
Zusammenfassung
Die Reaktivierung epigenetisch stillge�
legter Tumorsuppressorgene erlaubt
neue Ansätze in der Krebstherapie.
Dabei spielt die pharmakologische In�
hibition von DNA�Methyltransferasen
eine wichtige Rolle, da diese Enzyme
für die epigenetische Genregulation
von zentraler Bedeutung sind. In den
vergangenen Jahren wurden bedeut�
same Fortschritte in der klinischen
Anwendung derartiger Inhibitoren ge�
macht. Darüberhinaus konzentrieren
sich derzeit wesentliche Forschungs�
aktivitäten auf die Entwicklung neuar�
tiger Verbindungen mit erhöhter Spe�
zifität. Ein besonderes Augenmerk gilt
dabei dem Einsatz von DNA�Methyl�
transferase�Inhibitoren im Rahmen
von Kombinationstherapien zur Che�
mosensibilisierung therapieresistenter
Tumoren.

Schlüsselwörter
DNA�Methyltransferasen, Epimuta�
tionen, Azacytidin, Decitabin

Development of DNA
methyltransferase inhibitors for
epigenetic cancer therapies

Summary
The reactivation of epigenetically
silenced tumor suppressor genes
represents a novel approach in tumor
therapy. Because of the central im�
portance of DNA methyltransferases
in epigenetic gene regulation, the
pharmacological inhibition of these
enzymes plays an important role. Over
the past few years, important ad�
vances have been made in the clinical
application of these inhibitors. In
addition, major research activities are
currently focused on the development
of novel, more specific compounds. A
particularly interesting aspect is the
development of combination thera�
pies that utilize DNA methyltrans�
ferase inhibitors for the chemosen�
sitation of therapy�resistant tumors. 
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Einleitung
Epigenetische Mutationen spielen
eine bedeutende Rolle bei der Entste�
hung von Krebs. Vielfach findet man
im Genom charakteristische Kombi�
nationen von genetischen und epige�
netischen Veränderungen, die eine
eingeschränkte Kontrolle der Zellpro�
liferation zur Folge haben. Genetische
Mutationen sind durch irreversible
Veränderungen in der DNA�Sequenz
charakterisiert. Da derartige Verände�
rungen lange Zeit die Entwicklung
von Krebstherapien maßgeblich be�
einflusst haben, zielen klassische the�
rapeutische Ansätze auf das Abtöten
genetisch veränderter Zellen ab. Die
dazu verwendeten Strategien gehen
zum Teil mit beträchtlichen Nebenwir�
kungen einher. Die Erkenntnis, dass
die Entstehung und das Wachstum
von Tumoren wesentlich durch epige�
netische Mechanismen beeinflusst
wird, erlaubt aber seit einigen Jahren
fundamental neue Ansätze in der
Krebstherapie (Egger et al., 2004).
Dies geht auf die Beobachtung zu�
rück, dass im Tumorgewebe eine Viel�
zahl von Tumorsuppressorgenen
hypermethyliert vorliegen kann. In
diesem Fall werden die Gene, die für
die Kontrolle des Zellwachstums von
zentraler Bedeutung sind, abgeschal�
tet und stehen somit der betroffenen
Zelle nicht mehr zur Verfügung. Im
Gegensatz zu genetischen Mutatio�
nen sind derartige Epimutationen
aber reversibel. Eine pharmakologi�
sche Hemmung epigenetischer Modi�
fikationen könnte somit eine Umpro�
grammierung von Krebszellen in ei�
nen weniger aggressiven Zustand be�
wirken. Derartige Ansätze erlauben
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neue Wege in der Krebstherapie und
stellen vermutlich im Vergleich zur
konventionellen Chemotherapie eine
geringere Belastung für die betroffe�
nen Patienten dar.

