo-
sitionsereignisse von LINE1-Elementen auf und wurde bereits in Zellkulturen demons-
triert [162, 166–168]. Obwohl die Transduktion funktionaler Sequenzen noch nicht be-
schrieben wurde, haben diese Ereignisse womöglich das Potential, z.B. Exons, Pro-
motoren und Enhancer zu verschieben und damit neue Gene zu schaffen [167]. So ist
es wahrscheinlich, dass die Transduktion bei der LINE1-Retrotransposition die Diver-
sität und die Größe des Genoms im Lauf der Evolution stark vergrößert hat. Tatsäch-
lich sind alle Nicht-LTR-Retrotransposons einschließlich LINE1 evolutionär miteinan-
der verwandt und bilden eine Element-Klasse, die mindestens 600 Millionen Jahre alt
ist [169].
Alu-Elemente gehören zur Klasse der SINEs und machen mit ungefähr 1 Million Kopi-
en etwa 10-12 % des menschlichen Genoms aus [162, 165]. Sie sind damit die häu-
figsten transponierbaren Elemente (TE) im menschlichen Genom. Die Alu-Elemente
haben ihren Ursprung in Teilen des Ribosomkomplexes [170]. Sie sind etwa 300 bp
lang und befinden sich vor allem in Introns, 3‘-UTRs und intergenischen Regionen.
Obwohl sie kein Protein kodieren, werden sie von der RNA-Polymerase-III in eine
RNA mit Poly-A-Schwanz transkribiert [162, 165]. Die Sequenz der Alu-Elemente ist
zweigeteilt, wobei 5‘ und 3‘-Bereich homolog sind und der 3‘-Bereich noch eine zu-
sätzliche, 31 bp lange Insertion enthält [165]. Zusätzlich enthalten Alu-Elemente eine
zentrale adenosinreiche Region und flankierende direct repeats. Der 5‘-Bereich bein-
haltet den Promotor. Die Sequenz von Alu-Elementen beinhaltet kein Terminationssi-
gnal für die RNA-Polymerase-III, sodass sich die Transkripte in die flankierenden Se-
quenzen erstrecken. Wahrscheinlich wird an der Integrationsstelle das Transkript am
Poly-A-Schwanz geknickt, wodurch die Zielsequenz als Primer für die reverse Tran-
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skription dient (vgl. Abb. 2.9 B) [171–173]. Auch self-priming wäre ein möglicher Me-
chanismus [174]. Humane Alu-Elemente haben im Allgemeinen keinen ORF und sind
nur in Ausnahmefällen zur autonomen Retransposition fähig. Daher „leihen“ sie sich
die für die Amplifikation notwendigen Faktoren (z.B. die reverse Transkriptase) von
LINE-Elementen [175]. Der Poly-A-Schwanz stellt eine gemeinsame strukturelle Ei-
genschaft dar, mit der die LINE- und Alu-Elemente evolutionär im Wettbewerb um die
gleiche enzymatische Maschinerie konkurrieren können [176]. So haben vermutlich die
LINE-Elemente die reverse Transkriptase-Aktivität bereitgestellt, die zur Entstehung
der SINE-Elemente geführt hat [165].

A B cut and paste-Mechanismus 

Transposon 

Target site Unterbrochene  

        DNA-Sequenz 

copy and paste-Mechanismus 

Transposon 

Target site Unterbrochene  

        DNA-Sequenz 

Alu-Element 

Transkription 

(RNA-Pol. III) 

Insertion und  

reverse Transkription 

Knick und 

Ligation 

Alu-RNA 

Abbildung 2.9: Transposition von DNA-Elementen
A Beim cut and paste-Mechanismus wird das Transposon aus der DNA ausgeschnitten und an ande-
rer Stelle eingefügt, beim copy and paste-Mechanismus wird über eine RNA-Zwischenstufe eine Kopie
des Transposons erstellt und an anderer Stelle eingefügt. [Bearbeitet nach [177]] B Alu-Elemente wer-
den nach der Transkription vermutlich an der zum Poly-A-Schwanz komplementären Insertionsstelle
geknickt, bevor die Ligation erfolgt. [Bearbeitet nach [165]]

Die (seltene) Insertion von TE in funktionale Genbereiche kann zu Störungen der Tran-
skription oder Veränderungen der Genregulation führen. Die Insertion in einen Promo-
tor kann diesen unterbrechen oder zusätzliche regulatorische Sequenzen einfügen,
z.B. eine Bindestelle für Steroidhormonrezeptoren, die in manchen Alu-Familien ent-
halten ist [178]. Außerdem kann über die in den TE enthaltenen CpG-Stellen (vgl. 2.4)
der Methylierungsstatus des Zielpromotors verändert werden. Desweiteren kann die
Insertion den ORF verschieben oder das Spleißen des Zielgens stören [165]. Dies
kann zu humanen Krankheiten führen, z.B. zu Fällen von Insulin-resistentem Typ II-
Diabetes, Lesch-Nyhan-Syndrom, Hämophilie A und B und Muskeldystrophie. Außer-
dem kann die homologe Rekombination zwischen Elementen der gleichen Familie (z.B.



KAPITEL 2. EINLEITUNG 24

LINE1 oder Alu) sowohl in somatischen Zellen als auch in Keimzellen zu Chromoso-
menstörungen und Verlust der Heterozygotie führen. Verschiedene Krebsarten wurden
damit schon in Verbindung gebracht, z.B. Fälle von Brustkrebs und akuter myeloischer
Leukämie (zusammengefasst in [162, 165]).
Um die Aktivität der transponierbaren, oft als „parasitär“ oder „egoistisch“ bezeichneten
Elemente einzuschränken und somit das „Wirtsgenom“ zu schützen, werden epige-
netische silencing-Mechanismen eingesetzt, die die Chromatinumgebung eines Ele-
ments so verändern, dass das kodierte Potential der TE zur Replikation nicht mehr
genutzt werden kann. Beispielsweise trägt die Modifizierung von Histonen (vgl. 2.2)
zum silencing von TE bei. Nukleosomen, die mit TE assoziiert sind, sind oft mit H3K9-
Methylierungen angereichert, welche die Transkription reprimieren und inaktives Chro-
matin kennzeichnen [179, 180]. Auch viele Proteine, die die Chromatinstruktur remo-
dellieren oder kondensieren, spielen eine Rolle. Beispielsweise wurde in der Maus
das Protein Lsh1 gefunden, welches eine chromatinremodellierende Funktion hat, und
dessen Knockout dazu führt, dass die Transkription transponierbarer Elemente stark
ansteigt, während die meisten anderen Gene nicht beeinflusst werden [181, 182]. Ein
wichtiger Mechamismus beim TE-silencing ist die RNA-Interferenz (RNAi, vgl. 2.3).
Viele TE kodieren für siRNAs [183, 184], deren Menge mit der Aktivität der TE kor-
reliert ist [185, 186]. Diese können über RNAi zum Stilllegen der TE genutzt werden.
Mutationen in Proteinen der Argonauten- oder Dicer-Familie können in vielen eukaryo-
tischen Spezies zu einer Reaktivierung von TE führen [187].
Während der Reprogrammierung werden TE methyliert, um die Integrität des Genoms
aufrechtzuerhalten [188]. Die Verringerung der Methylierung von TE ist in vielen Krebs-
zellen zu finden. Die Expression verschiedener TE (u.a. Alu) steigt nach der genom-
weiten Demethylierung während der postzygotischen Reprogrammierung (vgl. 2.4.3)
an, kehrt aber vor der genomweiten Remethylierung wieder auf einen Grundpegel
zurück, was vermutlich den silencing-Mechanismen der Zelle zugeschrieben werden
kann [104]. Das Methylierungsmuster an TE wird bei der Replikation an die Tochterzel-
len weitergegeben, sodass das silencing der TE vererbt werden kann. Untersuchungen
in der Maus deuten darauf hin, dass diese Methylierung eventuell bei verschiedenen
Stadien der Säugerentwicklung eine unterschiedlich große Rolle beim TE-silencing
spielt [54]. Neuere Studien zeigen jedoch, dass TE nicht nur parasitäre Eigenschaf-
ten haben, sondern anscheinend auch produktive Funktionen in ihren „Wirtsgenomen“
übernehmen. Nichtautonome TE sind besonders in heterochromatischen Regionen zu
finden. Dort tragen sie womöglich zur Funktion des Heterochromatins bei, das Zentro-
mere und Telomere flankiert. Sie sind bereits zum Werkzeug für genetische Regula-
tionsprozesse geworden und spielen wichtige Rollen bei der Regulierung der Genex-
pression. Neuere Studien haben TE mit imprinting (vgl. 2.5) und X-Inaktivierung und
mit der Regulation der Genexpression während der Entwicklung in Verbindung ge-
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bracht (zusammengefasst in [187]). Dies ist jedoch noch ein sehr junges Forschungs-
feld. Die genauen Mechanismen der Genregulation mittels TE und ihre weiteren Funk-
tionen müssen noch genauer erforscht werden.

2.7 S-adenosyl-L-Homocysteinhydrolase

Das AHCY -Gen kodiert für das Enzym S-adenosyl-L-Homocysteinhydrolase (AHCY,
auch S-Adenosylhomocysteinsynthase oder S-Adenosylhomocysteinase, EC 3.3.1.1).
Es ist auf Chromosom 20q11.22 lokalisiert (34.280.268-343.11.802 reverse strand, En-
sembl Version 77). Davon ausgehend können sechs verschiedene Transkripte entste-
hen (vgl. Anhang 6.1.1), wobei nur zwei davon proteinkodierend sind. Weitere zwei
Transkripte werden alternativ gespleißt und beinhalten intronische Sequenzen. Zwei
Transkripte sind prozessiert und beinhalten keinen open reading frame (ORF). Die
proteinkodierenden Transkripte umfassen je 10 Exons (Abb 2.10), die entstehenden
Protein-Isoformen bestehen aus 404 bzw. 432 Aminosäuren (AS) mit einem Moleku-
largewicht von ca. 47,6 kDa [189].

1 kb 

5‘ 3‘ 

ORF 

5‘ 3‘ 

ORF 

2366 bp 

2143 bp 

404 AS 

432 AS 

Abbildung 2.10: Proteinkodierende AHCY -Transkripte
Ausgehend vom AHCY -Gen entstehen zwei proteinkodierende Transkripte mit jeweils 10 Exons (blaue
Kästen) und 2366 bzw. 2143 bp Länge. Daraus entstehen AHCY-Isoformen mit 404 bzw. 432 AS.
AS=Aminosäuren, ORF=open reading frame

Das Enzym S-adenosyl-L-Homocysteinhydrolase katalysiert als einziges in eukaryo-
tischen Zellen bekanntes Enzym [190] die reversible Hydrolyse von S-adenosyl-L-
Homocystein (SAH) zu L-Homocystein und Adenosin [191] und nutzt dabei NAD+ als
Cofaktor:

S-adenosyl-L-Homocystein + H2O −−⇀↽−− L-Homocystein + Adenosin
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A B 

Abbildung 2.11: Struktur des Enzyms AHCY
Kristallstrukturanalyse der AHCY aus Rattenleber. A Das Enzym besteht aus 4 identischen Unterein-
heiten. [Aus [192]] B Detaillierte Darstellung der Substratbindestelle (zusammengesetzt aus 3 Kristall-
strukturanalysen). Die Aminosäurereste sind mit Kürzel und Position beschriftet und farbig dargestellt,
das gebundene Adenosin weiß. [Aus [195]]

Das Enzym funktioniert als Tetramer mit 4 identischen Untereinheiten (vgl. Abb. 2.11).
Jede Untereinheit enthält eine katalytische Domäne, eine NAD+-Bindedomäne und ei-
ne kleine C-terminale Domäne. Sowohl die katalytische als auch die NAD+-Bindedo-
mäne bilden eine ellipsoide Stuktur, wobei die Tertiärstruktur der katalytischen Domä-
ne vieler Methyltransferasen ähnelt. Der C-terminale Bereich befindet sich außerhalb
dieser Kernstruktur und ragt in die nächste Untereinheit hinein. In Abwesenheit des
Substrats SAH weist die Hydrolase eine offene Stuktur auf und erfährt durch Sub-
stratbindung eine Konformationsänderung, die die SAH-Ribose an den Niacin-Bereich
des NAD+ annähert [192, 193]. Es folgt eine Oxidation der Position 3‘ von Adenosin,
gefolgt von einer α-β-Eliminierung von L-Homocystein. Das entstehende 3‘-keto-4‘,5‘-
dehydro-5‘-Deoxyadenosin reagiert mit Wasser zu 3‘-keto-Adenosin, das dann mit Hilfe
von NADH zu Adenosin reduziert wird [194]. Hierbei spielen besonders Lysin- und As-
paraginsäurereste im katalytischen Zentrum eine wichtige Rolle [195].
Die katalytische Reaktion von AHCY ist Teil des Methioninstoffwechsels (vgl. Abb. 2.12),
welcher die Bildung von S-Adenosylmethionin (SAM) als wichtigsten Methylgruppendo-
nor für Methylierungsreaktionen im eukaryotischen Organismus beinhaltet. Die Struk-
tur der katalytischen Domäne legt nahe, dass sich SAH-Moleküle relativ frei zur AHCY
und zu Methyltransferasen hin und davon weg bewegen können [192]. Da freies SAH
auf SAM-abhängige Methyltransferasen eine stark inhibierende Wirkung hat, stellt der
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Abbildung 2.12: AHCY im Methioninstoffwechsel
AHCY katalysiert die Hydrolyse von SAH zu Adenosin und Homocystein, welches über Methionin und
SAM wieder zu SAH umgewandelt wird. Dieser Kreislauf ist die wichtigste Quelle für Methylgruppen, die
von SAM-abhängigen Methyltransferasen zur Methylierung diverser Molekülgruppen verwendet werden.
Ado=Adenosin , Hcy=Homocystein , Met=Methionin , SAH=S-adenosyl-L-Homocystein , SAM=S-
Adenosylmethionin , THF=Tetrahydrofolsäure

Abbau von SAH durch AHCY einen wichtigen Faktor in der Regulierung der Methyl-
transferaseaktivität dar [192, 196–202]. Die Gruppe der SAM-abhängigen Methyltrans-
ferasen umfasst neben N-alpha- und natural product-Methyltransferasen auch Histon-
und DNA-Methyltransferasen, deren korrekte Regulierung und Aktivität eine Grundvor-
aussetzung für die fehlerfreie epigenetische Methylierung darstellt.

2.8 AHCY-Defizienz

Die S-adenosyl-L-Homocysteinhydrolase (AHCY)-Defizienz ist eine seltene autosomal
rezessive Erbkrankheit, die durch Mutationen im AHCY -Gen (vgl. 2.7) verursacht wird.
Dadurch ist die Funktionsfähigkeit des entstehenden Enzyms stark beeinträchtigt. Seit
der ersten Beschreibung eines Patienten in Kroatien 2004 [203] wurden acht Patien-
ten mit dieser Krankheit entdeckt, die sich vor allem durch Entwicklungsverzögerung,
mentale Retardierung und Myopathie auszeichnet [203–209].
Bei der Geburt sind Körpergröße und -gewicht normal. Je nach Schweregrad der Er-
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krankung können Apnoe, Bradykardie und Hypotonie auftreten, sodass die Neuge-
borenen in diesem Fall künstlich beatmet und ernährt werden müssen [206, 207].
Bereits in den ersten Tagen nach der Geburt liefern deutlich erhöhte Methionin-, S-
Adenosylmethionin (SAM)- und S-adenosyl-L-Homocystein (SAH)-Spiegel im Blut einen
starken Hinweis auf das Vorliegen einer AHCY-Defizienz. Auch der Kreatinkinase-
Spiegel ist erhöht [203–205, 209]. In den nächsten Monaten zeigen sich deutliche psy-
chomotorische Entwicklungsverzögerungen, besonders Myopathie und eingeschränk-
te Bewegungsfähigkeit mit verringertem Muskeltonus [205, 207], dazu verringerte Spra-
chentwicklung und Aufmerksamkeitsstörungen [203, 204]. MRI-Untersuchungen des
Gehirns können Auffälligkeiten aufweisen [203, 207], ebenso Untersuchungen von Le-
ber und Herzfrequenz [207, 209]. Muskelzellen zeigen verringerte Mengen Fasern,
Nervenzellen eine mangelnde Myelinisierung [204, 207]. Außerdem ist die DNA man-
cher Patienten global hypermethyliert [204, 209]. Die beschriebenen Patienten zeigen
unterschiedliche Schweregrade in der Ausprägung der Symptome. In drei der acht be-
schriebenen Fällen führte die Krankheit innerhalb weniger Monate zum Tod [207, 208].
Die Lebenserwartung für schwächer betroffene Patienten ist unbekannt. Der älteste be-
schriebene Patient war zum Zeitpunkt der Untersuchungen bereits 26 Jahre alt [209],
was zeigt, dass das Erwachsenenalter durchaus erreicht werden kann.

Das Enzym AHCY katalysiert den Abbau SAH zu L-Homocystein und Adenosin (vgl.
2.7). Ist seine Funktionsfähigkeit eingeschränkt, so führt dies zu der für die AHCY-
Defizienz charakteristischen Anreicherung der Metaboliten SAH und SAM und einem
verringerten SAM/SAH-Verhältnis (vgl. Abb. 2.13).

S-Adenosylmethionin 

(SAM) 

S-Adenosylhomocystein 

(SAH) 

Hcy Ado Met 

CH3 

AHCY 

Methyltransferasen 

Abbildung 2.13: Auswirkungen der AHCY-Defizienz auf den Methioninstoffwechsel
Die verringerte Aktivität von AHCY führt zu einer Anreicherung der Metaboliten SAM und SAH, welches
eine inhibierende Wirkung auf SAM-abhängige Methyltransferasen hat.
Ado=Adenosin , Hcy=Homocystein , Met=Methionin, SAH=S-adenosyl-L-Homocystein, SAM=S-
Adenosylmethionin

Die AHCY-Defizienz kann nicht geheilt, aber mit einer methioninreduzierten Diät be-
handelt werden, bei der zusätzlich Kreatin und Phosphatidylcholin zugegeben wer-
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den [204, 207]. Die psychomotorische Entwicklung verbessert sich daraufhin [204,
205, 209]. Körperkraft und Aufmerksamkeit, sowie der Muskeltonus können zuneh-
men [205]. Die Konzentrationen von Methionin, SAH und SAM im Blut werden gesenkt,
bleiben jedoch weiterhin aberrant erhöht. Für zwei Patienten ist beschrieben, dass sich
die Hypermethylierung der DNA durch die Diät nicht normalisierte, jedoch eine leichte
Tendenz zur Verringerung aufwies [204].

2.9 Zielsetzung

Die S-adenosyl-L-Homocysteinhydrolase (AHCY)-Defizienz ist eine seltene autosomal
rezessive Stoffwechselkrankheit, bei der der Funktionsverlust des Enzyms AHCY zu
schweren körperlichen und geistigen Beeinträchtigungen führt. Im Rahmen dieser Ar-
beit sollten die Auswirkungen der AHCY-Defizienz auf die Methylierung der DNA betrof-
fener Patienten analysiert werden. Eine globale DNA-Hypermethylierung konnte zuvor
bereits in Leukozyten mehrerer Patienten nachgewiesen werden [204, 209]. Bei der
detaillierten Untersuchung der DNA-Methylierung wurde der Schwerpunkt neben der
gesamtgenomischen Analyse und der genomweiten Analyse mittels Array im Hinblick
auf epigenetische Erkenntnisse vor allem auf die Analyse der Methylierung geprägter
Gene mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung gelegt. Darüber hinaus sollten Fibroblasten-
zellen eines Patienten mit AHCY-Defizienz in Kultur genommen und zusammen mit
AHCY -Knockdown-Zelllinien (HEK293 und HepG2) ebenso auf die Methylierung ge-
prägter Gene hin untersucht werden.



3. Ergebnisse

3.1 Colorimetrische Bestimmung der gesamtgenomi-

schen DNA-Methylierung

Barić et al. publizierten 2005 eine Veränderung der gesamtgenomischen DNA-Methy-
lierung der Patienten A und B im Vergleich zu gleichaltrigen und nicht-gleichaltrigen
Kontrollen. Dafür quantifizierten sie die Aufnahme von [3H]dCTP in die DNA von Leu-
kozyten der Patienten, wobei die Menge der aufgenommenen Radioaktivität umge-
kehrt proportional zum Grad der DNA-Methylierung ist. Sie maßen eine Erhöhung des
Methylierungsgrades, die jedoch im Lauf der diätischen Behandlung der Patienten ei-
ne Tendenz zur Verringerung zeigte [204]. Um diese Beobachtung genauer zu unter-
suchen und zu ergänzen, wurde der gesamtgenomische DNA-Methylierungsgrad der
Patienten A, B und F mit dem MethylFlash™ Methylated DNA Quantification Kit der
Firma Epigentek gemessen (vgl. 5.7). Diese colorimetrische Methode ist wesentlich
sensitiver als die bei Barić et al. verwendete Technik und kann sowohl für vergleichen-
de relative als auch für quantitative Messungen herangezogen werden. Tabelle 3.1
beinhaltet die quantitativen Messergebnisse für die DNA-Methylierung der drei Pati-
enten und drei Kontrollen (DNA der Proben K und zweimal H) sowie deren relative
Verhältnisse. Abb. 3.1 zeigt die gemittelten Verhältnisse von Patienten zu Kontrollen
der drei technischen Replikate.

DNA-Methylierung [%] ∗ 10−3

(Verhältnis zu Kontrollen)
Patient Messung 1 Messung 2 Messung 3

A 38,786 (4,24) 24,541 (6,65) 16,341 (5,89)
B - 30,955 (8,39) 12,999 (4,69)
F 7,364 (0,81) 6,491 (1,76) 3,341 (1,21)

Kontrollen (n=3) 9,148 3,692 2,773

Tabelle 3.1: Colorimetrisch bestimmte, gesamtgenomische DNA-Methylierung
Quantitative Messung der DNA-Methylierung in Prozent, sowie die Verhältnisse der Messergebnisse der
Patienten zu den gemittelten Kontrollen (n=3) von insgesamt drei Messungen (technische Replikate).

30
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Abbildung 3.1: Verhältnisse der colorimetrisch bestimmten, gesamtgenomischen DNA-
Methylierungen
Gemittelte Verhältnisse der DNA-Methylierungen von Patienten zu Kontrollen (n=3) aus drei technischen
Replikaten. Patient A und B haben eine signifikant höhere Methylierung als die Kontrollen (A: p=0,001;
B: p=0,011), Patient F weist einen normalen Methylierungsstatus auf.

Die Patienten A und B hatten signifikant höhere Methylierungswerte als die Kontrollen
(Patient A p=0,001; Patient B p=0,011), wohingegen Patient F einen normalen gesamt-
genomischen Methylierungsstatus aufwies. Die absoluten Messwerte entsprechen in
ihrer Größenordnung den Beispielwerten des Kit-Herstellers.

3.2 Methylierungsanalyse ausgewählter DMRs mittels

Bisulfit-Pyrosequenzierung bei Patienten mit AHCY-

Defizienz

Geprägte Gene sind besonders interessante Kandidatengene für die Untersuchung
von Methylierungsveränderungen der DNA, da ihre korrekte Methylierung für die ge-
sunde Entwicklung eines Menschen essentiell ist. Eine fehlerhafte Methylierung kann
zu Syndromen mit unterschiedlich schwerer geistiger und körperlicher Behinderung
führen (vgl. 2.5.1). In der vorliegenden Arbeit wurde der Methylierungsstatus von bis zu
neun DMRs geprägter Gene (GTL2, H19, LIT1, MEST, NESPAS, PEG3, SNRPN) und
repetitiver Elemente (Alu und LINE1) mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung in Patienten
mit AHCY-Defizienz und gesunden Kontrollen analysiert. Die Bisulfit-Pyrosequenzie-
rung (vgl. 5.6.1) ermöglicht die Methylierungsanalyse kurzer Sequenzabschnitte durch
Ermittlung des Verhältnisses von Cytosin und Thymin an wenigen, ausgewählten CpGs
in bisulfitkonvertierter DNA. Der Mittelwert der Methylierungswerte aller CpGs eines
Pyrosequenzierungsassays (vgl. 5.1.11) ergibt den Methylierungsstatus der DMR. Da-
bei wurden die DMRs bei allen Proben in jeweils mindestens zwei technischen Repli-
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katen analysiert und deren Ergebnisse zu einem Methylierungsstatus mit Standardab-
weichung gemittelt.

3.2.1 Vergleichbarkeit von Proben unterschiedlicher Herkunft

Die in dieser Arbeit verwendeten Patienten- und Kontrollproben stammen aus drei un-
terschiedlichen Instituten (vgl. 5.1.1). Um die Vergleichbarkeit der Proben in den in die-
ser Arbeit durchgeführten Analysen zu gewährleisten, wurden zunächst für die Kon-
trollproben – DNA aus Blutproben von Personen unterschiedlichen Alters, Herkunft
und Geschlechts – Methylierungsanalysen mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung mit allen
in dieser Arbeit verwendeten Assays (vgl. 5.1.11) durchgeführt. Die Messergebnisse
sind in Abbildung 3.2 dargestellt und in Tabelle 3.2 aufgelistet.
Bei der jahrelangen hausinternen Verwendung der Bisulfit-Pyrosequenzierungsassays
zu routinediagnostischen Zwecken wurde festgestellt, dass Schwankungen der Mess-
werte eines Assays von etwa 10 % Methylierung den normalen Varianzbereich reprä-
sentieren. Die Methylierungswerte jeder Kontrolle verglichen mit dem Mittelwert aller
anderen Kontrollen (pro Gen) überschreiten diesen Bereich nicht (maximale Differenz
ist 8,895 %). Somit kann der Methylierungsstatus jeder Kontrolle trotz der Unterschie-
de in Herkunft, Alter und Geschlecht als gleichwertig angesehen werden. Zudem ent-
sprechen die Methylierungswerte der Kontrollen denen gesunder Probanden aus der
hausinternen Routinediagnostik. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass die
Methode auch für die Patientenproben unterschiedlicher Herkunft verlässliche Mess-
werte liefert. In den folgendenden Bisulfit-Pyrosequenzierungen der Patientenproben
wurden die Kontrollen als biologische Replikate gemischt verwendet und die Ergebnis-
se gemittelt. Sie werden im Folgenden nicht weiter aufgeschlüsselt.
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Abbildung 3.2: Vergleich der Methylierungswerte der Kontrollproben für die Bisulfit-Pyro-
sequenzierung
Die humanen Kontrollproben (H-O, vgl. 5.1.1) haben trotz unterschiedlichen Alters, Geschlechts und
Herkunft gleichwertige Methylierungswerte, da die Schwankungen innerhalb der Messung eines Gens
einen Wert von 10 % Methylierung nicht überschreiten.

Kontr. GTL2 H19 LIT MEST NESPAS PEG3 SNRPN Alu LINE1
(5 CpGs) (3 CpGs) (2 CpGs) (5 CpGs) (4 CpGs) (3 CpGs) (6 CpGs) (3 CpGs) (3 CpGs)

H 57,42
± 1,10

51,59
± 2,42

50,44
± 1,49

45,69
± 1,13

46,35
± 4,55

47,69
± 2,62

41,60
± 2,21

28,55
± 1,00

75,83
± 1,22

I 62,34
± 1,39

55,91
± 2,94

53,65
± 2,06

48,76
± 3,27

46,87
± 2,21

47,21
± 0,16

43,00
± 3,02

27,81
± 0,08

80,80
± 1,75

J 61,69
± 3,38

58,23
± 3,6

54,77
± 0,59

50,01
± 2,62

47,38
± 2,45

48,03
± 0,49

46,17
± 2,44

27,67
± 0,08

80,07
± 1,72

K 59,81
± 2,22

53,83
± 3,6

52,53
± 0,59

47,87
± 1,92

45,97
± 1,00

51,87
± 5,42

44,64
± 1,00

27,29
± 0,74

79,33
± 0,92

L 59,64
± 0,96

53,46
± 2,14

48,83
± 0,95

48,58
± 1,86

43,77
± 1,07

50,76
± 2,28

45,92
± 1,14

28,54
± 4,57

75,45
± 1,41

M 59,85
± 1,75

50,71
± 0,97

42,70
± 3,13

48,86
± 1,02

44,70
± 4,97

51,46
± 2,89

46,97
± 2,86

26,91
± 1,42

75,63
± 1,98

N 62,65
± 3,02

60,59
± 1,13

51,09
± 0,73

43,85
± 0,05

45,44
± 1,29

52,68
± 1,67

43,68
± 1,44

25,66
± 0,32

75,99
± 0,88

O 69,34
± 0,47

62,47
± 4,39

49,88
± 0,5

47,03
± 0,12

50,62
± 3,46

59,01
± 1,16

42,96
± 2,25

26,46
± 0,36

79,31
± 0,33

Tabelle 3.2: Methylierungswerte der verwendeten Kontrollproben
Durch Bisulfit-Pyrosequenzierung ermittelte Methylierungswerte [%] der verwendeten humanen Kon-
trollproben (H-O, vgl. 5.1.1).
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3.2.2 Methylierungsstatus von DMRs bei Patienten mit AHCY-
Defizienz

Mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung wurde der Methylierungsstatus der DMRs sieben
geprägter Gene (GTL2, H19, LIT1, MEST, NESPAS, PEG3, SNRPN) und zwei repe-
titiver Elemente (Alu und LINE1) in den Patienten A-G (vgl. 5.1.1) festgestellt. Dabei
liegt eine Schwankung von 10 % Methylierung im normalen Varianzbereich (vgl. 3.2.1).
Daher wurde eine moderat aberrante Methylierung als mindestens 10 % abweichend
vom Mittelwert der Kontrollen definiert, was zudem etwas mehr als dem zweifachen
Wert der Standardabweichungen der Kontrollen entspricht. Eine Abweichung von min-
destens 20 % wurde als stark aberrante Hypo- bzw. Hypermethylierung angesehen.
Die Messergebnisse sind in Abbildung 3.3 und Tabelle 3.3 dargestellt. Aberrante Me-
thylierungswerte wurden nur in den Patienten A, D und F beobachtet. Patient A wies
moderat aberrante Hypermethylierungen bei LIT1 und PEG3 und stark aberrante Hy-
permethylierungen bei MEST und H19 auf. Die Patienten D und F zeigten moderat
aberrante Hypermethylierungen bei MEST, PEG3 und H19. Patient F zeigte zusätz-
lich moderat aberrante Hypermethylierungen in den DMRs von NESPAS, LIT1 und
SNRPN. Bei den repetitiven Elementen Alu und LINE1 konnten keine aberranten Ver-
änderungen der Methylierung beobachtet werden.
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Abbildung 3.3: Methylierungswerte von DMRs in Patienten mit AHCY-Defizienz
Durch Bisulfit-Pyrosequenzierung ermittelte Methylierungswerte [%] von neun DMRs in allen Patien-
tenproben. Abweichungen von über 10 % Methylierung zu den Kontrollen entsprechen einer moderat
aberranten Methylierung (*), über 20 % Methylierung einer stark aberranten Methylierung (**). Die Werte
für NESPAS bei Patient A konnten nicht zweifelsfrei bestimmt werden.
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GTL2 H19 LIT MEST NESPAS PEG3 SNRPN Alu LINE1
Patient (5 CpGs) (3 CpGs) (2 CpGs) (5 CpGs) (4 CpGs) (3 CpGs) (6 CpGs) (3 CpGs) (3 CpGs)
A 64,47

± 0,56
93,33
± 4,99

65,76
± 2,29

78,64
± 5,86

- 69,11
± 6,13

52,46
± 5,01

25,45
± 1,77

76,33
± 2,79

B 58,68
± 2,56

55,24
± 2,55

50,81
± 1,42

49,31
± 1,95

42,71
± 5,59

54,95
± 0,85

42,03
± 4,73

25,05
± 1,54

82,84
± 5,05

C 56,74
± 2,03

50,69
± 1,67

46,29
± 3,67

45,16
± 3,04

37,33
± 7,12

47,61
± 5,36

39,16
± 3,76

25,75
± 1,49

80,41
± 11,13

D 58,57
± 2,22

67,00
± 0,24

49,60
± 5,04

63,24
± 5,79

41,98
± 9,18

71,25
± 1,32

46,43
± 5,07

26,34
± 1,27

71,98
± 1,32

E 52,24
± 2,61

52,53
± 2,61

43,66
± 3,28

43,62
± 3,80

37,52
± 3,44

50,57
± 0,24

37,88
± 6,89

26,34
± 1,81

70,44
± 1,50

F 63,36
± 1,36

71,12
± 3,01

61,87
± 2,12

65,08
± 2,46

72,80
± 1,47

65,29
± 0,42

66,08
± 3,97

27,98
± 0,53

75,60
± 1,77

G 58,11
± 0,98

50,38
± 3,36

53,81
± 0,24

46,99
± 0,07

43,02
± 2,00

52,29
± 1,11

44,32
± 3,46

29,49
± 0,03

78,08
± 1,51

Kontr.
(n=8)

61,59
± 3,57

55,85
± 4,25

50,49
± 3,72

47,58
± 1,99

46,39
± 2,07

51,09
± 3,82

44,37
± 1,87

27,36
± 1,00

77,80
± 2,27

Tabelle 3.3: Methylierungswerte von DMRs in Patienten mit AHCY-Defizienz
Durch Bisulfit-Pyrosequenzierung ermittelte Methylierungswerte [%] von neun DMRs aller Patientenpro-
ben. Abweichungen von über 10 % Methylierung zu den Kontrollen entsprechen einer leicht aberranten
Methylierung (fett), über 20 % Methylierung einer stark aberranten Methylierung (fett und unterstrichen).
Die Werte für NESPAS bei Patient A konnten nicht zweifelsfrei bestimmt werden.

Um festzustellen, ob sich die Methylierungsveränderungen aus aberranten Werten ein-
zelner CpGs ergeben, wurden die Methylierungswerte der einzelnen CpGs innerhalb
eines Assays auf Abweichungen zu den restlichen CpGs desselben Assays untersucht.
Dabei überschritt kein Messwert einer einzelnen CpG-Stelle die Grenze von 10 % Ab-
weichung vom Mittelwert aller anderen CpGs desselben Assays (exemplarisch dar-
gestellt für MEST in Abb. 3.4). Die entstehenden Mittelwerte können demnach als
repräsentativ pro DMR und Patient angesehen werden.
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Abbildung 3.4: Methylierungswerte einzelner CpGs in der MEST -DMR
Methylierung [%] der einzelnen CpGs, gemessen in allen Patienten und Kontrollen. Die Schwankungen
pro Patient liegen unter 10 %, somit können die für die DMRs erhaltenen Mittelwerte als repräsentativ
angesehen werden.

3.3 Bestätigung der Bisulfit-Pyrosequenzierungsergeb-

nisse mittels High Resolution Melting-Analyse

Um die Ergebnisse der Bisulfit-Pyrosequenzierung (vgl. 3.2) zu bestätigen, wurde der
Methylierungsstatus einiger von den Pyrosequenzierungsassays abgedeckten Sequenz-
abschnitte zusätzlich mittels High Resolution Melting (HRM)-Analyse (vgl. 5.5.2.2) er-
mittelt. Diese Analyse umfasst noch weitere stromauf- und -abwärts gelegene CpGs,
bietet jedoch im Vergleich zur Bisulfit-Pyrosequenzierung keine basengenaue Auflö-
sung, sondern liefert einen durchschnittlichen Methylierungswert über alle analysier-
ten CpGs. Diese Methode ist nicht für alle mit Bisulfit-Pyrosequenzierung untersuch-
ten Regionen geeignet. Die Schmelzkurven der Standard-DNA-Proben müssen einen
gewissen Abstand (also Differenz der Ct-Werte) haben, damit im dazwischenliegen-
den „dynamischen Bereich“ die Kurven der zu analysierenden Proben gut verrechnet
werden können. Dies ist z.B. für die repetitiven Elemente Alu und LINE1 nicht der Fall.
Dennoch stellt die HRM-Analyse eine gut geeignete Kontrolle für den Methylierungs-
status der analysierten DMRs dar.
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Mit der HRM-Analyse konnten unter Verwendung der gleichen PCR-Primer wie bei der
Bisulfit-Pyrosequenzierung Methylierungswerte für die DMRs von H19, LIT1, MEST,
PEG3 und SNRPN für die Patienten A, B, und F sowie die Kontrollprobe H ermittelt
werden (vgl. Abb. 3.5 und Tab. 3.4). Dabei wurde von jeder Probe die DNA mehrerer
Bisulfitkonversionen (Replikate) gemessen. Die Mittelwerte der Messwerte beider Me-
thoden pro DMR und Patient lagen innerhalb eines Methylierungsbereichs von 10 %,
mit Ausnahme von LIT1 bei den Patienten A und F und PEG3 bei Patient B. Bei diesen
beiden Genen bzw. DMRs waren die HRM-Analysen oft fehlerhaft, die verwendeten
PCR-Primer sind möglicherweise nicht für die HRM-Analyse geeignet. Insgesamt be-
stätigte die HRM-Analyse die Tendenzen der Methylierungsveränderungen, die mit der
Bisulfit-Pyrosequenzierung erkannt worden waren.
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Abbildung 3.5: Vergleich der Methylierungswerte von Bisulfit-Pyrosequenzierung und HRM-
Analyse
Methylierung [%] von fünf DMRs in drei Patienten (A, B, F) und einer Kontrollprobe (H, vgl. 5.1.1). Die
Messwerte der HRM-Analyse bestätigen die Werte der Bisulfit-Pyrosequenzierung mit Ausnahme von
LIT1 (Pat. A und F) und PEG3 (Pat. B). Die Werte für PEG3 bei Pat. A konnten nicht zweifelsfrei be-
stimmt werden.
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Bisulfit-Pyrosequenzierung HRM-Analyse
Gen Probe Methylierung [%] Anzahl CpGs Methylierung [%] Anzahl CpGs

H19

Kontr. H 51,59 ± 2,42

3

43,74 ± 3,68

18
Pat. A 93,33 ± 4,99 86,84 ± 4,31
Pat. B 55,24 ± 2,55 48,14 ± 5,38
Pat. F 71,12 ± 3,01 84,78 ± 6,05

LIT1

Kontr. H 50,49 ± 3,72

2

43,74 ± 3,68

15
Pat. A 65,76 ± 2,29 89,88 ± 3,99 (*)
Pat. B 50,81 ± 1,42 59,94 ± 5,63
Pat. F 61,87 ± 2,12 88,36 ± 8,92 (*)

MEST

Kontr. H 45,38 ± 1,11

5

46,24 ± 3,49

23
Pat. A 77,90 ± 5,33 81,76 ± 1,85
Pat. B 49,31 ± 1,95 34,62 ± 5,51
Pat. F 65,08 ± 2,46 71,12 ± 3,85

PEG3
Kontr. H 51,09 ± 3,82

3

60,17 ± 5,90

14
Pat. B 54,95 ± 0,85 81,34 ± 4,38 (*)
Pat. F 65,29 ± 0,42 71,44 ± 4,86

SNRPN

Kontr. H 44,37 ± 1,87

6

33,26 ± 5,21

21
Pat. A 52,46 ± 5,01 50,07 ± 2,07
Pat. B 42,03 ± 4,73 30,95 ± 11,96
Pat. F 66,08 ± 3,97 53,07 ± 2,07

Tabelle 3.4: Vergleich der Methylierungswerte von Bisulfit-Pyrosequenzierung und HRM-Analyse
Methylierung [%] von fünf DMRs bei drei Patienten und einer Kontrollprobe. Die Mittelwerte der Mess-
werte beider Methoden pro DMR und Patient liegen innerhalb eines Methylierungsbereichs von 10 %,
mit Ausnahme der drei mit (*) markierten Ergebnisse.

3.4 Genomweite Methylierungsanalyse bei Patienten

mit AHCY-Defizienz

Die colorimetrische Methylierungsanalyse konnte die von Barić et al. (2005) gemes-
senen gesamtgenomischen Hypermethylierungen in den Patienten A und B bestäti-
gen. Patient F jedoch zeigte keine Änderung der gesamtgenomischen Methylierung
(vgl. 3.1). Die Bisulfit-Pyrosequenzierung von DMRs geprägter Gene zeigte nur in den
Patienten A, D und F unterschiedliche Methylierungsveränderungen (vgl. 3.2.2). Um
die Verteilung der Methylierungsveränderungen genauer zu untersuchen, wurde DNA
der Patienten A, D, F und G mit dem Infinium® HumanMethylation450 BeadChip von
Illumina in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Thomas Haaf, Institut für Humangenetik der
Universität Würzburg, analysiert (vgl. 5.8). Dieser Array deckt über 485.000 CpGs ab,
die über das gesamte Genom verteilt sind. Dadurch werden 96 % aller CpG-Inseln
einschließlich flankierender Regionen analysiert. Im Schnitt wird dabei der Methylie-
rungsstatus von 17 CpGs pro Genregion (Promotor bis einschließlich 3’-UTR) gemes-
sen, wobei 99 % der RefSeq-Gene eingeschlossen sind.
Obwohl die Bisulfit-Pyrosequenzierung keine Methylierungsunterschiede zwischen den
unterschiedlichen Kontrollen zeigte, wurden aus dem Kollektiv der Kontrollproben Kon-
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trollen passend zu Alter und Geschlecht der Patienten ausgewählt, um die Qualität
der Auswertung methodenübergreifend zu gewährleisten. Zusätzlich wurden Proben
der AG Haaf mitanalysiert (vgl. Tabelle 3.5), wobei sämtliche Kontrollen als technische
Unikate gemessen wurden.

Patient passende Kontrolle weitere Kontrollen (Würzburg)
A (m, Duplikat) J (m, Unikat) W1 (m, Unikat)
D (w, Unikat) I (w, Unikat) W2 (w, Unikat), W3 (w, Unikat)
F (w, Duplikat) I (w, Unikat) W2 (w, Unikat), W3 (w, Unikat)
G (w, Duplikat) I (w, Unikat) W2 (w, Unikat), W3 (w, Unikat)

Tabelle 3.5: Kontrollproben für die Methylierungsanalyse mit Array
Die Proben A, D, F, G, I und J stammen aus Mainz. Zusätzlich wurden die Proben W1-W3 aus Würzburg
dem Array hinzugefügt. Die Kontrollen wurden passend zu Alter und Geschlecht der Patientenproben
ausgewählt.
m=männlich, w=weiblich

Beim Vergleich der Patientenwerte mit den Kontrollwerten (beide Gruppen gepoolt) mit
dem Software-Paket MethLAB konnte die AG Haaf keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen feststellen. Da die Ergebnisse der Bisulfit-Pyrosequen-
zierung jedoch auf eine zufällige Verteilung von Methylierungsveränderungen hinwei-
sen, mussten die Ergebnisse neben dem 2-Gruppenvergleich auch individuell pro Pa-
tient analysiert werden. Hierfür wurden die Werte jedes Patienten nur mit den passen-
den Kontrollen verglichen. Die Berechnungen wurden von Johanna Mazur im Institut
für Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) der Universitätsme-
dizin Mainz durchgeführt und die normalisierten Methylierungswerte mit dem R-Paket
limma statistisch ausgewertet. Mathematisch interessant sind nach dieser Auswertung
die CpGs mit einem adjustierten p-Wert<0,05. Diese fanden sich jedoch nur für Pa-
tient D, welcher als einziger der Patienten aufgrund der geringen zur Verfügung ste-
henden DNA-Menge als Unikat gemessen worden war. Die betreffenden CpG-Stellen
sind zudem weit über das Genom verteilt und lassen sich keiner Gengruppe zuord-
nen. Die Ergebnisse der Arrayauswertung liefern demnach keine Bestätigung für die
mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung gefundenen, stark auffälligen Methylierungsverän-
derungen.