Grundlagen der epigenetischen
Krebstherapie
Die epigenetische Regulation der Ge�
nexpression wird durch zwei intera�
gierende Mechanismen vermittelt.
Zum einen können Histone, die Ver�
packungseinheiten der DNA, durch
Acetylierung, Phosphorylierung und
Methylierung kovalent modifiziert
werden; die entsprechende Kombina�
tion von Modifikationen kann genaue
Informationen über den Aktivitätszu�
stand des entsprechenden Gens ent�
halten. Zum anderen kann aber auch
die DNA direkt methyliert werden,
was ein verbreitetes Signal für die
Stillegung von Genen darstellt. Die
DNA�Methylierung gilt als die stabil�

ste unter den epigenetischen Modifi�
kationen und ist in den vergangenen
Jahren eingehend charakterisiert wor�
den. Die Modifikation an den Cytosin�
Basen der DNA wird von Enzymen
vermittelt, die als DNA�Methyltransfe�
rasen bezeichnet werden (Bestor,
2000). Diese Enzyme stellen die pri�
mären Zielstrukturen für eine epigene�
tische Krebstherapie dar. Dabei wird
versucht, durch sogenannte DNA�Me�
thyltransferase�Inhibitoren (DNMT�In�
hibitoren) die Aktivität der Enzyme zu
hemmen oder zu unterbinden. Dies
führt zu einem Verlust der DNA�Me�
thylierung im Genom und kann in ei�
ner Reversion von epigenetischen
Mutationen resultieren. Epigenetisch
stillgelegte Tumorsuppressorgene
können also demethyliert und somit
reaktiviert werden. Die Kontrolle der
Zellproliferation und die Funktionalität
zellulärer Signalübertragungswege
wäre damit wiederhergestellt.

Die Machbarkeit derartiger Ansätze
ist bereits vor einigen Jahren in
Mausmodellen überzeugend nachge�
wiesen worden. Beispielsweise führt
die Injektion des DNMT�Inhibitors De�
citabin zu einer erheblichen Verringe�
rung in der Zahl und Größe intestina�
ler Tumoren im APCMin�Mausmodell
(Laird et al., 1995). Decitabin gehört
zur Klasse der Azanukleosid�Inhibito�
ren. Diese Verbindungen sind che�
misch mit dem Cytosin verwandt und
werden von den DNMT�Enzymen
auch als Substrat erkannt. Sobald
eine DNA�Methyltransferase auf ein
Azanukleosid in der DNA trifft, wird
die Methylierungsreaktion eingeleitet.
Dabei bildet sich eine kovalente Bin�
dung, die im Gegensatz zum norma�
len Verlauf der Reaktion nicht mehr
aufgelöst werden kann. Anschließend
werden die derart entstandenen Me�
thyltransferase�DNA�Addukte abge�
baut und folglich die Konzentration
freier Methyltransferasen verringert.
Demnach fungieren Azanukleoside in
einem Mechanismus�abhängigen Pro�
zess als Selbstmord�Substrate. Die
oben geschilderten Prozesse führen
schließlich zu einer Reduktion der
DNA�Methylierung.

Die klinische Bedeutung von
DNMT�Inhibitoren
Die DNMT�Inhibitoren Azacytidin und
Decitabin (5�Aza�2´�Deoxycytidin, sie�
he Abbildung 1) werden bereits seit
mehr als 20 Jahren in mehr als 100
klinischen Studien getestet. Wesent�
liche Durchbrüche gelangen aber erst
vor wenigen Jahren und zwar in der
Behandlung von Myelodysplasti�
schem Syndrom (MDS), einem präleu�
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Abb 1  Entwicklungsstadien und
Strukturen verschiedener DNA�
Methyltransferase�Inhibitoren