Um die Unstimmigkeiten zwischen Bisulfit-Pyrosequenzierung und Array zu ergründen
und besonders die geprägten Gene im Detail zu analysieren, wurden die Rohdaten
(Methylierungswerte jeder einzelnen gemessenen CpG-Stelle in Prozent) noch einmal
„von Hand“ verglichen und ausgewertet. Bei den genomweiten Mittelwerten zeigten
sich keine auffälligen Abweichungen der Patientenwerte im Vergleich zu den Kontrollen
(vgl. Tab. 3.6).
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Probe mittlere Methylierung [%]

Pat. A 50,14 ± 0,02
Kontr. J+W1 50,41 ± 0,35

Pat. D 51,10
Pat. F 50,29 ± 0,40
Pat.G 50,31 ± 0,08

Kontr. I+W2+W3 50,51 ± 0,26

Tabelle 3.6: Mittlere genomweite Methylierungen aller analysierten CpGs pro Array-Probe
Genomweite Methylierung [%], gemittelt über alle analysierten CpGs pro Patient bzw. Kontrollgruppe.

Um einzelne auffällige CpGs zu ermitteln, wurden zunächst die Patientenduplikate
für jede CpG gemittelt und die passenden Kontrollen zusammengefasst (Mittelwert ±
St.Abw.). Die Patientenwerte wurden als auffällig angesehen, sobald sie eine Differenz
zur Kontrolle mit St.Abw. von 10 % Methylierung überschritten. Dabei fanden sich für
Patient A vierundfünfzig auffällige CpGs, für Patient F dreizehn CpGs und für Patient
G neunzehn CpGs (vgl. Tab. 3.7). Da Patient D nur als Unikat gemessen worden war,
wurde der einzige Messwert jeder CpG mit den passenden Kontrollen inkl. St.Abw. ver-
glichen. Bei den anderen Patienten betrug die St.Abw. der einzelnen CpGs im Mittel ±
1,31, was für eine hohe Messgenauigkeit spricht.

CpGs Differenz Patient A Patient D Patient F Patient G

hypermethyliert
über 10 % 14 654 6 6
über 20 % 1 15 0 2

hypomethyliert
über 10 % 37 721 4 9
über 20 % 2 32 3 2

Tabelle 3.7: Anzahl der mittels Array detektierten hypo-/hypermethylierten CpGs
Anzahl der CpGs mit auffälliger Methylierungsveränderung (Hypo-/Hypermethylierung) in Patienten mit
AHCY-Defizienz. Als auffällig angesehen werden Patientenwerte mit einer Differenz zum Kontrollwert +
SA von über 10 % Methylierung.

Bei den Patienten A, F und G waren nur wenige CpGs auffällig. Die betroffenen RefSeq-
Gene waren über alle Autosomen verteilt (Ausnahme: Chromosom 13 beinhaltete kei-
ne auffälligen CpGs). Kein Gen war mehrfach betroffen. Zudem lag keine der auffälli-
gen CpGs in den mit Bisulfit-Pyrosequenzierung analysierten geprägten Genen. Pati-
ent D zeigte hingegen über 1400 auffällige CpGs auf allen Chromosomen. Auch hier
waren die mit Bisulfit-Pyrosequenzierung analysierten geprägten Gene nicht betroffen.
Da die DNA von Patient D nur im Unikat gemessen wurde, sind die Ergebnisse für
diese Probe trotz hoher Messgenauigkeit des Arrays mit großer Vorsicht zu betrach-
ten. Um die Unstimmigkeiten für die CpGs der geprägten Gene genauer zu untersu-
chen, wurden die Methylierungswerte für alle CpGs dieser Gene separat betrachtet.
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Dabei fiel auf, dass die analysierten CpG-Stellen in Bisulfit-Pyrosequenzierung und
Array nicht bzw. nur teilweise deckungsgleich sind und der Array hauptsächlich CpGs
innerhalb der kodierenden Regionen von Genen abdeckt (vgl. Abb. 3.6). Lediglich fünf
CpGs (den Genen MEST, LIT1 und PEG3 zugeordnet) wurden mit beiden Methoden
analysiert. Die Messwerte bestätigten sich gegenseitig jedoch nicht, die Differenz lag
bei vielen Patienten pro CpG zum Teil sogar weit über 10 % (vgl. Tab. 3.8). Auch die
Mittelwerte aller CpGs pro analysierter DMR im Array ergaben keine Auffälligkeiten.

Gen MEST (Chr. 7) LIT1 (Chr. 11) PEG3 (Chr. 19)
Position 130132259 130132265 2721243 57352018 57352021
Methode Pyroseq. Array Pyroseq. Array Pyroseq. Array Pyroseq. Array Pyroseq. Array

Pat.A 77,24 49,37 81,42 45,55 64,12 51,65 69,63 58,57 74,85 47,46
Pat.D 60,89 50,04 64,46 43,68 45,37 54,57 69,49 58,14 82,06 48,95
Pat.F 64,28 49,46 64,53 44,65 57,89 52,52 68,48 54,69 69,53 48,00
Pat.G 46,39 50,20 48,13 44,32 51,17 54,12 51,04 57,68 56,10 49,55

Kontr. Pyro 47,40 - 47,21 - 47,30 51,63 - 54,78 -
Kontr. J+W1 - 47,87 - 45,09 - 54,32 - 57,46 - 49,83

Kontr. I+W2+W3 - 50,44 - 46,67 - 53,98 - 58,42 - 48,20

Tabelle 3.8: Vergleich von Methylierungsergebnissen von Bisulfit-Pyrosequenzierung und Array
Methylierungswerte [%] der mit beiden Methoden analysierten CpGs. In der Bisulfit-Pyrosequenzierung
als auffällig erachtete Werte (vgl. 3.2.2) sind fett dargestellt. Die Werte der Array-Analyse bestätigen
diese Auffällligkeiten nicht.
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Abbildung 3.6: Vergleich der Methylierungswerte geprägter Gene bei Array und Bisulfit-
Pyrosequenzierung
(A)-(G) Aufgetragen sind die Methylierungswerte [%] der einzelnen analysierten CpGs gegen ihre Po-
sition im Genom. Die mit Bisulfit-Pyrosequenzierung analysierten Regionen sind zusätzlich vergrößert
dargestellt.
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3.5 Bisulfit-Pyrosequenzierung bei AHCY -Knockdown-

Zelllinien

HEK293- und HepG2-Zelllinien mit AHCY -Knockdown (KD) wurden im Vorfeld dieser
Arbeit hergestellt und die DNA mehrerer Klone und Passagen isoliert (vgl. 5.1.2). Um
die Auswirkungen der AHCY-Defizienz auf die DNA-Methylierung dieser Zelllinien zu
untersuchen und damit festzustellen, inwieweit sie als Modellsysteme für die AHCY-
Defizienz geeignet sind, wurde mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung der Methylierungs-
status der DMRs sieben geprägter Gene (GTL2, H19, LIT1, MEST, NESPAS, PEG3,
SNRPN) und zwei repetitiver Elemente (Alu und LINE1) in HEK293- und HepG2-
Zelllinien mit AHCY -Knockdown (KD) gemessen. Mehrere Passagen von HEK293-
und HepG2-Zelllinien ohne KD dienten als Kontrollen.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.7 dargestellt und in Tabelle 3.9 aufgelistet. Für
diese Zelllinien und für Zelllinien im Allgemeinen lagen zum Zeitpunkt der Verfassung
dieser Arbeit keine hausinternen Referenzwerte für den normalen Varianzbereich von
durch Bisulfit-Pyrosequenzierung ermittelten Messwerten vor. Daher wurde analog hu-
maner Blutproben eine Schwankung von 10 % Methylierung als normaler Varianz-
bereich angesehen (vgl. 3.2.1). Eine Abweichung von über 10 % zum Mittelwert der
Kontrollen wurde als moderat aberrante Methylierung definiert. Dies entspricht zudem
etwas mehr als dem zweifachen Wert der berechneten Standardabweichungen pro
Zelllinie, sodass dieser Ansatz für die Definition von aberranter Methylierung zu recht-
fertigen ist. Eine Abweichung von mindestens 20 % wurde als stark aberrante Hypo-
bzw. Hypermethylierung eingestuft.
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Abbildung 3.7: Methylierung neun ausgewählter DMRs in AHCY -Knockdown-Zelllinien
Mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung gemessene Methylierungswerte [%] von DMRs sieben geprägter Ge-
ne und zwei repetitiver Elemente in HEK293- und HepG2-Zelllinien mit AHCY -Kockdown (KD). Ver-
schiedene Passagen von HEK293- und HepG2-Wildtyp-Zelllinien (WT) dienten als Kontrollen (Kontr.).
A Methylierungswerte jeder einzelnen KD-Probe im Vergleich zu den gemittelten Kontrollen. B Boxplots
der gemittelten Methylierungswerte pro Gen und Zelltyp.
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Zelltyp Zelllinie GTL2 H19 LIT1 MEST NESPAS PEG3 SNRPN Alu LINE1

HEK293

Kontr.
(n=6)

93,34
± 0,55

63,04
± 3,17

40,02
± 1,39

86,10
± 2,16

86,54
± 3,46

87,42
± 2,49

81,38
± 4,58

29,06
± 0,31

56,70
± 2,27

KD 1 83,43
± 1,37

45,91
± 2,26

57,68
± 1,79

- 80,36
± 2,85

44,02
± 2,09

55,16
± 4,93

23,51
± 4,27

54,49

KD 2 87,55
± 0,44

48,57
± 2,88

54,68
± 3,07

56,50
± 0,54

71,52 25,87
± 0,58

75,77
± 0,34

26,87
± 0,45

56,51
± 1,53

KD 3 79,80
± 1,58

59,47
± 0,20

44,41
± 2,53

70,17
± 1,12

81,08
± 1,37

61,51
± 1,74

91,12
± 3,45

27,08
± 1,30

57,05
± 1,67

HepG2

Kontr.
(n=2)

66,85 40,55
± 3,42

91,18
± 3,65

78,73
± 3,63

87,18
± 0,18

97,21
± 0,29

46,71
± 0,47

26,28
± 0,57

60,41
± 2,31

KD 1 42,49
± 2,75

36,36
± 2,29

97,11
± 0,86

80,01
± 0,04

80,96
± 1,72

87,07
± 0,62

38,45
± 0,43

21,85
± 0,31

45,95
± 0,33

KD 2 40,31
± 0,72

35,82
± 1,90

95,66
± 0,46

87,00
± 1,36

88,11
± 1,84

96,75
± 0,95

43,03
± 4,97

21,83
± 0,73

44,24
± 0,38

KD 3 51,28
± 2,74

36,31
± 4,05

96,48
± 0,31

83,32
± 0,19

86,38
± 2,01

96,97
± 0,27

45,58
± 5,93

21,94
± 0,00

45,12
± 1,27

KD 4 57,73
± 1,16

40,46
± 0,55

96,55
± 1,15

87,19
± 1,27

78,77
± 1,10

95,30
± 0,79

49,49
± 7,66

23,09
± 2,53

42,24

KD 5 45,64
± 2,80

34,91
± 6,18

97,58
± 1,06

73,44
± 1,28

87,55
± 0,86

95,74
± 3,42

29,11
± 3,54

22,05
± 1,46

47,51
± 1,51

KD 6 47,92
± 2,77

39,42
± 0,19

96,75
± 1,18

83,02
± 1,31

77,33
± 4,81

96,10
± 2,97

41,90
± 0,04

21,84
± 1,36

45,74
± 0,62

KD 7 38,10
± 0,01

39,78
± 0,68

97,20
± 0,54

69,00
± 0,66

79,37
± 3,19

96,74
± 2,24

44,76
± 3,05

21,64
± 0,17

43,32
± 1,24

KD 8 - 39,44
± 0,37

96,45
± 1,86

82,70
± 1,93

84,99
± 0,10

97,13
± 1,31

34,62
± 1,23

22,14
± 1,40

46,36
± 2,04

KD 9 49,03
± 0,38

34,30
± 1,42

97,80
± 1,38

86,93
± 0,59

87,90
± 0,59

96,66
± 1,67

45,71
± 3,31

22,55
± 1,30

44,23
± 0,82

Tabelle 3.9: Methylierung neun ausgewählter DMRs in AHCY -Knockdown-Zelllinien
DMR-Methylierungsstatus [%] von sieben geprägten Genen und zwei repetitiven Elementen in HEK293-
und HepG2-Zelllinien mit AHCY -Knockdown (KD). Verschiedene Passagen von Wildtyp-Zelllinien
dienten als Kontrollen (Kontr.). Manche Proben konnten nur einmal gemessen werden und haben daher
keine Standardabweichung. Ein Methylierungsunterschied von mind. 10 % (fett) wurde als moderat ab-
errante und von mind. 20 % (fett und unterstrichen) als stark aberrante Hypo- bzw. Hypermethylierung
eingestuft.

In den HEK293-KD-Zelllinien war jede analysierte DMR eines geprägten Gens in min-
destens einer Zelllinie moderat oder stark aberrant hypomethyliert. Die einzige Aus-
nahme bildete die DMR von LIT1, welche in zwei Zelllinien moderat aberrant hyper-
methyliert war. Die DMRs von H19 und MEST waren in zwei, die DMRs von GTL2,
NESPAS und SNRPN in einer Zelllinie aberrant hypomethyliert. Die DMRs von MEST
und SNRPN waren dabei in jeweils einer Zelllinie moderat und in einer anderen stark
aberrant hypomethyliert, die DMRs von GTL2, H19 und LIT1 waren moderat aberrant
hypomethyliert. Die DMR von PEG3 war in jeder der drei analysierten Zelllinien stark
aberrant hypomethyliert. Die Methylierungswerte für Alu und LINE1 waren unauffällig.
In den HepG2-KD-Zelllinien war die DMR von LINE1 in allen Zelllinien moderat aber-
rant hypomethyliert. Die DMRs von SNRPN und GTL2 waren in je zwei Zelllinien und
die DMR von PEG3 in einer Zelllinie moderat aberrant hypomethyliert. Zusätzlich fand
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sich in fünf Zelllinien eine stark aberrante Hypomethylierung der DMR von GTL2.
Die HEK293-KD-Zelllinien zeigten deutlich stärkere Methylierungsveränderungen als
die HepG2-KD-Zelllinien. Zwei der drei HEK293-Zelllinien zeigten aberrante Methylie-
rungswerte für vier DMRs, die dritte für drei DMRs. Bei den HepG2-Zelllinien waren
bei sieben Klonen nur zwei, bei zwei Klonen drei Methylierungswerte auffällig.

3.6 Fibroblastenkultur mit AHCY-Defizienz

Zusätzlich zur reinen DNA lagen für diese Arbeit auch Fibroblastenzellen aus einer
Hautbiopsie von Patient G vor (vgl. 5.1.3). Sowohl diese Zellen als auch Kontrollfi-
broblasten ließen sich unter gleichen Bedingungen kultivieren (vgl. 5.9). Beide Zell-
linien zeigten keine Unterschiede in der Morphologie und ließen sich immer am sel-
ben Tag passagieren (Abb. 3.8). Jede kultivierte Passage wurde teilweise in flüssigem
Stickstoff eingefroren, sodass genug Zellmaterial für Expressionsanalysen und DNA-
Sequenzierungen vorhanden war.
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Kontrollfibroblasten Patientenfibroblasten 

P4 

P3 

P5 

P5 

P6 
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Abbildung 3.8: Morphologie von Fibroblasten mit AHCY-Defizienz
Die Morphologie verschiedener Passagen (P) von Fibroblasten aus Patient G zeigt keine Auffälligkeiten
im Vergleich zu Kontrollfibroblasten ohne AHCY-Defizienz. Vergrößerung ca. 100x.
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3.6.1 Methylierungsstatus ausgewählter Gene in Fibroblasten mit
AHCY-Defizienz

Mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung (vgl. 5.6.1) wurde der Methylierungsstatus von DMRs
sieben geprägter Gene (GTL2, H19, LIT1, MEST, NESPAS, PEG3, SNRPN) und zwei
repetitiver Elemente (Alu, LINE1) in isolierter DNA von Fibroblasten aus Patient G ana-
lysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.9 und Tabelle 3.10 im Vergleich zu den er-
mittelten Methylierungswerten der Blutprobe von Patient G (vgl. 3.2.2) dargestellt. Die
Werte decken sich sehr gut, sodass kein Methylierungsunterschied der analysierten
Gene in Blut und Fibroblasten erkennbar ist. Die Methylierungswerte für H19 konn-
ten nur für die Blutprobe zweifelsfrei bestimmt werden (vgl. 3.2.2), nicht jedoch für die
Fibroblasten.
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Abbildung 3.9: Vergleich des DNA-Methylierungsstatus in unterschiedlichen Geweben
Methylierung [%] von DMRs geprägter Gene und repetitiver Elemente in Blut- und Fibroblasten-DNA
von Patient G.

Probe GTL2 LIT1 MEST NESPAS PEG3 SNRPN Alu LINE1
Blut 58,11 ± 0,98 53,81 ± 0,24 46,99 ± 0,07 43,02 ± 2,00 52,29 ± 1,11 44,32 ± 3,46 29,49 ± 0,03 78,08 ± 1,51

Fibroblasten 43,19 ± 4,25 54,6 ± 1,48 47,77 ± 0,88 41,27 ± 4,35 49,52 ± 0,45 40,8 ± 3,09 28,59 ± 1,16 70,45 ± 0,08

Tabelle 3.10: Vergleich des DNA-Methylierungsstatus in unterschiedlichen Geweben
Methylierungswerte [%] von DMRs geprägter Gene und repetitiver Elemente in Blut- und Fibroblasten-
DNA von Patient G.
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3.6.2 AHCY -Expressionsanalyse mittels qPCR

Um zu untersuchen, ob sich die AHCY -Expression in Zellen mit AHCY-Defizienz ver-
ändert, wurde aus Patienten- und Kontrollfibroblasten (Passage 2 bzw. 6) RNA iso-
liert, in cDNA umgeschrieben und das Mengenverhältnis der AHCY -Transkripte mit-
tels qPCR gemessen (vgl. 5.5.2.1). Zur Normalisierung dienten die Gene TBP und
RNN18S. Abb. 3.10 zeigt die Schmelzkurven der verwendeten Primer, deren Verläufe
die Eignung der Primer verifizieren (vgl. Abb. 5.1).

AHCY                                   TBP                                RNN18S 

Temperatur [°C] 

65 70 90 85 75 80 65 70 90 85 75 80 65 70 90 85 75 80 
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Abbildung 3.10: Schmelzkurven der verwendeten Primer für die Expressions-qPCR
Alle Schmelzkurven bestätigen eine hohe Qualität der verwendeten Primer.

Die ermittelten RQ-Werte wurden für die Kontrollen gleich 1 gesetzt und durch die
Werte der Patientenfibroblasten geteilt. Die so berechneten Verhältnisse wurden von
zwei technischen Replikaten gemittelt. Die Kontrollfibroblasten zeigten hierbei eine fast
achtfach (7,85 ± 1,21) so starke AHCY -Expression wie die Patientenfibroblasten (vgl.
Abb. 3.11). Die Expression ist demnach in den Patientenfibroblasten herunterreguliert.
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Abbildung 3.11: Relative AHCY -Expression in Patienten- und Kontrollfibroblasten
Die Berechnung des Verhältnisses der AHCY -Expression von Kontroll- zu Patientenfibroblasten ergab
eine 7,85 ± 1,21 so starke Expression in den Kontrollfibroblasten.
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3.6.3 Allelspezifität der AHCY -Transkripte (QUASEP-Analyse)

Die QUASEP-Analyse (Quantification of Allele-Specific Expression by Pyrosequen-
cing, vgl. 5.6.2) ist eine Methode zur allelspezifischen Unterscheidung der Transkripte
eines Kandidatengens. Voraussetzung hierfür ist eine bekannte Sequenzvariante zwi-
schen den zu untersuchenden Allelen.
Um die Allelspezifität der AHCY -Transkripte in Patientenfibroblasten mit AHCY-Defi-
zienz (vgl. 5.1.3) zu analysieren, wurde aus den Fibroblasten RNA extrahiert und in
cDNA umgeschrieben (vgl. 5.10.1 und 5.11). In der anschließenden Pyrosequenzie-
rung (vgl. 5.6) wurde die bekannte Mutation c.428A>G zur Unterscheidung der al-
lelspezifischen Transkripte per SNP-Analyse analysiert, sodass das Verhältnis von G
(Mutation) zu A das Mengenverhältnis der Transkripte beider Allele widerspiegelt.
Die Pyrosequenzierung wurde mit zwei technischen Replikaten durchgeführt und die
Ergebnisse gemittelt. Das Verhältnis G/A betrug 0,64 (vgl. Abb. 3.12). Das Allel mit
der Mutation c.982 T>G wird demnach 20 % stärker exprimiert als das Allel mit der
Mutation c.428A>G.
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Abbildung 3.12: Allelspezifität der AHCY -Transkripte in Fibroblasten mit AHCY-Defizienz
Mit QUASEP-Analyse ermittelte Anteile beider AHCY -Allele an der Expression von AHCY in Fibroblas-
ten. Das Verhältnis G/A beträgt 0,64.



4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erstmals stochastische DNA-Methylie-
rungsveränderungen in Patienten mit AHCY-Defizienz und AHCY -Knockdown-Zelllinien
festgestellt, die sowohl die gesamtgenomische DNA-Methylierung, als auch den Me-
thylierungsstatus einzelner DMRs geprägter Gene betrafen. Diese Ergebnisse sollen
nun im Vergleich zu bereits bekannten Störungen des Methioninstoffwechsels und der
DNA-Methylierung eingeordnet und interpretiert werden.