kämischen Knochenmarkstumor (Sil�
verman et al., 2002). So konnte in ei�
ner Studie mit 191 Patienten gezeigt
werden, dass die mit Azacytidin be�
handelte Gruppe einen deutlich gün�
stigeren Krankheitsverlauf hatte als
die Kontrollgruppe, die mit Antibioti�
ka und Bluttransfusionen behandelt
wurde. Dies ist insbesondere deshalb
von Bedeutung, da das Myelodyspla�
stische Syndrom überwiegend in Pa�
tienten mit hohem Alter diagnostiziert
wird, die nicht mehr für eine aggres�
sive Chemotherapie in Frage kom�
men. Mit einem ähnlichen Behand�
lungsprotokoll konnte unter Verwen�
dung von Decitabin im vergangenen
Jahr auch eine deutliche Verbesse�
rung im Verlauf der Akuten Myeloi�
schen Leukämie (AML) beobachtet
werden (Issa et al., 2004). Dies lässt
darauf hoffen, dass Azanukleoside bei
entsprechender Feineinstellung der
klinischen Behandlungsprotokolle ei�
nen breiten Einsatz in der Krebsbe�
kämpfung finden können. In diesem
Zusammenhang bleibt noch darauf
hinzuweisen, dass Azacytidin (Vida�
zaTM, Pharmion) im Herbst 2004 in den
USA zur Behandlung von MDS als
Medikament zugelassen wurde. Für
Decitabin (DacogenTM, MGI Pharma)
wird im laufenden Jahr mit der Zulas�
sung gerechnet. Eine weitere, struk�
turell verwandte Verbindung, das Ze�
bularin (siehe Abbildung 1) befindet
sich derzeit in Phase I der klinischen
Prüfung.

Aufgrund ihrer Toxizität werden Aza�
nukleoside heute in den meisten klini�
schen Studien in relativ geringer Kon�
zentration eingesetzt. Die mit der To�
xizität in Verbindung stehenden
Nebenwirkungen (z.B. febrile Neutro�
penie) konnten durch eine Reduktion
der Dosis deutlich verringert werden.
Allerdings ist bei geringen pharmako�
logischen Dosen auch der Wirkme�
chanismus der Verbindungen nur
schwer erklärbar. Diese Entwicklun�
gen illustrieren das zentrale Problem
beim Einsatz der Verbindungen: Aza�
nukleoside inhibieren die DNA�Methy�
lierung durch Ausbildung einer kova�
lenten Bindung zwischen DNA�Me�
thyltransferasen und DNA. Dieser In�
hibitionsmechanismus ist zwar äu�
ßerst effizient, aber auch von Natur
aus toxisch. Insofern lässt sich die

demethylierende Wirkung nicht von
der Toxizität trennen. Diese Proble�
matik hat in den letzten Jahren dazu
geführt, dass verstärkt nach DNMT�
Inhibitoren mit alternativen Inhibi�
tionsmechanismen gesucht wird.

Die Entwicklung neuartiger
DNMT�Inhibitoren
Die Suche nach alternativen Substan�
zen zur Methylierungsinhibition wur�
de hauptsächlich von zwei Strategien
geleitet: Erstens die Verringerung der
Expression der Methyltransferasen
durch Antisense�Oligonukleotide oder
RNA�Interferenz und zweitens die In�
hibition der Methyltransferaseaktivität
durch die direkte Interaktion der
freien DNMTs mit niedermolekularen
chemischen Verbindungen („small
molecules“). Seit ihrer Entdeckung
werden RNA�Oligonukleotide verwen�
det, um die Expression von Genen in
einer Vielzahl eukaryotischer Organis�
men zu reprimieren. Erste Experimen�
te mit RNAs, die spezifisch für DNA�
Methyltransferasen sind, deuten dar�
aufhin, dass eine Demethylierung ge�
nomischer DNA in humanen Zellen er�
zielt werden kann. Insbesondere
MG98, ein DNMT1�spezifisches Anti�
sense�Oligonukleotid, verursachte
eine Demethylierung genomischer
DNA in Colonkarzinomzellen (Robert
et al., 2003). Erste klinische Versuche
schienen auf eine mögliche therapeu�
tische Wirksamkeit hinzuweisen und
das Oligonukleotid befindet sich in�
zwischen in Phase II der klinischen
Prüfung. Es sei an dieser Stelle aber
darauf hingewiesen, dass der klini�
sche Einsatz von Oligonukleotiden
mit einer Vielzahl von pharmakologi�
schen Problemen verbunden ist.