4.1 AHCY-Defizienz und andere Erkrankungen mit glo-

balen DNA-Methylierungsstörungen

Eine Auswirkung der AHCY-Defizienz auf die globale DNA-Methylierung wurde bereits
von Barić et al. für zwei Patienten beschrieben. Dabei wurde der Methylierungsstatus
durch Quantifizierung der Aufnahme von [3H]dCTP in die DNA von Leukozyten der
Patienten gemessen und globale DNA-Hypermethylierungen festgestellt [204]. Bei der
für diese Arbeit durchgeführten Analysen der globalen DNA-Methylierung von Blut-
proben dreier Patienten mit AHCY-Defizienz mit dem MethylFlash™ Methylated DNA
Quantification Kit (Epigentek) zeigten die Blutproben derselben beiden Patienten signi-
fikante globale DNA-Hypermethylierungen unterschiedlichen Ausmaßes. Somit konn-
ten die Messungen von Barić et al. bestätigt und genauer quantifiziert werden. Die
dritte analysierte Probe zeigte keine Veränderung der DNA-Methylierung im Vergleich
zu gesunden Kontrollen (vgl. 3.1). Demnach ist eine Veränderung der globalen DNA-
Methylierung kein notwendiges, sondern ein stochastisch auftretendes Symptom der
monogen verursachten AHCY-Defizienz.
Globale Methylierungsveränderungen der DNA wurden bereits für andere monogene
Erkrankungen beschrieben, die wie die AHCY-Defizienz zu schweren körperlichen und
geistigen Symptomen führen. Oft sind die Produkte der betroffenen Gene direkt an der
DNA-Methylierung beteiligt. Ein bekanntes Beispiel ist das autosomal rezessive ICF-
Syndrom (immunodeficiency, centromere instability and facial anomalies), bei dem in
den Patienten neben den im Namen enthaltenen Gesichtsanomalien und Immundefi-
zienz globale DNA-Hypomethylierungen festgestellt werden konnten. In den meisten
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Fällen wird das ICF-Syndrom durch Mutationen im Gen für die DNA-Methyltransferase
DNTM3B verursacht, durch deren Mangel die DNA-Hypomethylierung erklärt werden
kann [210]. Dominante Mutationen in DNMT3A können zum Tatton-Brown-Rahman-
Syndrom führen, welches übermäßiges Wachstum und mentale Retardierung mit sich
bringt. Die Mutationen in funktionellen Domänen des Proteins verändern wahrschein-
lich seine Histonbindungsaktivität und stören dadurch die de novo-Methylierung der
DNA [211]. Je nach Mutation kann dies zu einer globalen DNA-Hypomethylierung füh-
ren [212]. Beim SLE-Syndrom (systemischer Lupus erythematodes) zeigt sich eine
globale DNA-Hypomethylierung in CD4(+) T-Zellen ohne Veränderung der Transkrip-
tion von DNMT1, DNMT3A und DNMT3B [213–215]. Das betroffene Gen IFIH1 ko-
diert einen Rezeptor für virale RNA, der den Typ 1-Interferon-Signalweg aktiviert (zu-
sammengefasst in [216]). Das Hutchinson-Gilford-Syndrom und das Werner-Syndrom
sind durch Progerie gekennzeichnet und werden oft durch Mutationen in den Ge-
nen LMNA bzw. WRN hervorgerufen [217–219]. Array-basierte Analysen der globalen
DNA-Methylierung zeigten Unterschiede zwischen Patientenproben mit und ohne kau-
sale Mutation in diesen Genen [220]. Auch bei einer familiären Form der Parkinson-
Krankheit wurde eine DNA-Hypomethylierung festgestellt, da das betroffene Protein
alpha-Synuclein im Cytoplasma mit DNMT1 einen Komplex bildet und es dadurch zu
einer aberranten Lokalisation von DNMT1 kommt, welche die DNA-Methylierung im
Gehirn behindert [221, 222].
Es sei erwähnt, dass monogene Erkrankungen, bei denen die betroffenen Gene bzw.
ihre Produkte die DNA-Methylierung direkt regulieren, seltener vorkommen als sol-
che, die auf Mutationen in Chromatin-Modifikatoren zurückzuführen sind. So finden
sich weitaus mehr Syndrome, bei denen histonmodifizierende Enzyme betroffen sind,
wie z.B. das Rubinstein-Taybi-Syndrom oder das Kabuki-Syndrom (zusammengefasst
in [223]). Generell ist dies aber auch darauf zurückzuführen, dass viele Proteine be-
kannt sind, die an Histonmodifikationen beteiligt sind, wohingegen deutlich weniger
Proteine die DNA-Methylierungs bzw. -Demethylierungsprozesse regulieren.

Interessanterweise sind bei allen recherchierten monogenen Erkrankungen globale
DNA-Hypomethylierungen beobachtet worden. DNA-Hypermethylierungen traten höchs-
tens lokal und parallel zu einer globalen Hypomethylierung auf und betrafen begrenz-
te Chromosomenabschnitte oder bestimmte Gene [210, 212]. Die AHCY-Defizienz
ist daher unseres Wissens die erste beschriebene monogene Erkrankung, die sto-
chastisch mit einer globalen DNA-Hypermethylierung, jedoch nicht mit einer globalen
DNA-Hypomethylierung einhergeht. Die Prävalenz dieser Begleiterscheinung wird sich
durch Analysen weiterer Patienten in Zukunft genauer einschätzen lassen.

Globale DNA-Hypermethylierungen werden dagegen häufig bei komplexen Erkran-
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kungen gefunden, beispielsweise bei diversen Formen von Krebs. Generell ist das
DNA-Methylierungsprofil gesunder Zellen durch genspezifische Hypomethylierung und
globale Hypermethylierung charakterisiert, wohingegen Krebszellen das reverse Profil
zeigen (z.B. [224, 225]). In Krebszellen sind vor allem CpG-Inseln von Tumorsuppres-
sorgenen hypermethyliert, um deren Expression zu unterdrücken [188].
Beispiele für Krebsformen mit DNA-Hypermethylierungen sind der papilläre Schilddrü-
senkrebs, follikuläre Adenome und Karzinome [226]. Akute lymphoblastische Leuk-
ämie bei Kindern ist eine hoch aggressive Form der Leukämie, die oft durch starke Hy-
permethylierungen in CpG-Inseln von Promotoren charakterisiert ist und auch einen
Trend zu globaler Hypermethylierung zeigt [225]. In Fällen von Lungenkrebs war die
globale Hypermethylierung signifikant mit einer schlechteren Prognose in fortgeschrit-
tenen Stadien assoziiert [227].
Globale DNA-Hypermethylierungen wurden auch in Gehirnen von Alzheimer-Patienten
gemessen. Hierbei waren sowohl die 5mC- als auch die 5hmC-Konzentration in be-
stimmten Gehirnarealen erhöht [228]. Auch karzinogene Metalle (z.B. Nickel, Arsen,
Kadmium) können die DNA-Methylierung verändern und sowohl hyper- als auch hy-
pomethylierende Prozesse induzieren [224]. Eine Studie von Männern, die chronisch
ionisierender Strahlung ausgesetzt waren, ergab, dass diese eine signifikant höhe-
re Anzahl hypermethylierter Spermatozoen hatten [229]. Robinson et al. maßen ei-
ne globale Hypermethylierung in hypoxischen Fibroblasten [230]. Auch bei Plazen-
tagewebe und adulten Leukozyten von Patienten mit Down-Syndrom konnten globa-
le DNA-Hypermethylierungen gemessen werden. Vermutlich finden dabei früh in der
Entwicklung globale epigenetische Veränderungen statt, welche zum Phänotyp beitra-
gen [231].

Globale DNA-Hypermethylierungen sind demnach eine heutzutage bekannte gera-
dezu gängige Begleiterscheinung diverser komplexer Krankheitsformen, die sowohl
den körperlichen als auch den geistigen Zustand der Patienten negativ beeinflus-
sen. Die AHCY-Defizienz stellt daher eine monogene Erkrankung mit globalen DNA-
Methylierungsveränderungen analog zu komplexen Erkrankungen dar. Möglicherwei-
se ist dies im Zusammenhang mit der Komplexität und Bedeutung des betroffenen
Methioninstoffwechsels zu erklären, der für unzählige Stoffwechselprozesse und –re-
aktionen eine Rolle spielt.
Daher soll im nächsten Abschnitt der Einfluss der AHCY-Defizienz auf Metaboliten die-
ses Stoffwechselwegs genauer diskutiert werden. Zudem erfolgt ein Vergleich mit an-
deren Krankheiten, die den Methioninstoffwechsel betreffen und ähnliche Symptome
hervorrufen können.
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4.2 AHCY-Defizienz im Vergleich zu anderen Erkran-

kungen des Methioninstoffwechsels

Das Enzym AHCY ist Bestandteil des Methioninstoffwechsels, welcher in allen Zell-
typen von Säugetieren zu finden ist. Er ist ein essentieller Ausgangspunkt für Trans-
methylierungsreaktionen und somit auch für die Methylierung der DNA [232–234]. Da
die AHCY-Defizienz eine sehr seltene Krankheit ist und der Zusammenhang zwischen
einem AHCY-Mangel und Veränderungen der DNA-Methylierung bisher zwar beschrie-
ben, aber noch nicht zufriedenstellend erklärt werden konnte, ist es sinnvoll, die AHCY-
Defizienz mit anderen Krankheiten des Methioninstoffwechsels zu vergleichen und sich
bei Erklärungsversuchen an deren Auswirkungen und bisher publizierten Ergebnissen
bezüglich DNA-Methylierungsveränderungen zu orientieren.
Im Methioninstoffwechsel (vgl. Abb 2.12) überträgt zunächst die Methioninadenosyl-
transferase (MAT, EC 2.5.1.6) eine Adenosylgruppe von ATP auf Methionin, wodurch S-
Adenosylmethionin (SAM) entsteht. Dieses wird anschließend zu S-adenosyl-L-Homo-
cystein (SAH) demethyliert. Dieser Schritt wird von diversen Methyltransferasen kataly-
siert und die freigewordene Methylgruppe auf andere Moleküle übertragen. Im nächs-
ten Schritt wird SAH durch AHCY zu Adenosin und Homocystein (Hcy) hydrolysiert.
Hcy kann von der Folat/Vitamin B12-abhängigen Methioninsynthase (EC 2.1.1.13) und
in Leber und Niere von der Betain-Homocystein-Methyltransferase (BHM, EC 2.1.1.5)
zu Methionin remethyliert werden. Alternativ lässt es sich über den irreversiblen Pyri-
doxalphosphat-abhängigen Transsulfurierungsweg von der Cystathionin-β-Synthetase
(CBS, EC 4.2.1.22) permanent aus dem Methioninstoffwechsel entfernen. Adenosin
kann durch die Adenosindeaminase (EC 3.5.4.4) oder die Adenosinkinase (EC 2.7.1.20)
entfernt werden.
Störungen von CBS und MAT können zu einer Hypermethioninämie führen. Abhän-
gig von der jeweiligen Mutation kann sie autosomal dominant oder rezessiv vererbt
werden (zusammengefasst in [235]). Diese Krankheit kann zu neurologischen Sym-
ptomen wie psychomotorischer Entwicklungsverzögerung und verminderter Intelligenz
führen, zu Tremor, Dystonie, Nystagmus, erhöhten Sehnenreflexen, Sprachschwierig-
keiten und Lernschwierigkeiten [234–238]. Wie bei der AHCY-Defizienz - bei der ei-
ne Hypermethioninämie bei den Patienten A, B und E (vgl. 5.1.1) festgestellt wur-
de [203, 204, 209] - sind auch bei der MATI/III-Defizienz mit Mutationen in MAT1A
Demyelinisierung und Myelopathie beschrieben worden [239–241]. Bei den meisten
beschriebenen Patienten mit MATI/III-Defizienz war die Methioninkonzentration im Blut
erhöht, die Hcy-Konzentration aber unauffällig. Allerdings war die Konzentration von
SAM verringert [234, 242]. Anscheinend haben Patienten mit schwerer Enzymdefizi-
enz und stark erhöhten Plasma-Methioninkonzentrationen ein höheres Risiko, klinische
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Symptome zu entwickeln, aber auch Patienten mit nachgewiesenem kompletten En-
zymverlust können vollkommen asymptomatisch und ohne neurologische Auffälligkei-
ten sein [234]. In diesen Fällen dient womöglich die Aktivität der Isoform MAT II (kodiert
von MAT2A) als kompensierender Schutz [235]. Die Menge an SAM unterscheidet sich
jedoch zwischen Patienten mit und ohne neurologische Symptomen kaum [242].

Störungen der Glycin-N-Methyltransferase (GNMT, EC 2.1.1.20) können zu erhöh-
ten Konzentrationen von Aminosäuren, Cystathionin und Betain im Blut und ebenfalls
zu Hypermethioninämie führen. Auch die Konzentration von SAM im Blut ist erhöht
(10-20fach), die Konzentration von SAH jedoch nicht. Zwei der drei beschriebenen Pa-
tienten sind Geschwister, die beide dieselben autosomal rezessiven Mutationen geerbt
haben (zusammengefasst in [235]). Die GNMT scheint die einzige Methyltransferase
zu sein, die den Methioninmetabolismus regulieren kann [243].

Mehr noch als die Hypermethioninämie hat die Hyperhomocysteinämie (HHcy) - wel-
che auch bei Patient A (vgl. 5.1.1) gefunden wurde [203] - ähnliche Auswirkungen wie
die AHCY-Defizienz. Die Hydrolyse von SAH zu Homocystein und Adenosin durch
AHCY ist reversibel und das Enzym präferiert die Herstellung von SAH [244]. Eine
HHcy führt daher zu einer Konzentrationssteigerung von SAH.
Stark erhöhte Hcy-Mengen im Blut sind ein Risikofaktor für cardio-vaskuläre Krankhei-
ten und Alzheimer [245, 246]. Zudem sind sie mit Herzkrankheiten, Darmkrebs, Ge-
burtsfehlern und neurophsychiatrischen Krankheiten assoziiert [247–253] und werden
auch als Risikofaktor für Schizophrenie diskutiert [254, 255]. Ernährung mit chroni-
schem Mangel an Folat, Vitamin B12, Vitamin B6, Methionin oder Cholin können zu ei-
ner HHcy führen (zusammengefasst in [256]). Die Hauptursache für genetisch bedingte
HHcy sind Mutationen im Gen MTHFR, welches die Methylentetrahydrofolatredukta-
se (EC 1.5.1.20) kodiert, die an der Remethylierung von Hcy zu Methionin beteiligt
ist. Patienten zeigen u.a. motorische Defizite, Entwicklungsverzögerung, Thrombosen,
mentale Retardierung und Hypotonie (zusammengefasst in [257]).
Gleichzeitig zur SAH-Akkumulation wurde bei der HHcy eine Verringerung der SAM-
Konzentration beobachtet. Das Verhältnis von SAM zu SAH wurde schon mehrfach als
metabolischer Indikator für den zellulären Methylierungsstatus vorgeschlagen, da die
meisten Methyltransferasen (u.a. alle humanen DNA-Methyltransferasen) in Säugern
SAM als einzige Quelle für zu übertragende Methylgruppen nutzen (zusammengefasst
in [258]). Daher weist ein verringertes Verhältnis SAM/SAH auf eine eingeschränkte
bzw. verringerte Fähigkeit der Zelle zu Methylierungsreaktionen hin [259, 260, 260]. Da
die meisten SAM-abhängigen Methyltransferasen SAH mit einer höheren Affinität bin-
den als SAM, fungiert SAH zudem als potenter Inhibitor für diese Enzyme [196–199].
Eine zügige Entfernung von SAH ist demnach eine Voraussetzung für effiziente Trans-
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methylierungsreaktionen einer Zelle [200–202]. Dies kann bei gesunden Zellen durch
Bindung an intrazelluläre Proteine, Hydrolyse durch AHCY und (begrenzten) Transport
ins Blut geschehen (zusammengefasst in [256]). Da SAH bei der AHCY-Defizienz sehr
stark akkumuliert, wäre aufgrund seiner Methyltransferase-inhibierenden Wirkung eine
DNA-Hypomethylierung als naheliegende Konsequenz zu erwarten. Tatsächlich wur-
den DNA-Hypomethylierungen bei der HHcy beobachtet, z.B. in glatten Muskelzellen,
peripheren weißen Blutkörperchen und atherosklerotischen Lesionen [202, 261–264].
Störungen des Enzyms MTHFR führten in verschiedenen Geweben zu HHcy, globaler
DNA-Hypomethylierung, verringerter SAM-Konzentration und erhöhter SAH-Konzen-
tration [257]. Zudem war die Hcy-Konzentration im Blut positiv mit der SAH-Konzentrati-
on und negativ mit der globalen DNA-Methylierung in Lymphozyten korrliert [202, 262].
Auch die Methylierung von Membranproteinen war in HHcy-Patienten beeinträchtigt
[265]. MTHFR-Knockout-Mäuse hatten bis zu 10fach erhöhte Hcy-Mengen im Blut und
globale DNA-Hypomethylierungen. Sowohl die heterozygoten als auch die homozy-
goten Knockout-Mäuse wiesen entweder signifikant niedrigere SAM-Konzentrationen
oder signifikant erhöhte SAH-Mengen als die Kontrollen oder auch eine Kombination
aus beiden Veränderungen auf. Die heterozygoten Mäuse hatten einen unauffälligen
Phänotyp, wohingegen die homozygoten Mäuse Entwicklungsverzögerungen und pa-
thologische Veränderungen im Kleinhirn zeigten [257]. In Modell-Ratten für Hepatokar-
zinogenese führte eine Diät ohne Methyldonoren (Cholin, Folat, Methionin und Vitamin
B12) zu einer verringerten SAM-Konzentration und globaler DNA-Hypomethylierung in
der Leber [260, 266–268]. In einer anderen Studie zeigten männliche Ratten nach einer
methylarmen Diät eine reduzierte SAM-Konzentration und erhöhte SAH-Werte [269].
Mäuse, denen das Enzym CBS fehlt, wiesen stark erhöhte Hcy-Konzentrationen im
Blut und sowohl erhöhte SAH-Konzentrationen als auch eine globale DNA-Hypomethy-
lierung auf [270–272]. Weitere in vivo-Studien an Nagetieren zeigten, dass methylar-
me Diäten zu schnellem Fettaufbau in der Leber, verstärkter Lipidperoxidation, nekro-
tischem und apoptotischem Zelltod, verstärkter Zellproliferation, Abbau intrazellulärer
Vorräte von Methylgruppendonoren, einem Ungleichgewicht im Deoxynukleotid-Vorrat
der Zelle aufgrund von Uracil-Einbindung in die DNA, DNA-Strangbrüche und genom-
weiten und genspezifischen Hypomethylierungen führen können [273–277].
Interessanterweise werden Adenosin-Analoga als antivirale Mittel gezielt zur Inhibie-
rung von AHCY eingesetzt. Da virale Transmethylasen durch SAH leichter inhibiert
werden als zelleigene Enzyme, kann dadurch die Methylierung des 5‘-Endes viraler
mRNA unterdrückt werden [278]. Generell fungiert SAH als Stimulator für die RNA-
Synthese und hemmt gleichzeitig deren Methylierung [279].
Trotz all dieser Beobachtungen von DNA-Hypomethylierungen kann die HHcy Hin-
weise darauf geben, warum Veränderungen der DNA-Methylierung bei Patienten mit
AHCY-Defizienz nicht zu der erwarteten Hypomethylierung führen. Bei den aufgeführ-
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ten Fällen ist nicht klar, ob die Hypomethylierung auf die Inhibierung der Methyltrans-
ferasen durch SAH zurückzuführen ist, oder ob nicht vielmehr der Mangel des Substra-
tes SAM die Transmethylierungsreaktionen eingeschränkt hat [280]. Auch eine Kombi-
nation aus beiden Faktoren wurde mehrfach in Betracht gezogen [235, 281–284]. Nur
bei mit einer methioninreichen Diät gefütterten ApoE-Knockout-Mäusen waren sowohl
die Werte für SAH als auch für SAM erhöht und die analysierte DNA war hypome-
thyliert [280]. Zudem sind die Auswirkungen erhöhter Hcy-Mengen nicht verlässlich
vorhersehbar bzw. gewebsspezifisch, vermutlich aufgrund der unterschiedlichen Me-
thylierungsausgangszustände verschiedener Gewebe [270]. Die durch Infusion erhöh-
te Konzentration an Hcy im Blut von Ratten führte zwar in verschiedenen Geweben
zu einer erhöhten Konzentration von SAH, in Erythrocyten waren die Konzentratio-
nen beider Substanzen jedoch unverändert, wie auch bei Probanden mit experimen-
tell hervorgerufener akuter HHcy [285]. In den Experimenten von Wang et al. hielt
eine erhöhte Hcy-Konzentration das Zellwachstum an und erhöhte die intrazellulären
SAH-Konzentrationen in Endothelzellen, aber nicht in vaskulären glatten Muskelzel-
len. Möglicherweise wird Hcy schneller durch die Membran in Endothelzellen transpor-
tiert [286]. Esse et al. induzierten HHcy in Ratten durch methioninreiche bzw. Vitamin
B-arme Diäten oder einer Kombination aus beiden Diäten. Die methioninreiche Diät
alleine hatte keinen Effekt auf die Konzentrationen von SAM und SAH. Die Vitamin
B-Defizienz senkte das SAM/SAH-Verhältnis in Leber und Herz. Die globale Protein-
Arginin-Methylierung war gewebsspezifisch gestört, ebenso die Histonargininmethylie-
rung im Gehirn [287]. Kim et al. untersuchten Sprague-Dawley-Ratten mit moderater
Folat-Defizienz. Niedrigere SAM- und erhöhte SAH-Konzentrationen gab es in der Le-
ber, die DNA-Methylierung in der Leber war jedoch unauffällig. Im Darm waren so-
wohl die Werte für SAM und SAH als auch die DNA-Methylierung normal, was mit an-
deren Studien übereinstimmte [288–291]. Auch in MTHFR-Knockout-Mäusen fanden
sich erhöhte Hcy-Werte im Blut und erhöhte SAH-Werte in der Leber, was die hepati-
sche DNA-Methylierung jedoch nicht veränderte [257]. CBS-Knockout-Mäuse mit HH-
cy zeigten erhöhte SAH-Konzentrationen in Leber, Nieren und Gehirn, Veränderungen
der SAM-Konzentration und der DNA-Methylierung variierten jedoch in verschiedenen
Geweben. In der Niere waren die Werte für SAM erhöht, die DNA aber hypomethy-
liert, im Gehirn war beides unauffällig [270]. Weder Folat- noch Vitamin B12-Mangel
führte in den von Chen et al. untersuchten Mäusen zu einer Veränderung der DNA-
Methylierung in allen untersuchten vaskulären Geweben [257]. Kinoshita et al. fan-
den globale Hcy-abhängige Veränderungen der DNA-Methylierung – sowohl Hypo- als
auch Hypermethylierungen einzelner CpGs – in Patienten mit Schizophrenie [292].
In einer Studie von Pogribny et al. an Ratten führte eine langanhaltende Diät ohne
one-carbon-Einheiten, die essentiell für den Tetrahydrofolatstoffwechsel sind, zu einer
globalen DNA-Hypermethylierung im Gehirn [293].
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Vermutlich werden in verschiedenen Geweben unterschiedliche Schutzmechanismen
verwendet, um die Auswirkungen von Enzymdefizienzen auf den Methioninstoffwech-
sel zu verringern. Beispielsweise können Leber und Nieren von MTHFR-Knockout-
Mäusen auch Betain als Methyldonor für die Synthese von Methionin/SAM verwenden
und so dessen Mangel mildern, da sie das Enzym BHM exprimieren, welches im Ge-
hirn nicht vorkommt [294]. Auch GNMT wird vor allem in der Leber exprimiert und seine
Expression wird bei einer methionininduzierten HHcy starkt hochreguliert [287].

Insgesamt zeigen die aufgeführten Beispiele, dass eine Veränderung der Konzentra-
tionen von SAM und SAH nicht zwingend zu einer Veränderung der DNA-Methylierung
führen muss, was erklären könnte, warum in der vorliegenden Arbeit nicht bei allen
Patienten Methylierungsveränderungen beobachtet werden konnten. Zudem scheinen
potentielle Auswirkungen von SAM und SAH-Veränderungen auf die DNA-Methylierung
sowohl Hypo- als auch Hypermethylierungen zu beinhalten und zudem gewebsspezi-
fisch aufzutreten. Von den AHCY-defizienten Patienten mit auffälligen Methylierungs-
veränderungen der DNA lagen für diese Arbeit ausschließlich Blutproben vor. Es wäre
daher von Interesse, weitere Gewebeproben auf aberrante DNA-Methylierung hin zu
untersuchen.

4.3 AHCY-Defizienz führt zu stochastischen Hyperme-

thylierungen geprägter Gene

Die genomweite Methylierungsanalyse von DNA AHCY-defizienter Patienten hat erge-
ben, dass die AHCY-Defizienz zu einer stochastischen DNA-Hypermethylierung führen
kann. Da geprägte Gene aufgrund ihrer strengen Regulation durch DNA-Methylierung
(vgl. 2.5) besonders interessante Gene bei der Untersuchung von aberranten Methy-
lierungsmustern sind, wurden die DMRs von sieben geprägten Genen (GTL2, H19,
LIT1, MEST, NESPAS, PEG3, SNRPN) und zwei repetitiven Elementen (Alu, LINE1) in
der DNA von sieben Patienten mit AHCY-Defizienz mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung
untersucht und die Ergebnisse mittels HRM-Analyse bestätigt. Bei drei Patienten wa-
ren jeweils drei bis sechs DMRs geprägter Gene hypermethyliert (vgl. 3.2.2). Dabei
waren die analysierten CpG-Stellen innerhalb derselben DMR gleichmäßig betroffen.
Die stochastische Hypermethylierung bezieht sich folglich – zumindest bei geprägten
DNA-Abschnitten – nicht auf einzelne CpG-Stellen, sondern auf zusammenhängende
geprägte Bereiche. Der Methylierungsstatus von CpG-Inseln wird schon lange als ein
Marker für die Methylierung der gesamten gDNA verwendet [295, 296]. Diese Heran-
gehensweise ist bei der AHCY-Defizienz nicht sinnvoll: Der gesamtgenomische Me-
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thylierungsstatus war bei den Patienten A und B erhöht, nicht jedoch bei Patient F.
Gleichzeitig wurden mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung hypermethylierte DMRs bei den
Patienten A und F, nicht jedoch bei Patient B gefunden. Eine aberrante Methylierung
geprägter DMRs könnte an der Ursache für die schlechte mentale und körperliche Ent-
wicklung der Patienten beteiligt sein. Für Methylierungsstörungen bei einigen gepräg-
ten Genen ist ein Zusammenhang mit syndromalen Entwicklungsstörungen bekannt
(vgl. 2.5.1).
Veränderungen der genomischen Prägung wurden in CBS-Knockout-Mäusen mit HHcy
(vgl. 4.2) als gewebsspezifisch beschrieben: In der Leber fand sich ein Verlust der
Prägung von Igf2. Die DMR von H19 war in der Leber hypomethyliert, in Gehirn und
Aorta dagegen hypermethyliert [297, 298]. Gewebsspezifische Unterschiede der DNA-
Methylierungsveränderungen können auch bei Patienten mit AHCY-Defizienz nicht aus-
geschlossen werden.
Die Methylierung von LINE1 gilt als repräsentativ für die gesamtgenomische Methylie-
rung [299] und die Bisulfit-Pyrosequenzierung von LINE1 wurde schon erfolgreich an
Geweben und Blutproben durchgeführt [300]. Die Bisulfit-Pyrosequenzierungsergeb-
nisse in der vorliegenden Arbeit zeigten jedoch für LINE1 (und Alu) bei keinem der
untersuchten Patienten einen auffälligen Methylierungsstatus im Vergleich zu gesun-
den Kontrollen. Die Methylierung von LINE1 kann bei der AHCY-Defizienz demnach
nicht als Indikator für die gesamtgenomische Methylierung herangezogen werden. Ge-
nerell ist dieser Ansatz bei kranken Zellen nicht ausreichend, denn schon bei Krank-
heiten wie papillärem Schilddrüsenkrebs, follikulären Adenomen und Karzinomen wur-
den globale DNA-Hypermethylierungen entdeckt, bei denen keine Korrelation mit der
LINE1-Methylierung bestand [226]. Wichtig ist auch, Patientenproben bei einer Studie
zur AHCY-Defizienz nicht zu poolen, da dadurch die stochastischen Veränderungen
einzelner Proben nicht mehr erkannt werden könnten. Jeder Patient muss einzeln mit
Kontrollproben verglichen werden. Die Kontrollen wiederum dürfen gepoolt werden.
Stochastische Effekte bedeuten auch, dass die Methylierung einzelner DMRs bzw. Be-
reiche der DNA nicht zu diagnostischen Zwecken für die AHCY-Defizienz herangezo-
gen werden können. Möglicherweise gibt es eine bei allen Patienten betroffene Region,
die jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht gefunden wurde. Daher bleibt die Sanger-
Sequenzierung des Gens AHCY das Mittel der Wahl, um eine AHCY-Defizienz mit
Sicherheit festzustellen.
Um neben den DMRs geprägter Gene weitere betroffene Bereiche des Genoms von
AHCY-defizienten Patienten zu identifizieren, wurde eine genomweite Array-Methylie-
rungsanalyse mit dem Infinium® HumanMethylation450 BeadChip (Illumina) durchge-
führt. Die Messwerte bestätigten die Ergebnisse der Bisulfit-Pyrosequenzierung trotz
hoher Messgenauigkeit jedoch nicht (vgl. 3.4). Bei detaillierter Analyse fiel auf, dass
die analysierten CpG-Stellen in Pyrosequenzierung und Array nicht bzw. nur teilwei-



KAPITEL 4. DISKUSSION 64

se deckungsgleich sind und der Array hauptsächlich CpGs innerhalb der kodieren-
den Regionen der untersuchten geprägten Gene abdeckt. Aufgrund der Diskrepanz
zwischen den Ergebnissen der Bisulfit-Pyrosequenzierung und des Arrays wurde als
dritte Methode die HRM-Analyse herangezogen, welche die Ergebnisse der Bisulfit-
Pyrosequenzierung bestätigte. Daher ist die Validität der Infinium-Arraymethode im
Rahmen dieser Arbeit in Frage zu stellen. Mit dieser Methode erzielte Ergebnisse sind
generell mit Vorsicht zu betrachten, da fast 14 % der Infinium-Sonden potentiell durch
Polymorphismen beeinflusst sein können [301], wobei über 4 % der Sonden direkt an
der zu messenden CpG-Stelle einen SNP beinhalten [302]. Chen et al. kritisierten zu-
sätzlich, dass nur ein Drittel der Sonden, die auf Cytosine außerhalb von CpG-Stellen
zielen, korrekt gemapped werden konnten. Zudem waren 6 % der Sonden kreuzreaktiv
und hybridisierten nicht mit der richtigen Zielsequenz [301].
Es wäre jedoch generell von Interesse, auch Cytosine außerhalb von DMRs und be-
kannten regulatorischen Sequenzen zu untersuchen, da sie die Aufrechterhaltung dif-
ferentieller Chromatinstrukturen für die Transkriptionsregulation beeinflussen können.
Jiang et al. und White et al. fanden durch die Verwendung verschiedener Restrikti-
onsendonukleoasen heraus, dass die Demethylierung bei Ratten mit HHcy bevorzugt
CCGG-Sequenzen statt CpG-Inseln betrifft [303, 304]. Untersuchungen von Kinoshita
et al. ergaben Hcy-abhängige Hypo- und Hypermethylierungen von CpG-Stellen in pe-
ripheren Leukozyten von Patienten mit Schizophrenie in allen Genbereichen, wobei nur
etwas mehr als die Hälfte der betroffenen CpGs in CpG-Inseln und deren flankierenden
Regionen zu finden war [292].
Eine weitere Methode, um größere DNA-Sequenzabschnitte auf Methylierung der ein-
zelnen CpGs zu untersuchen, wäre das Bisulfite Amplicon Sequencing, bei dem bisul-
fitkonvertierte DNA mittels Next Generation Sequencing (NGS) analysiert wird. Mit die-
ser Methode könnten z.B. die flankierenden Bereiche von DMRs noch in die Messung
miteinbezogen und die Ergebnisse der Bisulfit-Pyrosequenzierung nochmals bestätigt
werden. Diese Methode wurde hausintern etabliert, konnte jedoch aus Zeitgründen
nicht mehr innerhalb der vorliegenden Arbeit durchgeführt werden. Auch die genom-
weite Bisulfit-Sequenzierung wäre eine gute Möglichkeit zur weitergehenden Methy-
lierungsanalyse, da mit ihr theoretisch alle CpG-Stellen im Genom untersucht werden
können. Der Nachteil dieser Methode ist ein zufälliger Verlust vieler DNA-Fragmente
während der Bisulfitkonversion nach der Ligation der NGS-Adaptorsequenzen, sodass
in der Praxis nicht alle CpGs analysiert werden können. Derzeit gibt es neue Ansät-
ze, um diesen Verlust zu minimieren, indem die Bisulfitkonversion vor der Ligation der
NGS-Adaptersequenzen durchgeführt wird [305], die hohen Kosten und die Notwen-
digkeit einer komplizierten bioinformatischen Auswertung bleiben jedoch bestehen. Da-
her böte diese Methode die Möglichkeit, neben den geprägten Genen weitere „Kan-
didatenregionen“ im Genom zu finden, deren Methylierungsmuster durch die AHCY-
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Defizienz verändert sein könnten. Diese Regionen müssten anschließend mit anderen
Methoden (z.B. Bisulfit-Pyrosequenzierung oder Bisulfite Amplicon Sequencing) be-
stätigt werden.

4.4 Mögliche Ursachen der DNA-Hypermethylierung bei

AHCY-Defizienz

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die AHCY-Defizienz in Blutpro-
ben zu stochastischen Veränderungen der globalen DNA-Hypermethylierung und der
Hypermethylierung von DMRs geprägter Gene führt. Der Vergleich dieser Krankheit
mit anderen Krankheiten des Methioninstoffwechsels, bei denen die Konzentrationen
der Metaboliten SAM und SAH verändert sind (vgl. 4.2), liefert Anhaltspunkte für Er-
klärungsansätze dieses Phänomens. Zu beachten ist bei der AHCY-Defizienz, dass
die Menge der akkumulierten Metaboliten SAM und SAH um ein Vielfaches höher ist
als bei allen recherchierten Studien über Störungen des Methioninmetabolismus. In
diesen Studien waren die Mengen an SAH meist um das 2-10fache erhöht, bei den
Patienten mit AHCY-Defizienz sind sie dagegen bis zu 200fach erhöht (vgl. 5.1.1). Fu
et al. postulierten bereits im Jahr 2000, dass akkumuliertes SAH in Erythrozyten auf
verstärkte intrazelluläre Methylierungsreaktionen hinweisen könnte [285]. Jiang et al.
fütterten Ratten mit methioninarmen und methioninreichen Diäten, um HHcy mit un-
terschiedlichen Ausmaßen zu induzieren, und fanden heraus, dass sich der stärkste
Effekt auf die DNA-Methylierung und andere Faktoren bei der methioninarmen Gruppe
zeigte. Eine Verstärkung der induzierten HHcy schwächte den Effekt auf die DNA-
Methylierung ab [303]. Hcy inhibierte in klinisch relevanten Konzentrationen Wachstum
und Transkription von cyclin A in embryonalen Zellen, in denen außerdem SAH akku-
mulierte [286], in überphysiologischen Konzentrationen förderte es jedoch Proliferation
und cyclin A-Transkription in glatten Muskelzellen [306]. Die Umkehrung eines (mögli-
cherweise zelltypspezifischen) Effektes durch Konzentrationssteigerung eines Metabo-
liten ist demnach eine realistische Begebenheit und wäre eine plausible Erklärung für
die DNA-Hypermethylierung in Patienten mit AHCY-Defizienz. Zudem führt die AHCY-
Defizienz nicht zu einem Mangel an SAM, sondern zu einem Überschuss, bei dem
SAM bis zu 30fach angereichert wird (vgl. 5.1.1). Es kann spekuliert werden, dass
der Überschuss von SAM als Substrat von Methyltransferasen zu einer verstärkten
Aktivität von DNA-Methyltransferasen führt, was eine DNA-Hypermethylierung erklä-
ren würde. Es muss zudem berücksichtigt werden, dass nicht alle Methyltransferasen
gleich effizient von SAH inhibiert werden. In Säugern wurden bereits über 60 Methyl-
transferasen identifiziert, wobei ihre Anzahl vermutlich noch viel höher ist [232, 307].
Die Effizienz der Inhibierung durch SAH unterscheidet sich signifikant zwischen den
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verschiedenen Methyltransferasen und ist von der SAH-Konzentration, dem Verhält-
nis SAM/SAH und anderen Faktoren abhängig [196, 308]. Barić diskutierte aufgrund
der klinischen Symptomatik bereits zwei Kandidaten für eine starke Inhibierung bei
AHCY-Defizienz: Die Phosphatidylethanolamin-N-Methyltransferase synthetisiert Pho-
phatidylcholin, welches für Muskel, Leber und Myelin wichtig ist, die Protein-Arginin-
N-Methyltransferase methyliert das Myelin-Basische Protein, welches für den Aufbau
von Myelin essentiell ist (zusammengefasst in [235]). Eine 100fache Erhöhung der
SAH-Menge verringerte die Aktivität dieser Methyltransferase um 90 % [235, 309].
Bei einer Studie zu HHcy mit gesteigerter SAH-Konzentration war jedoch die Aktivi-
tät von DNMT1 nur um 30 % reduziert [310]. Eine weitere Studie ergab, dass eine
SAH-Akkumulation in humanen Endothelzellen einen stärkeren Effekt auf Argininreste
in Proteinen als auf die DNA hatte [311]. Eine Hypermethylierung mehrerer methyl-
transferaseabhängigen Methylgruppenakzeptoren trotz der vermuteten verminderten
Methylierungsfähigkeit der Zelle wurde auch als Teil des pathogenen Potentials der
GNMT-Defizienz (vgl. 4.2) vorgeschlagen [235]. Insgesamt ergeben sich damit deutli-
che Hinweise darauf, dass eine stochastische DNA-Hypermethylierung mit der Akku-
mulation von SAM und SAH plausibel in Verbindung gebracht werden kann. In vitro-
Studien mit verschiedenen Methyltransferasen und SAM/SAH-Konzentrationen könn-
ten darüber Aufschluss geben. Die gemessenen SAM/SAH-Konzentrationen der ana-
lysierten Patienten (vgl. 5.1.1) zeigen jedoch keine Korrelation mit der gemessenen
DNA-Methylierung, ebensowenig wie mit dem Schweregrad der Symptome. Welche
Faktoren bei diesen komplexen Zusammenhängen wichtige Rollen spielen, muss noch
erforscht werden.

Neben den unterschiedlichen Studien mit Ergebnissen zu DNA-Methylierungsverände-
rungen sind zwei Studien von Jiang et al. besonders interessant. Darin wurden durch
entsprechende Diäten HHcy in Sprague-Dawley-Ratten und Hypermethioninämie in
ApoE-Knockout-Mäusen induziert, die SAH-Menge im Blut der Tiere war daraufhin
um das 2-6fache erhöht. Jiang et al. untersuchten die DNA-Methylierung durch Ana-
lyse der repetitiven B1-Elemente und stellten eine Hypomethylierung fest. Sie postu-
lierten daraufhin, dass sich ein Großteil der gesamtgenomischen Hypomethylierung
durch den Verlust der Methylierung an diesen Elementen erklären ließe, da die repe-
titiven B1-Elemente etwa 45 % des Genoms umfassen und viele CpG-Methylierungen
beinhalten, die in postnatalen somatischen Geweben gefunden wurden [280, 303].
Die repetitiven B1-Elemente der Nagetiere sind mit den Alu-Elementen der Prima-
ten verwandt [312]. Die Alu-Elemente wiesen bei den analysierten AHCY-Patienten je-
doch keine Veränderung der Methylierung auf, ebensowenig wie die LINE1-Elemente
(vgl. 3.2.2). Dies erklärt noch nicht die gemessenen Hypermethylierungen mancher
AHCY-defizienten Patienten, könnte jedoch ein Hinweis darauf sein, warum in keiner
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Messung in der vorliegenden Arbeit eine globale Hypomethylierung der Patientenpro-
ben festgestellt werden konnte.

Die aberrante Hypermethylierung von DMRs geprägter Gene und des gesamten Ge-
noms lässt die Frage aufkommen, wann es in der Entwicklung der Zellen zu der Hy-
permethylierung kommen könnte. Generell sind gerade proliferierende Zellen anfäl-
lig für hypermethylierende Ereignisse, da sie aufgrund der hemimethylierten Strän-
ge während der Replikation eine geringe gesamtgenomische DNA-Methylierung auf-
weisen [313]. Dass die Methylierungsmuster der Gameten mit den mutierten AHCY -
Allelen bereits vor der Befruchtung aberrant sind, ist prinzipiell nicht auszuschließen. In
den späten Stadien der Gametogenese findet die genomische Prägung statt (vgl. 2.4.3):
Bereits zu diesem Zeitpunkt könnten Fehler auftreten, die zu einer Hypermethylierung
führen. In diesem Fall wäre eine Hyperaktivität von DNA-Methyltransferasen (DNMTs)
eine mögliche Erklärung. Nach der Befruchtung findet in der Zygote unter Beteiligung
der TET-Enzyme eine Demethylierung des Genoms statt, von der die untersuchten
gDMRs der geprägten Gene jedoch unberührt bleiben. Sollte hierbei ein Fehler auf-
treten, wären daher nicht die gDMRs, wohl aber das restliche Genom betroffen. Eine
genomweite Hypermethylierung wäre die Folge. Nach dem Blastozystenstadium steigt
die gesamtgenomische Methylierung wieder an, wobei eine hierbei entstehende Hy-
permethylierung wieder am ehesten auf die erhöhte Aktivität der DNMTs zurückzufüh-
ren wäre.
Über einen TET-Protein-vermittelten Effekt kann nur spekuliert werden, da die TET-
vermittelte Demethylierung des Genoms noch ein sehr junges Forschungsfeld ist. Ta-
kumi et al. fütterten Mäuse mit einer methioninreduzierten Diät und beobachteten ge-
steigerte Expressionen von Tet, Dnmt1 und Dnmt3a ohne eine parallele Reduktion von
5mC [314]. Auch eine Kombination aus aberranter TET- und DNMT-Regulation wäre
bei der AHCY-Defizienz als Erkärung möglich. Die Expression ebenso wie die Methy-
lierung der TET -Gene - ebenso wie die der DNMTs - könnten in einem Mausmodell mit
rezessiven AHCY -Mutationen in der frühen Embryonalentwicklung oder in reprogram-
mierten Zellen von Patienten mit AHCY-Defizienz untersucht werden, um Aufschlüsse
über eine Beteiligung von TET-Proteinen an der Hypermethylierung der DNA zu geben.
Bereits aus Untersuchungen an Krebsgewebe ist bekannt, dass die Methyltransfera-
seaktivität trotz genomweiter Hypomethylierung erhöht sein kann (zusammengefasst
in [303]). Eine Hyperaktivität von DNMTs wurde auch bereits im Zusammenhang mit
HHcy beschrieben. Bei Ratten führten erhöhten Hcy-Konzentrationen zu einer erhöh-
ten Aktivität von Dnmt3a und Dnmt3b [303]. Auch in einer Studie von Christman et al.
waren globale und genspezifische DNA-Hypomethylierungen von einer Steigerung der
DNA-Methyltransferaseaktivität begleitet [276, 277]. Hiltunen et al. untersuchten die
DNA-Methylierung bei atherosklerotischen Läsionen und fanden auch hier eine Kom-
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bination aus DNA-Hypomethylierung und hochregulierter DNMT1 [315]. Hcy veränder-
te die Genexpression in Schaumzellen durch Unterdrückung der Histondeacetylase-
und Steigerung der DNMT1-Aktivität [316]. Jiang et al. fanden zusätzlich zu einer Stei-
gerung der DNMT-Aktivität eine Abnahme des methyl-CpG binding domain protein 2
(MBD2), welches methylierte DNA binden und die Expression von Genen unterdrücken
kann [303]. In Endothelzellen reduzierte eine HHcy die Bindung des methyl CpG bin-
ding protein 2 (MECP2) und förderte die Bindung von acetyliertem H3 und H4 im Pro-
motor des cyclin A-Gens. Interessanterweise zeigte diese Studie eine Reduktion der
DNMT1-Aktivität von ungefähr 30 %, die Aktivität von DNMT3 war jedoch nicht beein-
trächtigt [310].
Die genannten Beispiele zeigen, dass Veränderungen im Methioninstoffwechsel zahl-
reiche Auswirkungen auf Faktoren haben können, die bei der DNA-Methylierung eine
Rolle spielen. Diese können als Kompensationsmechanismus interpretiert werden, um
genomische Methylierungsmuster trotz mangelnder Substrate für Methyltransferasen
oder deren Inhibierung aufrechtzuerhalten [303, 317]. Jiang et al. ordneten diesem
Kompensationsmechanismus eine weitere interessante Beobachtung zu: Die reduzier-
te Expression von AHCY bei Ratten mit induzierter HHcy [303]. Auch in den Fibroblas-
ten des Patienten G (vgl. 5.1.1) konnte eine verringerte Expression von AHCY festge-
stellt werden (vgl. 3.6.1). Dies führt zu einem möglichen Modell, bei dem die Mutatio-
nen in AHCY zunächst zu der bereits nachgewiesenen Reduktion der AHCY-Aktivität
führen (vgl. 2.7). Diese Veränderung führt in der Zelle möglicherweise zu den gleichen
Signalen, die bei der HHcy die Expression von AHCY herunterregulieren. Dieser „Teu-
felskreis“ wäre zudem eine weitere Erklärungsmöglichkeit für die übermäßig starke Ak-
kumulation von SAH und SAM bei der AHCY-Defizienz, da dadurch der negative Effekt
der AHCY-Defizienz auf die Aktivität von AHCY noch zusätzlich verstärkt würde. Eine
andere, vielleicht näherliegende Möglichkeit wäre eine Reduktion der Methylierung der
AHCY -mRNA aufgrund des allgemein reduzierten RNA-Methylierungspotentials der
Zelle (vgl. 4.2), sodass AHCY zwar exprimiert, aber nur in geringen Mengen trans-
latiert würde. Dieser Effekt könnte auch bei den eben genannten Signalen enthalten
sein. Expressionsstudien von Proteinen wie DNMTs und TETs, RNA-Untersuchungen
und Analysen möglicher Veränderungen von Histonmodifikationen, sowie Enhancer-
und Transkriptionfaktoren-betreffende Methylierungsveränderungen in den Fibroblas-
ten mit AHCY-Defizienz könnten in naher Zukunft weiterführende Argumente für oder
gegen die genannten Vermutungen liefern und Ansatzpunkte für weitere Modellvor-
schläge aufdecken.
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4.5 Diät-induzierte Methylierungsveränderungen bei

AHCY-Defizienz und anderen Erkankungen

Der Zustand von Patienten mit Störungen des Methioninmetabolismus durch GNMT-
Defizienz, CBS-Defizienz und MAT-Defizienz (vgl. 4.2) lässt sich durch Diäten mit Me-
thioninrestriktion bzw. -zugabe verbessern (zusammengefasst in [235]). Barić et al.
konnten zudem während der Therapie der Patienten A und B (vgl. 5.1.1) mit einer
methioninarmen und kreatin- und phosphatidylcholinreichen Diät, die die Mengen von
akkumuliertem SAH reduzierte, eine leichte Tendenz zur Verringerung der aberranten
Hypermethylierung beobachten [204]. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Methylie-
rungsveränderungen der DNA bei AHCY-Defizienz dynamisch und eventuell reversi-
bel sind. Bei einer Methyldefizienz wurde die Aufhebung aberranter DNA-Methylierung
bereits gezeigt: Pogribny et al. fütterten Ratten 9-36 Wochen lang mit einer methyl-
defizienten und anschließend wieder mit einer normal methylhaltigen Diät. Die methyl-
defiziente Diät führte zu einer niedrigeren Konzentration von SAM, einem niedrigeren
SAM/SAH-Verhältnis und globaler DNA-Hypomethylierung. Die Zugabe des methylhal-
tigen Futters konnte die Ausgangskonzentration von SAM wiederherstellen. Die DNA-
Methylierung normalisierte sich jedoch nur in der Gruppe, die die methyl-defiziente Diät
neun Wochen lang erhalten hatte. Bei längerer Diät konnte die DNA-Hypomethylierung
nicht wieder aufgehoben werden [266]. Möglicherweise verändert sich der aberrante
Methylierungsstatus einzelner CpGs, Bereiche von Genen oder des gesamten Ge-
noms dynamisch und zumindest teilweise reversibel während des gesamten Lebens
des Patienten. Es wäre äußerst interessant, Proben derselben Patienten mit einer im
Rahmen dieser Arbeit gemessenen DNA-Hypermethylierung nach einer symptomver-
bessernden Diät zu analysieren, um eventuelle Methylierungsveränderungen festzu-
stellen.

4.6 Zelllinien als Modell für die AHCY-Defizienz

Zelllinien liefern ein vergleichsweise leicht zu handhabendes Modell zur Simulation
und Erforschung humaner genetischer Krankheiten. Im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit wurden HEK293- und HepG2-Zelllinien mit AHCY -Knockdown auf Veränderungen
der DNA-Methylierung hin untersucht, um eine in diesem Punkt mögliche Vergleich-
barkeit mit AHCY-defizienten Patienten zu erschließen. Eine Anreicherung der Meta-
boliten SAM und SAH in den Zelllinien wurde im Vorfeld bestätigt. Zusätzlich konnten
von einem Patienten mit AHCY-Defizienz während dieser Arbeit erstmals Fibroblas-
ten in den USA entnommen und dort sowie in Mainz kultiviert werden. Ihre DNA-
Methylierungswerte der analysierten DMRs entsprachen den Werten der Blutprobe
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des Patienten, welche jedoch unauffällig waren (vgl. 3.6.1).
Bisherige Studien haben gezeigt, dass sich HEK293- und HepG2-Zellen bezüglich ih-
rer AHCY-Aktivität deutlich unterscheiden. HepG2-Zellen zeigen eine 3mal so hohe
AHCY-Aktivität wie HEK293-Zellen [318]. Das SAM/SAH-Verhältnis variiert generell
in verschiedenen Glioblastom- und Hepatom-Zelllinien stark, wobei die Konzentrati-
on von SAM vergleichbar bleibt [258]. Dabei sind SAM/SAH-Verhältniswerte von 5 bis
80 mit physiologischen Zellfunktionen vereinbar (zusammengefasst in [318]). HEK293-
Zellen beinhalten - verglichen mit anderen Zelllinien - bereits im Wildtyp-Zustand hohe
intrazelluläre SAH-Konzentrationen und ein niedriges SAM/SAH-Verhältnis (ungefähr
7) [318], wohingegen HepG2-Zellen ein hohes SAM/SAH-Verhältnis von >50 aufwei-
sen [200, 318, 319]. Die DNA von HepG2- und HEK293-Zelllinien ist unter physiologi-
schen Bedingungen vergleichbar stark methyliert [258].
Hermes et al. untersuchten HEK293-Zellen, die AHCY stabil überexprimieren. Dabei
blieb die SAM-Konzentration unverändert. Eine 2-10fache Überexpression resultierte
in einer verminderten SAH-Konzentration und erhöhter Adenosin-Konzentration. Eine
16fache Überexpression erhöhte sowohl die Adenosin- als auch die SAH-Konzentration
und veränderte die Zellmorphologie. Die globale DNA-Methylierung blieb unverändert.
Eine 2-5fach gesteigerte AHCY-Aktivität konnte von den Zellen toleriert werden, stär-
kere Aktivitäten führten zu adenosininduzierter Apoptose. Gleichzeitig führte eine er-
höhte AHCY-Aktivität zu keiner Veränderung der Transmethylierungsaktivität der Zel-
le [320]. Die Inhibierung von AHCY in HepG2-Zellen führte zur intrazellulären Akku-
mulation von SAH (das SAM/SAH-Verhältnis sank bei Hermes et al. auf <2 [200]),
einer Reduktion der mRNA-Methylierung und einer Verringerung der Protein-Arginin-
Methylierung [200, 321]. Die globale DNA-Methylierung blieb unverändert [200, 258].
Bezüglich der Unterschiede in der Regulation des Methioninmetabolismus zwischen
den beiden Zelllinien sei noch als Beispiel erwähnt, dass das Enzym GNMT (vgl. 4.2)
in HepG2-Zellen eine antiproliferierende Wirkung zeigt, wohingegen HEK293-Zellen
resistent gegen dessen cytotoxische Wirkung sind [322]. Unterschiede in der Regu-
lation des Methioninstoffwechsels müssen demnach bei der experimentellen Nutzung
der verschiedenen Zelllinien als Modelle für die AHCY-Defizienz berücksichtigt werden.

Die Messungen der DNA-Methylierung von neun DMRs (GTL2, H19, LIT1, MEST,
NESPAS, PEG3, SNRPN, Alu, LINE1) mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung ergaben so-
wohl in HEK293- als auch in HepG2-Zelllinien mit AHCY -Knockdown moderat bis
stark aberrante Hypomethylierungen verschiedener DMRs im Vergleich zu Wildtyp-
Kontrollen. Dabei zeigte jede HEK293-Zelllinie Aberrationen in drei bis fünf, jede HepG2-
Zelllinie dagegen in zwei bis drei DMRs. Bei letzteren war dabei immer die DMR von
LINE1 moderat aberrant hypomethyliert, zudem wies die DMR von GTL2 mit nur einer
Ausnahme moderat bis stark aberrante Hypomethylierungen auf. Somit weisen sowohl
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HEK293- als auch HepG2-Zellen mit AHCY -Knockdown ebenso wie die analyiserten
Patienten mit AHCY-Defizienz stochastische Methylierungsveränderungen auf. Aller-
dings sind dies bei den Patienten ausschließlich Hyper-, bei den Zelllinien hauptsäch-
lich Hypomethylierungen. LINE1 war bei den Patienten unauffällig, bei den HepG2-
Zelllinien immer betroffen. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass beide
Zelllinien trotz Beeinflussbarkeit bezüglich der SAM- und SAH-Anreicherung im Hin-
blick auf die DNA-Methylierung nicht mit AHCY-defizienten Patienten vergleichbar sind.
Neben den oben genannten physiologischen Unterschieden bezüglich der Metaboliten
des Methioninstoffwechsels zwischen den einzelnen Zelllinien führen Unterschiede in
der Knockdown-Effizienz zu unterschiedlich starken Veränderungen des SAM/SAH-
Verhältnisses. Dadurch eröffnen sie die Möglichkeit, unterschiedlich starke Anreiche-
rungen der Metaboliten analog der Patientenwerte zu simulieren. Dementsprechend
muss eine Zelllinie für einen Vergleich allerdings sorgsam ausgewählt werden. Kei-
ne der untersuchten HepG2-Zelllinien wies eine Steigerung der SAH-Konzentration
von mehr als das ungefähr 18fache auf (persönliche Mitteilung von Dr. Oliver Vugrek
(vgl. 5.1.2); für die HEK293-Zelllinien lagen keine Informationen vor). Möglicherweise
hat auch das Knockdown-Kontrukt selbst weitere Effekte als nur die Reprimierung der
AHCY-Produktion. Zudem führen die unterschiedlichen Mutationen der Patienten zu ei-
ner unterschiedlich starken Beeinträchtigung des Enzyms AHCY, was bei Experimen-
ten mit dem gleichen Knockdown-Konstrukt nicht berücksichtigt wird. Die erst kürzlich
geglückte Gewinnung und Kultivierung von Fibroblasten eines Patienten mit AHCY-
Defizienz eröffnen neue und wohl bessere Möglichkeiten, diese Krankheit im Labor
zu modellieren und zu erforschen, sodass die Knockdown-Experimente von Modell-
Zelllinien aufgrund des Aufwands und der mit ihnen verbundenen Interpretationspro-
bleme in Zukunft eine eher ergänzende Rolle einnehmen können.

4.7 Ausblick

Die geschätzte Anzahl von Patienten mit AHCY-Defizienz ist deutlich höher als die An-
zahl bereits beschriebener Patienten [235]. Zudem hat die AHCY-Defizienz das Poten-
tial, eine Modellkrankheit für die humane Epigenomforschung darzustellen. Um wei-
tere Patienten zu finden, könnte die Analyse der AHCY -Sequenz in Routinediagno-
stiken aufgenommen werden. Barić schlug bereits vor, Patienten mit unerklärlichen
neurologischen Symptomen, möglicher MAT I/III-Defizienz, erhöhten Werten von Ami-
notransferasen und Hepatomegalie, unerklärlicher Myopathie und erhöhten Kreatin-
kinasewerten routinemäßig auf AHCY-Defizienz zu untersuchen [235]. Ein weiterer
Vorschlag wäre die Aufnahme von AHCY ins Kingsmore-Panel, einem NGS-Test für
Mutationen, die ursächlich für seltene, rezessive Krankheiten, geistige Behinderung
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und verwandte Störungen sein können und bereits hausintern zu diagnostischen Zwe-
cken zum Einsatz kommt. AHCY -Mutationen werden zudem in naher Zukunft auch im
Rahmen der Exom-Sequenzierung als Routinediagnostik erfasst werden können. In
manchen Ländern kommt diese Methode bereits zu routinediagnostischen Zwecken
zum Einsatz. Generell bieten Sequenzierungen bisulfitkonvertierter DNA mittels NGS
gute Möglichkeiten für weiterführende Analysen, um neben den geprägten Genen wei-
tere betroffene Genregionen zu identifizieren, deren Methylierungsmuster durch die
AHCY-Defizienz verändert sein könnte.
Von bereits erfassten AHCY-defizienten Patienten lagen für bisherige DNA-Untersu-
chungen ausschließlich Blutproben vor, erst kürzlich konnten Fibroblasten eines Pati-
enten kultiviert werden. Es wäre von großem Interesse, verschiedene Gewebetypen
der Patienten auf mögliche Veränderungen der DNA-Methylierung sowie der Akkumu-
lation der Metaboliten SAM und SAH hin zu untersuchen. Weiterhin besteht der Ver-
dacht, dass sich diese Veränderungen durch Therapie mit methioninreduzierten Diäten
mildern lassen könnten. Für eine Bestätigung wären Proben derselben Patienten vor
Diätbeginn und nach mehreren zeitlichen Abständen mit paralleler Beobachtung der
Symptomveränderungen nötig. Derartige Untersuchungen wären auch für andere ähn-
liche genetische Krankheiten, die zu Veränderungen des Methioninmetabolismus füh-
ren, interessant. Ebenso könnten in diesem Rahmen Expressionsstudien von AHCY
und weiterer Proteine wie z.B. DNMTs durchgeführt und verglichen werden.
Bisher gibt es noch kein Mausmodell mit spezifischer Veränderung der AHCY -Sequenz.
Eine gezielte Einführung der in Patienten gefundenen Mutationen in Mäuse und auch
Zellkulturen würde eine gute Vergleichbarkeit mit der realen Symptomatik der Patien-
ten mit sich bringen. Im Mausmodell könnte der Einfluss dieser Mutationen auf die Em-
bryonalentwicklung untersucht werden und Hinweise auf die zeitliche Entstehung der
aberranten DNA-Methylierungsmuster geben. Zellkulturen mit patientenspezifischen
Mutationen könnten die AHCY-Defizienz besser modellieren als die bisherigen Zell-
kulturen mit einem allgemeinen AHCY -Knockdown. Die Reprogrammierung der be-
reits gewonnen Fibroblasten und anderer Zellen von Patienten mit AHCY-Defizienz zu
induzierten pluripotenten Stammzellen könnte die Möglichkeit bieten, weitere Gewe-
betypen nachzuzüchten und somit auch sensible Gewebe wie z.B. Gehirn- und Ner-
venzellen auf Einflüsse der AHCY-Defizienz hin zu untersuchen. Diese Zellen würden
die größtmögliche Vergleichbarkeit mit den Patienten bieten. In Modellen ließen sich
auch gut Expressionsstudien durchführen und der Einfluss der genannten Diäten si-
mulieren. Weitere genetische Analysen könnten Aufschluss bezüglich einer möglichen
Allelspezifität der Methylierungsveränderungen geben und Cytosine außerhalb der in
dieser Arbeit untersuchten Regionen in Methylierungsanalysen miteinbeziehen. Des-
weiteren wären biochemische Analysen der unterschiedlichen Grade an Inhibierung
von Methyltransferasen durch SAH aufschlussreich.



5. Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Patientenkollektiv und Kontrollen

Das Patientenkollektiv umfasste sieben Personen aus Kroatien (Patienten A-D und F)
bzw. den USA (Patienten E und G) mit bekannten Mutationen im AHCY -Gen. Infor-
mationen über die Patienten sind in Tabelle 5.1 aufgelistet. Die DNA wurde in den
Arbeitsgruppen von S. H. Mudd (Laboratory of Molecular Biology, National Institute of
Mental Health, Bethesda, MD 20892, USA) und N. R. M. Buist (Departments of Pe-
diatrics and Medical Genetics, Oregon Health and Science University, Portland, OR
97225, USA) aus Blut isoliert und teilweise in TE-Puffer gelöst, teilweise lyophilisiert
verschickt. Nach Ankunft wurde die DNA bei -20 °C aufbewahrt. Die DNA der Kon-
trollpersonen (vgl. Tab. 5.2) wurde den Patientenproben entsprechend verarbeitet und
aufbewahrt.

Patient Alter bei Blut- Alter bei Diät- Mutationen Steig. Steig. Beschreibende
(Geschl.) entnahme Beginn SAH-

Konz.
SAM-
Konz.

Publikationen

A (m) 1 Jahr >1 Jahr 150x 30x
Barić et al. 2004 und
2005 [203, 204]

B (m) neonatal <0,5 Jahre c.428A>G; p.Y143C (pat) 5x 1,6x Barić et al. 2005 [204]

C (m) neonatal <0,5 Jahre c.336G>A; p.W112X (mat) 6,5x 1,8x
Ćuk et al. 2007 (Pos-
ter) [205]

D (w) 1 Monat <0,5 Jahre - - unveröffentlicht

E (m) 26 Jahre 5 Monate
c.428A>G; p.Y143C (pat)
c.266C>T; p.A89V (de novo)

55x - Buist et al. 2006 [209]

F (w) 14 Tage -
c.145C>T; p.R49C (pat)
c.257A>G; p.D86G (mat)

- - Vugrek et al. 2009 [208]

G (w) >1,5 Jahre -
c.T982G; p.Tyr328Asp (pat)
c.A428G; p.Tyr143Cys (mat)

200x - unveröffentlicht

Tabelle 5.1: Patientenkollektiv
Untersuchte Patienten mit AHCY -Defizienz. Die Patienten A-D sind Geschwister. Patient F verstarb im
Alter von drei Monaten.
Geschl.=Geschlecht, Konz.=Konzentration (im Blut), m=männlich, mat=maternal, pat=paternal,
Steig.=Steigerung, w=weiblich, -=hierfür lagen keine Daten vor

73
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Kontrolle Alter bei Blut- Herkunft Bemerkung

(Geschlecht) entnahme

H (m) 45 Jahre Deutschland hausintern

I (w) neonatal Deutschland hausintern

J (m) neonatal Deutschland hausintern

K (m) 23 Jahre Deutschland hausintern

L (w) - USA Mutter von Patient G,
Probe erhalten von der AG Mudd

M (m) - USA Vater von Patient G,
Probe erhalten von der AG Mudd

N (-) - Kroatien Probe erhalten von der AG Vugrek (vgl. 5.1.2)

O (-) - Kroatien Probe erhalten von der AG Vugrek (vgl. 5.1.2)

Tabelle 5.2: Humane Kontrollproben
Verwendete humane Kontrollblutproben mit Informationen - soweit vorhanden - über Geschlecht, Her-
kunft und Alter bei Blutentnahme.

5.1.2 HEK293- und HepG2-Zelllinien

HEK293- und HepG2-Zelllinien mit AHCY -Knockdown und Kontroll-Zelllinien ohne Knock-
down wurden in der AG von Dr. Oliver Vugrek (Rud̄er Bošković Institute, Division of
Molecular Medicine, Bijenička 54, 10000 Zagreb, Croatia) generiert und kultiviert. Die
DNA wurde nach Isolation aus den Zellen in TE-Puffer gelöst, auf Trockeneis verschickt
und nach Ankunft bei -20 °C gelagert.

5.1.3 Humane Fibroblasten

Humane Fibroblasten des Patienten G (vgl. 5.1.1) wurden in der AG von S. H. Mudd
(Laboratory of Molecular Biology, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD
20892, USA) aus einer Hautbiopsie kultiviert, als Pellet (Passage 1) auf Trockeneis
verschickt und nach ihrer Ankunft in flüssigem Stickstoff gelagert. Die Zellen wurden
bis einschließlich Passage 8 kultiviert (vgl. 5.9).
Humane Kontrollfibroblasten (Passagen 3 und 4) stammen aus der AG von Dr. Oliver
Vugrek (Rud̄er Bošković Institute, Division of Molecular Medicine, Bijenička 54, 10000
Zagreb, Croatia) und wurden parallel zu den Patientenfibroblasten bis einschließlich
Passage 6 kultiviert.
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5.1.4 Geräte

Gelkammern und Kämme Peqlab, Erlangen

iScan-System Illumina, Eindhoven (Holland)

Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss, Oberkochen

Mikroskop EVOS XL Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Mikrotiterplattenlesegerät Safire Tecan, Crailsheim

Pyrosequenzierer PyroMark Q96 ID Qiagen, Hilden

qPCR-Thermocycler C1000 Thermal Cy-
cler mit CFX96 Real-Time System

Bio-Rad, München

qPCR-Thermocycler StepOnePlus Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Schüttler vortex-genie 2 Scientific Industries, New York (USA)

Spannungsgerät peqPOWER E300 Peqlab, Erlangen

Spektrometer NanoDrop ND-2000 Peqlab, Erlangen

Thermocycler DNA Engine Tetrad 2 Bio-Rad, München

Thermocycler peqstar Peqlab, Erlangen

Transilluminator Gel iX Imager Intas, Göttingen

Vacuum Prep Worktable Biotage, Uppsala (Schweden)

Waage 770-12 Kern, Balingen

Waage CP2202S-OCE Sartorius, Göttingen

Wasserbad VWB 26 VWR, Darmstadt

Werkbank HS18 Kendro Laboratory Products, Hanau

Zell-Inkubator CO2 Incubators CB 210 Binder, Tuttlingen

Zentrifuge Biofuge fresco Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Zentrifuge Heraeus Megafuge 16R Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

5.1.5 Puffer und Medien

Alle Lösungen wurden – sofern nicht anders beschrieben – mit Reinstwasser herge-
stellt.
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DNA-Ladepuffer 20 % Glycerine
0,01 % Orange G powder
10 mM TRIS pH 7,5

Pyro-Denaturierungspuffer 200 mM NaOH

Pyro-Waschpuffer 10mM TRIS
pH wird mit Essigsäure auf 7,6 einge-
stellt

TAE-Puffer 40 mM TRIS
1 mM EDTA
20 mM Essigsäure

TE-Puffer 10 mM Tris
1 mM EDTA
pH wird mit Salzsäure auf 8,0 eingestellt

Zellmedium 10 % FBS
50.000 U Penicillin-Streptomycin
in DMEM

Zell-Gefriermedium 10 % DMSO
in FBS

Fertig gekaufte Puffer und Medien sind bei 5.1.12 aufgeführt.

5.1.6 DNA-Standards

GeneRuler 100 bp DNA ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
GeneRuler 1 kb DNA ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

5.1.7 Kits

EpiTect Bisulfite Kit Qiagen, Hilden

MethylFlash™ Methylated DNA Quantifi-
cation Kit

Epigentek, Farmingdale (USA)

Rneasy Mini Kit Qiagen, Hilden

SuperScript® III First-Strand Synthesis
Systems

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
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5.1.8 Enzyme

DNA-Polymerase FastStart High Fidelity
PCR System, dNTPack

Roche, Mannheim

DNAse I Agilent Technologies, Waldbronn

Proteinkinase K PerkinElmer, Rodgau

5.1.9 Primer/synthetische Oligonukleotide

Alle synthetischen Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim)
hergestellt.

5.1.9.1 Primer für QUASEP- und qPCR-Expressionsanalyse

Gen Primer Sequenz 5’-3’ bridging Produkt-
länge [bp]

AHCY For ATTCCGGTGTATGCCTGGAAG Exon 3-4 161

Rev* GATGCCTCGGATGCCTGG Exon 4-5

Seq CTCATCCACACCAAGT

TBP QuantiTect Primer Assay, HS_TBP_1_SG (Qiagen, Hilden)

RNN18S QuantiTect Primer Assay, HS_RNN18S_1_SG (Qiagen, Hilden)

*biotinyliert

5.1.9.2 Primer für Bisulfit-Pyrosequenzierung und HRM-Analyse

Gen Primer Sequenz 5’-3’ Produkt-
länge
[bp]

Lokalisation

Alu Linker GGGACACCGCTGATCGTATA- - viele
For TTTTTATTAAAAATATAAAAATTAGT Amplikons
Rev CCAAACTAAAATACAATAA

Uni* GGGACACCGCTGATCGTATA

Seq AATAACTAAAATTACAAAC

GTL2 For AGGGTTAGGAAGTTTAGTAGGTTA 150 Chr. 14:
Rev* ACTACTCCTTAAACAAAAAAACACATAAT 101275645-
Seq GTAGTAAATTAAAGTGTATTAGAGA 101275795
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H19 Out For TTTTTGGTAGGTATAGAGTT

Out Rev AAACCATAACACTAAAACCC

In For* TGGGTATTTTTGGAGGTTTTTTT 216 Chr.11:
In Rev ATAAATATCCTATTCCCAAATAA 1999845-
Seq ATATATAAACCTACACTACC 2000061

LINE1 For TTTTGAGTTAGGTGTGGGATA - viele
Rev* CTCACTAAAAAATACCAAACAA Amplikons
Seq GTTAGGTGTGGGATATAGTT

LIT1 For AATTAGTAGGTGGGGGG 122 Chr. 11:
Rev* CTAAAAAACTCCCTAAAAATC 2721175-
Seq GGGGGTAGTYGGAG 2721297

MEST For* TYGTTGTTGGTTAGTTTTGTAYGGTT 216 Chr. 7:
Rev CCCAAAAACAACCCCAACTC 130132069-
Seq AAAACAACCCCAACTC 130132285

NESPAS For* GATGAAGGGGTGGTTAGTA 229 Chr. 20
Rev CCAAAAATACCTTCTTAACCTTAA 58854960-
Seq TAAACTAAAAACTCTCAAAT 58855189

PEG3 For GGTGTAGAAGTTTGGGTAGTTG 153 Chr. 19:
Rev* CTCACCTCACCTCAATACTAC 57351944-
Seq TGTTTATTTTGGGTTGGT 57352097

SNRPN For* AGGGAGTTGGGATTTTTGTATT 237 Chr. 15
Rev CCCAAACTATCTCTTAAAAAAAAC 25200012-
Seq1 ACACAACTAACCTTACCC 25200249
Seq2 CCAACCTACCTCTAC

*biotinyliert
Lokalisation entsprechend Ensembl Vers. 76
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5.1.10 PCR-Programme

5.1.10.1 Programme für die Standard-PCR

Alu 96 °C 5 min, 40x (96 °C 45 s, 43 °C 30 s, 72 °C 60 s), 72 °C 10 min, 4 °C
GTL2 96 °C 5 min, 40x (95 °C 30 s, 60 °C 30 s, 72 °C 45 s), 72 °C 7 min, 4 °C
H19 (Out) 96 °C 4 min, 35x (95 °C 30 s, 49 °C 30 s, 72 °C 45 s), 72 °C 10 min, 4 °C
H19 (In) 96 °C 4 min, 33x (95 °C 30 s, 55 °C 30 s, 72 °C 45 s), 72 °C 10 min, 4 °C
LINE1 95 °C 5 min, 40x (95 °C 30 s, 50 °C 30 s, 72 °C 30 s), 72 °C 10 min, 4 °C
LIT1 95 °C 5 min, 40x (95 °C 30 s, 55 °C 30 s, 72 °C 45 s), 72 °C 10 min, 4 °C
MEST 96 °C 5 min, 40x (95 °C 30 s, 60 °C 30 s, 72 °C 45 s), 72 °C 7 min, 4 °C
NESPAS 96 °C 5 min, 37x (95 °C 30 s, 51 °C 30 s, 72 °C 45 s), 72 °C 7 min, 4 °C
PEG3 96 °C 5 min, 38x (95 °C 30 s, 57 °C 30 s, 72 °C 45 s), 72 °C 10 min, 4 °C
SNRPN 96 °C 5 min, 35x (95 °C 30 s, 58 °C 30 s, 72 °C 45 s), 72 °C 7 min, 4 °C

5.1.10.2 Programme für die HRM-Analyse

95 °C 2 min, 45x (95 °C 10 s, (*) °C 30 s, 72 °C 15 s), 95 °C 30 s, 60 °C 1 min, 65°C
10 s mit schrittweiser Erhöhung um 0,2 °C bis 90 °C.
(*) MEST 58 °C, H19 56 °C, LIT1 58 °C, PEG3 60 °C, SNRPN 58 °C

5.1.11 Assays für die Bisulfit-Pyrosequenzierung

Gen sequence to analyze Anzahl
CpGs

Alu RTCRTCRCCACCA 3
GTL2 ATYGYGGGTAAATGGYGAATYGYGGGTTAT 5
H19 RCCRCRCRACCAC 3
LINE1 TYGATTTTTTAGGT 1
LIT1 YGTTGTYGTAG 2
MEST RAACACRAACACACAATCCTCCRCTCRCCTACRCC 5
PEG3 GGYGTYGTYGGGTGT 3
SNRPN (1) RCTCCATCRCRTCAC 3
SNRPN (2) RACCRCRCARACRTACTT 3
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5.1.12 Chemikalien

Agarose StarPure AGAROSE Low
EEO Standard > 1Kb

Starlab, Hamburg

Annealing buffer Qiagen, Hilden

β-Mercaptoethanol Thermo Fisher Scientific (Life Technologies),
Waltham (USA)

Binding buffer Qiagen, Hilden

Cell Lysis Solution Qiagen, Hilden

DMEM Sigma-Aldrich, Steinheim

DMSO Carl Roth, Karlsruhe

EDTA - Dinatriumsalt - Dihydrate Applichem, Darmstadt

Elution Buffer Qiagen, Hilden

Essigsäure Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromid 1 % Carl Roth, Karlsruhe

FBS Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

HPLC-Wasser Carl Roth, Karlsruhe

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid Carl Roth, Karlsruhe

Orange G (powder) Sigma-Aldrich, Steinheim

PBS Carl Roth, Karlsruhe

Penicillin-Streptomycin Thermo Fisher Scientific, Waltham, (USA)

Precision Melt Supermix Bio-Rad, München

Protein Precipitation Solution Qiagen, Hilden

PyroMark Gold Q96 Reagents Qiagen, Hilden

QuantiTect SYBR® Green Qiagen, Hilden

Reinstwasser Braun, Melsungen

Streptavidin-Sepharose-Beads GE Healthcare, Uppsala (Schweden)

TRIS (PUFFERAN®) Carl Roth, Karlsruhe

Trypsin Thermo Fisher Scientific (Life Technologies),
Waltham (USA)
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5.1.13 Software

EVOS XL Cell Imaging System Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Intas Capture Intas, Göttingen

Nanodrop 2000/2000c Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Precision Melt Analysis 1.2 Bio-Rad, München

PyroMark CpG Software 1.0.11 Qiagen, Hilden

PyroMark ID 1.0 Biotage, Uppsala (Schweden)

StepOne Software 2.3 Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

XFluor 4.50 Tecan, Crailsheim
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5.1.14 Material

Falcons Greiner Bio-One, Frickenhausen

Gefrierbehälter CoolCell LX Container Biocision, Larkspur (USA)

Infinium® HumanMethylation450 Bead-
Chip

Illumina, Eindhoven (Holland)

Kartusche PyroMark Q96 Cartridge Qiagen, Hilden

Klebefolien Adhesive Sealing Sheets für
Pyrosequenzierung

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Kryoröhrchens Thermo Fisher Scientific

Pipettboy accu-jet pro Braun, Melsungen

Pipetten 0,2-1000 µl HTL, Warschau (Polen)

Pipetten 5 ml Cellstar Greiner-Bio-One, Frickenhausen

Pipettenspitzen mit Filter Starlab, Hamburg

Pipettenspitzen ohne Filter Starlab, Hamburg

Reaktionsgefäße 0,2 ml Kisker, Steinfurt

Reaktionsgefäße 1,5 ml Sarsted, Nümbrechtt

Einweg-Skalpelle Feather, Osaka (Japan)

96 Well-Platten 4titude Ltd., Berlin

96 Well-Platten PyroMark Q96 Plate Low
für Pyrosequenzierung

Qiagen, Hilden

96 Well-Platten für qPCR Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Zellkulturflaschen 40 ml Cellstar Greiner Bio-One, Frickenhausen
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5.2 Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA- und RNA-Fragmenten entsprechend ihrer Größe erfolgte
durch horizontale Gelelektrophorese, wobei je nach erwarteter Fragmentgröße 1,5-2
prozentige Agarosegele mit 0,25 % Ethidiumbromidlösung (Roth) in 1x TAE-Laufpuffer
verwendet wurden. Die Proben wurden mit 1/6 Vol DNA-Ladepuffer versetzt und bei
einer konstanten Spannung von 80-120 V elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Bestim-
mung der Fragmentgrößen wurden entsprechende DNA-Standards (Thermo Fisher
Scientific) verwendet. Anschließend wurden die Gele im Gel iX Imager (Intas) mit der
Software Intas Capture unter UV-Licht fotografiert.

5.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren

Die Konzentration von DNA- und RNA-Proben wurde mit dem NanoDrop ND-2000
(Peqlab) photometrisch bestimmt und durch die Software Nanodrop 2000/2000c aus-
gegeben.

5.4 Bisulfitkonversion

Bei der Bisulfitkonversion von DNA wird unmethyliertes Cytosin in Uracil umgewan-
delt, nicht jedoch methyliertes Cytosin. Diese Behandlung führt damit zur Übersetzung
einer epigenetischen Information in einen Primärsequenzunterschied und erlaubt da-
mit eine Unterscheidung zwischen methylierten und unmethylierten Cytosinen mittels
DNA-Sequenzierung.
Die Bisulfitkonversion wurde mit Hilfe des EpiTect Bisulfite Kits (Qiagen) nach Anga-
ben des Herstellers (Stand: September 2009) durchgeführt. Dabei wurden zu Beginn,
wenn möglich, 500 ng DNA eingesetzt. War dafür nicht genug DNA vorhanden, so
wurden zumindest 90 ng (oder mehr) verwendet. Die bisulfitkonvertierte DNA wurde in
insgesamt 40 µl Elution Buffer (Qiagen) eluiert und bei -20 °C gelagert.

5.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

5.5.1 Standard-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, [323]) zur Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte
wurde standardisiert in 50 µl-Ansätzen und 0,2 ml-Reaktionsgefäßen (Kisker) durch-
geführt. Ein Ansatz enthielt jeweils 0,2 µM forward und reverse Primer (Sigma-Aldrich),
200 µM dNTPs, 1x PCR-Puffer (2mM MgCl2) und 2 U FastStart Taq-Polymerase (Ro-
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che) in Wasser. Die Cycler-Programme mit den Amplifikationsbedingungen sind in
Abschnitt 5.1.10 aufgelistet. Als template wurden jeweils 20-25 ng DNA eingesetzt.
Durchgeführt wurden die PCRs in Thermocyclern von Peqlab und Bio-Rad. Zur Qua-
litätskontrolle wurden anschließend 4 µl des PCR-Produktes elektrophoretisch aufge-
trennt (vgl. 5.2).

5.5.2 Quantitative Real time-PCR

Die qPCR (quantitative Real time-Polymerase-Kettenreaktion) basiert auf dem Prin-
zip der herkömmlichen PCR (vgl. 5.5.1), ermöglicht jedoch zusätzlich die Quantifizie-
rung der DNA-Produkte durch Fluoreszenzmessung interkalierender Farbstoffe wäh-
rend des DNA-Syntheseschritts [324]. Die Stärke des Fluoreszenzsignals ist dabei pro-
portional zur entstehenden DNA-Menge. Zur Analyse wird im linearen Bereich der ex-
ponentiell verlaufenden Messkurven ein Schwellenwert (threshold) festgelegt und für
jede Probe die Anzahl der Zyklen betrachtet, die bis zum Überschreiten des Schwellen-
wertes benötigt werden (Ct-Werte) (vgl. Abb. 5.1 A). Zusätzlich zu den Amplifikations-
zyklen kann das qPCR-Programm um eine Schmelzkurvenanalyse erweitert werden.
Dabei wird die Temperatur in Schritten von 0,5 °C von der Annealing-Temperatur bis
95 °C erhöht, bis schließlich alle PCR-Produkte einzelsträngig bzw. denaturiert vorlie-
gen. Mit Hilfe dieser Schmelzkurven können Primer auf ihre Qualität hin überprüft wer-
den. Bei spezifischen Primern entsteht ein einzelner Peak zwischen 75 und 85 °C, alle
weiteren Peaks bei niedrigeren Temperaturen würden auf die Bildung von Primerdime-
ren oder unspezifische Bindungen hinweisen. Ein Beispiel für optimale Schmelzkurven
ist in Abb. 5.1 B dargestellt.
Mit Ausnahme der HRM-Analyse (vgl. 5.5.2.2) wurden die qPCR-Messungen in 96 Well-
Platten im StepOnePlus-Gerät (Life Technologies) durchgeführt und mit der StepOne
Software 2.3 analysiert. Ein 25 µl-Ansatz pro Well beinhaltete 12,5 µl QuantiTect SY-
BR® Green (Qiagen), 0,4 µM forward und reverse Primer (Sigma-Aldrich) und DNA in
HPLC-Wasser. Jede Probe wurde als Triplett aufgetragen.

5.5.2.1 Expressionsanalyse

Für die quantitative Expressionsanalyse mittels qPCR wurden pro Well 25 ng cDNA
(vgl. 5.11) eingesetzt. Zur Etablierung der Primer wurde im Anschluss an die qPCR
eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Für die Normalisierung wurden zusätzlich
Ansätze mit QuantiTect Primern (Qiagen) für die Gene TBP und RNN18S analysiert.
Die Normalisierung selbst wurde von der StepOne Software 2.3 durchgeführt und das
Ergebnis als relative quantification value (RQ-Wert) ausgegeben, welcher für die Kon-
trollfibroblasten gleich 1 gesetzt wurde.
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Abbildung 5.1: Prinzip der quantitativen Real time-PCR
Die Interkalierung eines Farbstoffes in doppelsträngige DNA während des Syntheseschritts der qPCR
liefert ein quantitativ verwertbares Fluoreszenzsignal. A Im linearen Bereich der exponentiellen Mess-
kurven wird ein Schwellenwert (threshold) festgelegt, dessen Überschreitung während einer Messung
den Ct-Wert ergibt, mit dessen Hilfe die Proben verglichen werden. B Schmelzkurven zur Primeretablie-
rung zeigen bei spezifischen Primern einen einzelnen hohen Peak an.

5.5.2.2 High Resolution Melting-Analyse

Bei der High Resolution Melting (HRM)-Analyse werden die Schmelzkurven in der
qPCR zur Bestimmung des Methylierungsgrades eines bisulfitkonvertierten DNA-Ab-
schnitts (vgl. 5.4) genutzt. Je nach Methylierungsgrad ändert sich das Schmelzprofil
eines Amplikons während der Temperatursteigerung. Durch die parallele Messung von
Standards mit bekannter Methylierung kann die Methylierung von Proben berechnet
werden. Ein 15 µl-Ansatz pro Well enthielt 7,5 µl Precision Melt Supermix (Bio-Rad),
0,4 mM forward und reverse Primer und 25 ng bisulfitkonvertierte DNA (vgl. 5.4) in
Reinstwasser. Die Messung wurde im C1000 Thermal Cycler mit CFX96 Real-Time
System (Bio-Rad) durchgeführt und mit der Software Precision Melt Analysis 1.2 aus-
gewertet. Für jede Probe wurden mindestens 2 bisulfitkonvertierte DNA-Replikate ana-
lysiert. Die Standards enthielten bisulfitkonvertierte DNA mit 0 %, 25 %, 50 %, 75 %
und 100 % Ausgangs-Methylierung (hergestellt durch Mischen von 0 % und 100 %
methylierter DNA) und wurden in Duplikaten gemessen.

5.6 Pyrosequenzierung

Bei der Pyrosequenzierung wird der Einbau eines komplementären Nukleotids wäh-
rend der Strangsynthese auf einem einzelsträngigen DNA-Template mit bekannter Se-
quenz über eine Enzymkaskade als Lichtsignal detektierbar gemacht. Durch den von
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der DNA-Polymerase katalysierten Einbau wird Pyrophosphat freigesetzt, welches von
der ATP-Sulfurylase zu Adenosintriphosphat (ATP) umgesetzt wird. Dieses dient der
Luziferase als Cofaktor bei der Umsetzung von Luziferin zu Oxyluziferin, dessen Zer-
fall zu Biolumineszenz führt (vgl. Abb. 5.2). Die Stärke dieses Lichtsignals ist proportio-
nal zur umgesetzten ATP-Menge und dadurch wiederum zur Anzahl der eingebauten
Nukleotide [325].
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Abbildung 5.2: Prinzip der Pyrosequenzierung
Durch den Polymerase-katalysierten Einbau eines dNTPs entstehendes Pyrophosphat wird durch die
Sulfurylase zu ATP umgewandelt, welches die Luciferase zur Oxidation von Luciferin benötigt. Dabei
entsteht ein detektierbares Lichtsignal, dessen Intensität gemessen wird. Die Apyrase hydrolysiert
laufend nicht benötigte dNTPs.
AMP=Adenosinmonophosphat, APS=Adenosine-5-Phosphosulfat, ATP=Adenosintriphosphat,
dCMP=Cytosinmonophosphat, Pi=Phosphat, PPi=Pyrophosphat

Für die Pyrosequenzierung wurden die mit einem biotinylierten und einem nicht-bio-
tinylierten Primer hergestellten PCR-Produkte (vgl. 5.5.1) in einer 96 Well-Platte (4ti-
tude) mit 40 µl Binding buffer (Qiagen) und 1,5 µl Streptavidin Sepharose beads (GE
Healthcare) versetzt, mit einer Klebefolie (Thermo Fischer Scientific) versiegelt und 5
min auf Stufe 2-3 des Schüttlers (Scientific Industries) geschüttelt. Währenddessen
wurden in einer 96 Well-Pyro-Platte (Qiagen) 40 µl Annealing buffer (Qiagen) und 2
µl Pyro-Sequenzierprimer (10 µM) entsprechend der Probenverteilung der 96 Well-
Platte gemischt und in das Vacuum Prep Worktable (Biotage) gestellt. Die Klebefolie
wurde von der Platte entfernt und die Proben mit Hilfe des Vacuum Prep Worktable
nach Angaben des Herstellers mit 70 % Ethanol, Pyro-Denaturierungspuffer und Pyro-
Waschpuffer aufgereinigt. Während dieser Aufreinigung wurden die nicht-biotinylierten
DNA-Stränge entfernt, die DNA lag am Ende einzelsträngig und an die Sepharose be-
ads gebunden vor. Die Proben wurden auf die Pyro-Platte überführt und 2 min bei
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80 °C denaturiert. Nach Befüllen der Kartusche mit Nukleotiden, Enzym und Substrat
(PyroMark Gold Q96 Reagents, Qiagen) unter Verwendung filterfreier Pipettenspitzen
(Starlab) und Abkühlen der Pyro-Platte auf RT wurde die Messung im PyroMark Q96
ID (Qiagen) durchgeführt.

5.6.1 Methylierungsanalyse mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung

Für die Methylierungsanalyse einzelner CpGs mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung wur-
den die gewünschten Bereiche bisulfitkonvertierter DNA (vgl. 5.4) mittels PCR (vgl.
5.5.1) mit einem biotinylierten und einem nicht-biotinylierten Primer amplifiziert und
40 µl PCR-Produkt wie oben beschrieben aufgereinigt und gemessen. Der Methylie-
rungsgrad einer CpG-Stelle wurde mit Hilfe der PyroMark CpG Software 1.0.11 als
das prozentuale Verhältnis von Cytosin zu Thymin an dieser Stelle ausgegeben. Für
die Qualitätsbewertung der Messungen wurden die Analyseparamter der Assays auf
folgende Einstellung gesetzt:
Allowed percentage for passed/check quality: 14;
Required peak height for passed/check quality: 0;
Include These Checks In Quality Assessment: High pre-sequencing signal, low signal-
to-noise ratio, wide peaks, possible dispensation error.
Grundsätzlich wurden für jede Probe mindestens 2 PCR-Replikate gemessen und de-
ren Methylierungs-Mittelwerte zusammengerechnet.

5.6.2 QUASEP-Analyse

Die QUASEP-Analyse (Quantification of Allele-Specific Expression by Pyrosequen-
cing) dient der allelspezifischen Unterscheidung der Expression ausgewählter Gene
mit Hilfe einer SNP-Analyse durch Pyrosequenzierung und wurde erstmal 2005 von
Schaart et al. [326] beschrieben. Voraussetzung ist eine bekannte Sequenzvariante
in den transkribierten Abschnitten der zu untersuchenden Allele (z.B. mittels Sanger-
Sequenzierung detektiert). Mittels PCR (vgl. 5.5.1) und exon bridging-Primern wird
der Bereich um diese Variante von einem cDNA-Template amplifiziert. Die sequence
to analyze der Pyrosequenzierung enthält die möglichen Basenabfolgen an dieser Po-
sition, sodass die Transkriptmenge (in Prozent) allelspezifisch bestimmt werden kann.
Für die QUASEP-Analyse wurden die gewünschten Bereiche eines cDNA-Templates
(vgl. 5.11) mittels PCR (vgl. 5.5.1) amplifiziert und 42 µl PCR-Produkt wie oben be-
schrieben aufgereinigt und gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der Software Pyro-
Mark ID 1.0 (Biotage).
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5.7 Gesamtgenomische Methylierungsanalyse

Die gesamtgenomische Methylierungsanalyse wurde mit dem MethylFlash™ Methyla-
ted DNA Quantification Kit (Epigentek) nach Angaben des Herstellers durchgeführt.
Das Prinzip dieser colorimetrischen Untersuchung beruht auf der Bindung von Anti-
körpern an 5-Methylcytosin (5mC) und einer anschließenden Farbreaktion, die spek-
trometrisch gemessen wird. Dafür wurden 200 ng genomische DNA pro Well einge-
setzt. Die Analyse erfolgte mit dem Mikrotiterplattenlesegerät Safire und der Software
XFluor 4.50 (Tecan) 3/10/12/14 min nach Zugabe der StopSolution (Kit). Die Messung
mit dem höchsten Wert wurde für die Auswertung weiterverwendet.
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Abbildung 5.3: Colorimetrische Bestimmung der gesamtgenomischen Methylierung
A Durch die Bindung von spezifischen Antikörpern an 5-Methylcytosin (5mC) und eine darüber mögliche
Farbreaktion kann die gesamtgenomische Methylierung quantitativ gemessen werden. B Das Lichtsignal
steigt dabei exponentiell mit der Menge der methylierten DNA.

5.8 Genomweite Methylierungsanalyse mit Array

Die quantitative genomweite Methylierungsanalyse einzelner CpGs wurde mit Hilfe des
Infinium® HumanMethylation450 BeadChip in Kombination mit dem iScan-System (Il-
lumina) durchgeführt. Dieser Array deckt 99 % der RefSeq-Gene ab, wobei 96 % al-
ler CpG-Inseln einschließlich flankierender Regionen (insgesamt über 485.000 CpGs)
analysiert werden - im Schnitt 17 CpGs pro Genregion (Promotor bis einschließlich
3’-UTR). Der Vorteil dieses Arrays ist sowohl die geringe benötigte Probenmenge von
500 ng DNA, als auch die Möglichkeit, 96 Proben gleichzeitig im Hochdurchsatzverfah-
ren zu analysieren. Das methodische Prinzip ist in Abb. 5.4 dargestellt.
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Abbildung 5.4: Prinzip des Infinium® HumanMethylation450 BeadChip
A Der Infinium I-Assay enthält beads mit zwei unterschiedlichen Zielsequenzen pro CpG-Lokus, die
entweder zum methylierten oder unmethylierten CpG-Lokus komplementär sind. Der Infinium II-Assay
enthält nur eine Zielsequenz, die Base des CpG-Lokus wird durch Neusynthese analysiert. B Infinium®

HumanMethylation450 BeadChip. C, D Der Array deckt sowohl die CpGs innerhalb kodierender Regio-
nen als auch innerhalb von 200 bp (TSS200) bzw. 1500 bp (TSS1500) Entfernung zu einer transcription
start site (TSS) ab, außerdem CpG-Inseln und deren flankierenden Bereiche. Jeder Kreis entspricht
einer CpG-Stelle. [Bearbeitet nach „Technical Note: Epigenetic Analysis“ und „Data Sheet: Epigene-
tics“ von Illumina (2014)]
NM=mRNA-Identifikator, NR=ncRNA-Identifikator

Die bisulfitkonvertierte DNA (vgl. 5.4) wird an beads mit gekoppelten, für CpG-Inseln
zielspezifischen DNA-Sequenzen hybridisiert. Hierbei werden zwei Assays miteinan-
der kombiniert. Der Infinium I-Assay beinhaltet zwei Arten von beads pro CpG-Lokus,
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wobei die letzte Base am 3‘-Ende entweder zu Cytosin (ursprünglich methyliert) oder
Thymin (ursprünglich unmethyliert) komplementär ist. Der Infinium II-Assay enthält Be-
ads mit einer Zielsequenz pro CpG-Lokus, wobei die letzte Base per komplementärer
Neusynthese analysiert und so der Methylierungszustand der Ausgangs-DNA rekon-
struiert wird.
Die Analyse der Proben wurde in Unikaten und Duplikaten durchgeführt, wobei jeweils
2 µg DNA eingesetzt wurden. Die der Messung vorausgehende Bisulfitkonversion so-
wie die Messung selbst wurden in der AG von Prof. Dr. Thomas Haaf am Institut für
Humangenetik der Universität Würzburg durchgeführt.

5.9 Kultur von adhärent wachsenden Zellen

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Werkbank (Kendro Laboratory Pro-
ducts) durchgeführt. Die Fibroblastenkulturen wurden in einem Zell-Inkubator (Binder)
bei 37 °C, 5 % CO2 und maximal einstellbarer Luftfeuchtigkeit gehalten. Alle Arbeitsge-
räte und Materialien wurden vor dem Einsatz desinfiziert, sterilisiert oder autoklaviert.
Die Werkbank wurde vor jeder Benutzung mindestens 20 min lang mit UV-Licht be-
strahlt. Medien, PBS und Trypsin wurden bei 4 °C aufbewahrt und vor jeder Benutzung
im Wasserbad (VWR) auf 37 °C erwärmt. Das Pipettieren erfolgte mit 5 ml-Pipetten
(Greiner Bio-One) und dem accu-jet pro (Braun).

5.9.1 Auftauen der Zellen

Beide verwendeten Fibroblastenzelllinien (vgl. 5.1.3) wurden separat in Kryoröhrchen
auf Trockeneis geliefert. Die Röhrchen wurden bei RT aufgetaut und die Zellen mit
0,5 ml Zellmedium versetzt. Nach Resuspendieren durch Auf- und Abpipettieren wur-
den die Zellen in Zellkulturflaschen überführt. Das Röhrchen wurde noch einmal mit
1 ml Medium „gespült“ um die möglicherweise noch verbliebenen Zellen nicht zu ver-
lieren. Weitere 2 ml Medium wurden der Kulturflasche zugegeben und die Zellen (nun
Passage 1) durch vorsichtiges Schwenken auf dem Flaschenboden verteilt, um an-
schließend für 24-48 h im Inkubator zu verbleiben, bevor das Nährmedium gewechselt
wurde (vgl. 5.9.2).

5.9.2 Kultivieren der Zellen

Die Kultivierung einer Zellpassage dauerte abhängig vom Zellwachstum 4-6 Tage.
Nach 2 Tagen wurde das Zellmedium erneuert. Dafür wurde das vorhandene Medi-
um bis auf 0,5 ml mit einer Pipette abgezogen und verworfen. Nach Zugabe von 3,5 ml
neuem Medium und vorsichtigem Schwenken der Flasche wurden die Zellen erneut in-
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kubiert. Das Wachstum wurde nun täglich mit einem Mikroskop (Carl Zeiss) kontrolliert
und die Zellen fotografiert (Mikroskop mit Fotosoftware von Life Technologies/Thermo
Fischer Scientific). Beim Erreichen einer Zelldichte von etwa 80-90 % (je nach Kultur
nach weiteren 1-3 Tagen) wurden die Zellen passagiert (vgl. 5.9.3).

5.9.3 Passagieren der Zellen

Die Zellen einer zu 80-90 % bewachsenen Kulturflasche wurden zunächst mit PBS
gewaschen. Dafür wurde das Zellmedium mit einer Pipette abgesaugt und verworfen.
Anschließend wurden 4 ml PBS zugegeben, mehrmals mit der Pipette vorsichtig über
die Zellen gespült und wieder abgezogen. Nach Zugabe von 1 ml Trypsin (0,05 % in
EDTA, Life Technologies) wurden die Zellen bei 37 °C inkubiert. Das Ablösen der Zellen
wurde dabei etwa jede Minute unter einem Mikroskop (Carl Zeiss) kontrolliert. Sobald
sich die Zellverbände gelöst hatten, wurde die Zellsuspension mit 7 ml frischem Zell-
medium versetzt und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Hiervon wurden jeweils
3,5 ml in zwei neue Kulturflaschen überführt und durch vorsichtiges Schwenken ver-
teilt. Die weitere Kultivierung erfolgte analog 5.9.2.

5.9.4 Kryokonservierung

Sobald zwei Kulturflaschen einer Zellpassage zeitgleich zu etwa 80-90 % bewachsen
waren, wurden die Zellen einer Flasche weiter passagiert (vgl. 5.9.3), die Zellen der
anderen Flasche kryokonserviert. Dazu wurden die Zellen analog 5.9.3 trypsiniert und
dadurch vom Flaschenboden abgelöst. Die Zellsuspension wurde mit 4 ml frischem
Zellmedium versetzt, in ein 15 ml-Falcon überführt und durch fünfminütige Zentrifuga-
tion bei 1000 rpm pelletiert. Der Überstand wurde mit einer Pipette entfernt und 1 ml
Gefriermedium zugegeben. Durch Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen resuspen-
diert, in ein Kryoröhrchen (Thermo Fischer Scientific) überführt und in einem CoolCell
LX Container (Biocision) bei -80 °C eingefroren. Nach 24-48 h wurden sie in flüssigen
Stickstoff überführt.

5.10 Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsäuren

aus Zellkulturen

5.10.1 RNA-Isolierung aus Zellen

Für die RNA-Isolierung wurde zunächst der Inhalt einer Zellkulturflasche der Passa-
ge 2 (Patientenfibroblasten) bzw. Passage 6 (Kontrollfibroblasten, vgl. 5.1.3) mit Tryp-
sin behandelt und in einem Falcon pelletiert (vgl. 5.9.4). Die RNA wurde mit Hilfe des
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Rneasy Mini Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers (Stand: 6/2012) isoliert, wobei
dem RLT-Puffer die optional angegebene Menge β-Mercaptoethanol zugesetzt wurde.
Das Resultat waren 60 µl Eluat, wovon zur Qualitätskontrolle 3 µl für eine Gelelek-
trophorese (vgl. 5.2) und 1 µl für die Konzentrationsbestimmung (vgl. 5.3) eingesetzt
wurden. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert.

5.10.2 Isolierung genomischer DNA aus Zellen

Für die Isolierung genomischer DNA wurden die Zellen zunächst analog 5.9.4 pelle-
tiert, in 500 µl PBS resuspendiert und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß (Sarstedt) über-
führt. Weitere 500 µl PBS wurden dazugegeben und die Zellen bei 2000 rpm 5 min
bei RT zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, die Probe für 5 s gevortext und
mit 500 µl Cell Lysis Solution (Qiagen) versetzt. Nach 10 s Vortexen wurde die Probe
1 h lang bei 55 °C mit 0,6 U Proteinase K (PerkinElmer) verdaut und anschließend
wieder 5 s gevortext. Danach wurden 170 µl Protein Precipitation Solution (Qiagen)
zugegeben, 25-30 s gevortext und 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Überstand
wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, das Pellet verworfen. Die DNA-Fällung
erfolgte durch Zugabe von 500 µl Isopropanol (100 %), fünfzigfachem Invertieren und
anschließender fünfminütiger Zentrifugation bei höchster Geschwindigkeit und RT. Der
Überstand wurde verworfen, die DNA an der Luft getrocknet und in 20 µl Elution Buffer
(Qiagen) gelöst.

5.11 cDNA-Synthese

Für die cDNA-Synthese von RNA aus Zellen (vgl. 5.10.1) wurden 978 ng RNA zunächst
mit 43 U DnaseI (Agilent Technologies) für 15 min bei 37 °C und anschließend 5 min
bei 75 °C in einem Thermocycler (Peqlab) verdaut. Die anschließende cDNA-Synthese
wurde mit Hilfe des SuperScript® III First-Strand Synthesis Systems (Invitrogen) nach
Angaben des Herstellers (Stand: Rev.3.0) durchgeführt und die fertige cDNA bei -20 °C
gelagert.



6. Anhang

6.1 Informationen über das Gen AHCY (human)

6.1.1 AHCY -Transkripte (Ensembl)

Transkript-
name

Transkript-ID
Länge
[bp]

Biotyp CCDS RefSeq

AHCY-006 ENST00000538132 2366 proteinkodierend CCDS54457 NM_001161766
NP_001155238

AHCY-002 ENST00000217426 2143 proteinkodierend CCDS13233 NM_000687
NP_000678

AHCY-004 ENST00000468908 675 proz. Transkript - -

AHCY-005 ENST00000473516 488 proz. Transkript - -

AHCY-001 ENST00000480653 2211 verbl. Intron - -

AHCY-007 ENST00000606061 1170 verbl. Intron - -

Tabelle 6.1: Proteinkodierende AHCY -Transkripte
CCDS=Consensus Coding Sequence; ID=Identifikator, NM=mRNA-Identifikator, NP=Protein-
Identifikator, proz.=prozessiertes; RefSeq=Reference Sequence; verbl.Intron=mit verbleibender
intronischer Sequenz
Quelle: Ensembl Version 77

6.1.2 AHCY -Sequenzen

6.1.2.1 Transkript CCDS54457.1

cDNA-Sequenz (1215 Nukleotide):
ATG CCG GGC CTG ATG CGT ATG CGG GAG CGG TAC TCG GCC TCC AAG CCA
CTG AAG GGC GCC CGC ATC GCT GGC TGC CTG CAC ATG ACC GTG GAG ACG
GCC GTC CTC ATT GAG ACC CTC GTC ACC CTG GGT GCT GAG GTG CAG TGG
TCC AGC TGC AAC ATC TTC TCC ACC CAG GAC CAT GCG GCG GCT GCC ATT
GCC AAG GCT GGC ATT CCG GTG TAT GCC TGG AAG GGC GAA ACG GAC GAG
GAG TAC CTG TGG TGC ATT GAG CAG ACC CTG TAC TTC AGG ACG GGC CCC
TCA ACA TGA TTC TGG ACG ACG GGG GCG ACC TCA CCA ACC TCA TCC ACA
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CCA AGT ACC CGC AGC TTC TGC CAG GCA TCC GAG GCA TCT CTG AGG AGA
CCA CGA CTG GGG TCC ACA ACC TCT ACA AGA TGA TGG CCA ATG GGA TCC
TCA AGG TGC CTG CCA TCA ATG TCA ATG ACT CCG TCA CCA AGA GCA AGT
TTG ACA ACC TCT ATG GCT GCC GGG AGT CCC TCA TAG ATG GCA TCA AGC
GGG CCA CAG ATG TGA TGA TTG CCG GCA AGG TAG CGG TGG TAG CAG GCT
ATG GTG ATG TGG GCA AGG GCT GTG CCC AGG CCC TGC GGG GTT TCG GAG
CCC GCG TCA TCA TCA CCG AGA TTG ACC CCA TCA ACG CAC TGC AGG CTG
CCA TGG AGG GCT ATG AGG TGA CCA CCA TGG ATG AGG CCT GTC AGG AGG
GCA ACA TCT TTG TCA CCA CCA CAG GCT GTA TTG ACA TCA TCC TTG GCC
GGC ACT TTG AGC AGA TGA AGG ATG ATG CCA TTG TGT GTA ACA TTG GAC
ACT TTG ACG TGG AGA TCG ATG TCA AGT GGC TCA ACG AGA ACG CCG TGG
AGA AGG TGA ACA TCA AGC CGC AGG TGG ACC GGT ATC GGT TGA AGA ATG
GGC GCC GCA TCA TCC TGC TGG CCG AGG GTC GGC TGG TCA ACC TGG GTT
GTG CCA TGG GCC ACC CCA GCT TCG TGA TGA GTA ACT CCT TCA CCA ACC
AGG TGA TGG CGC AGA TCG AGC TGT GGA CCC ATC CAG ACA AGT ACC CCG
TTG GGG TTC ATT TCC TGC CCA AGA AGC TGG ATG AGG CAG TGG CTG AAG
CCC ACC TGG GCA AGC TGA ATG TGA AGT TGA CCA AGC TAA CTG AGA AGC
AAG CCC AGT ACC TGG GCA TGT CCT GTG ATG GCC CCT TCA AGC CGG ATC
ACT ACC GCT ACT GA

Aminosäuresequenz (404 AS):
MPGL MRMR ERYS ASKP LKGA RIAG CLHM TVET AVLI ETLV TLGA EVQW SSCN
IFST QDHA AAAI AKAG IPVY AWKG ETDE EYLW CIEQ TLYF KDGP LNMI LDDG
GDLT NLIH TKYP QLLP GIRG ISEE TTTG VHNL YKMM ANGI LKVP AINV NDSV
TKSK FDNL YGCR ESLI DGIK RATD VMIA GKVA VVAG YGDV GKGC AQAL RGFG
ARVI ITEI DPIN ALQA AMEG YEVT TMDE ACQE GNIF VTTT GCID IILG RHFE
QMKD DAIV CNIG HFDV EIDV KWLN ENAV EKVN IKPQ VDRY RLKN GRRI IL-
LA EGRL VNLG CAMG HPSF VMSN SFTN QVMA QIEL WTHP DKYP VGVH FLPK
KLDE AVAE AHLG KLNV KLTK LTEK QAQY LGMS CDGP FKPD HYRY

6.1.2.2 Transkript CCDS13233.1

cDNA-Sequenz (1299 Nukleotide):
ATG TCT GAC AAA CTG CCC TAC AAA GTC GCC GAC ATC GGC CTG GCT GCC
TGG GGA CGC AAG GCC CTG GAC ATT GCT GAG AAC GAG ATG CCG GGC CTG
ATG CGT ATG CGG GAG CGG TAC TCG GCC TCC AAG CCA CTG AAG GGC GCC
CGC ATC GCT GGC TGC CTG CAC ATG ACC GTG GAG ACG GCC GTC CTC ATT
GAG ACC CTC GTC ACC CTG GGT GCT GAG GTG CAG TGG TCC AGC TGC AAC
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ATC TTC TCC ACC CAG GAC CAT GCG GCG GCT GCC ATT GCC AAG GCT GGC
ATT CCG GTG TAT GCC TGG AAG GGC GAA ACG GAC GAG GAG TAC CTG TGG
TGC ATT GAG CAG ACC CTG TAC TTC AAG GAC GGG CCC CTC AAC ATG ATT
CTG GAC GAC GGG GGC GAC CTC ACC AAC CTC ATC CAC ACC AAG TAC CCG
CAG CTT CTG CCA GGC ATC CGA GGC ATC TCT GAG GAG ACC ACG ACT GGG
GTC CAC AAC CTC TAC AAG ATG ATG GCC AAT GGG ATC CTC AAG GTG CCT
GCC ATC AAT GTC AAT GAC TCC GTC ACC AAG AGC AAG TTT GAC AAC CTC
TAT GGC TGC CGG GAG TCC CTC ATA GAT GGC ATC AAG CGG GCC ACA GAT
GTG ATG ATT GCC GGC AAG GTA GCG GTG GTA GCA GGC TAT GGT GAT GTG
GGC AAG GGC TGT GCC CAG GCC CTG CGG GGT TTC GGA GCC CGC GTC ATC
ATC ACC GAG ATT GAC CCC ATC AAC GCA CTG CAG GCT GCC ATG GAG GGC
TAT GAG GTG ACC ACC ATG GAT GAG GCC TGT CAG GAG GGC AAC ATC TTT
GTC ACC ACC ACA GGC TGT ATT GAC ATC ATC CTT GGC CGG CAC TTT GAG
CAG ATG AAG GAT GAT GCC ATT GTG TGT AAC ATT GGA CAC TTT GAC GTG
GAG ATC GAT GTC AAG TGG CTC AAC GAG AAC GCC GTG GAG AAG GTG AAC
ATC AAG CCG CAG GTG GAC CGG TAT CGG TTG AAG AAT GGG CGC CGC ATC
ATC CTG CTG GCC GAG GGT CGG CTG GTC AAC CTG GGT TGT GCC ATG GGC
CAC CCC AGC TTC GTG ATG AGT AAC TCC TTC ACC AAC CAG GTG ATG GCG
CAG ATC GAG CTG TGG ACC CAT CCA GAC AAG TAC CCC GTT GGG GTT CAT
TTC CTG CCC AAG AAG CTG GAT GAG GCA GTG GCT GAA GCC CAC CTG GGC
AAG CTG AAT GTG AAG TTG ACC AAG CTA ACT GAG AAG CAA GCC CAG TAC
CTG GGC ATG TCC TGT GAT GGC CCC TTC AAG CCG GAT CAC TAC CGC TAC
TGA

Aminosäuresequenz (432 AS):
MSDK LPYK VADI GLAA WGRK ALDI AENE MPGL MRMR ERYS ASKP LKGA RIAG
CLHM TVET AVLI ETLV TLGA EVQW SSCN IFST QDHA AAAI AKAG IPVY AWKG
ETDE EYLW CIEQ TLYF KDGP LNMI LDDG GDLT NLIH TKYP QLLP GIRG ISEE
TTTG VHNL YKMM ANGI LKVP AINV NDSV TKSK FDNL YGCR ESLI DGIK RATD
VMIA GKVA VVAG YGDV GKGC AQAL RGFG ARVI ITEI DPIN ALQA AMEG YEVT
TMDE ACQE GNIF VTTT GCID IILG RHFE QMKD DAIV CNIG HFDV EIDV KWLN
ENAV EKVN IKPQ VDRY RLKN GRRI ILLA EGRL VNLG CAMG HPSF VMSN SFTN
QVMA QIEL WTHP DKYP VGVH FLPK KLDE AVAE AHLG KLNV KLTK LTEK QAQY
LGMS CDGP FKPD HYRY
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