Seit kurzem wird deshalb verstärkt
nach niedermolekularen Substanzen
gesucht, die in der Lage sind, Methyl�
transferasen in einem Mechanismus�
unabhängigen Prozess zu inhibieren
(Brueckner und Lyko, 2004). Im
Gegensatz zu Azanukleosid�Derivaten
werden diese Substanzen nicht in die
DNA integriert, sondern interagieren
direkt mit Methyltransferasen. Näher
untersucht wurden bislang Procain,
Epigallocatechingallat (EGCG) und
RG108 (siehe Abbildung 1). Bei Pro�
cain handelt es sich um ein weit ver�
breitetes Lokalanästhetikum für das

eine demethylierende Wirkung in Tu�
morzellen beschrieben wurde. Dar�
überhinaus konnte auch gezeigt wer�
den, dass die Verbindung in sehr ho�
hen Konzentrationen zur Reaktivie�
rung von Tumorsuppressorgenen füh�
ren kann. Doch im Gegensatz zu den
obengenannten niedermolekularen
Verbindungen beruht die inhibitori�
sche Aktivität von Procain nicht auf
der direkten Wechselwirkung mit
DNA�Methyltransferasen. Stattdessen
wurde vorgeschlagen, dass die Sub�
stanz an DNA�Bereiche bindet, die,
wie beispielsweise Promotorbereiche
von Genen, eine besonders hohe
Dichte an CpG�Dinukleotiden aufwei�
sen.

EGCG ist die phenolische Hauptkom�
ponente von grünem Tee. Neben ei�
ner Vielzahl von anderen physiologi�
schen Wirkungen, wurde für EGCG
auch eine Demethylierung und Reex�
pression von Tumorsuppressorgenen
beschrieben. Es wurde postuliert,
dass EGCG direkt mit DNA�Methyl�
transferasen interagiert und deren Ak�
tivität inhibiert. Aufgrund der poly�
funktionellen Natur von EGCG, kann
jedoch nach jetztigem Kenntnisstand
nicht ausgeschlossen werden, dass
andere Wirkmechanismen dabei eine
maßgebliche Rolle spielen. Insbeson�
dere scheint EGCG nichtselektive oxi�
dative Prozesse auszulösen. Die Sub�
stanz ist deshalb besonders attraktiv,
weil sie in Form eines weit verbreite�
ten Getränks kontinuierlich aufge�
nommen werden kann. Es bleibt aller�
dings hervorzuheben, dass die Wirk�
samkeit von EGCG bislang noch nicht
in standardisierten pharmakologi�
schen Tests oder bei Patienten nach�
gewiesen werden konnte.

Vor kurzem ist es auch erstmals ge�
lungen, einen niedermolekularen
DNMT�Inhibitor über einen rationalen
Ansatz zu entwickeln: RG108 ist ein
Tryptophanderivat, das mittels eines
dreidimensionalen Modells der kata�
lytischen Domäne von DNMT1 in ei�
nem in silico Screen identifiziert wur�
de (Brueckner et al., 2005). Im Ge�
gensatz zu den bislang beschriebe�
nen Substanzen vermochte RG108
die Methyltransferase�Aktivität so�
wohl in zellfreien Testsystemen als
auch in Tumorzellen zu inhibieren.
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Überdies zeigte sich, dass RG108
präferentiell die Methylierung euchro�
matischer Bereiche reduziert und die
für die chromosomale Stabiliät wich�
tigen Bereiche des perizentrischen
Heterochromatins kaum beeinflusst.
Darüberhinaus bietet die Verbindung
von ihrer Struktur her vielfältige Mög�
lichkeiten zur chemisch/pharmakolo�
gischen Optimierung. Procain, EGCG
und RG108 befinden sich derzeit in
einem fortgeschrittenen Stadium ihrer
präklinischen Prüfung in Bezug auf
ihre tumorhemmende Wirkung. Die
nächsten Jahre werden zeigen, ob
eine dieser Substanzen in der Lage
ist, die Entstehung und das Wachs�
tum von Tumoren in Patienten effi�
zient zu hemmen.

Ausblick
Abschließend soll noch hervorgeho�
ben werden, dass in der Kombination
von DNMT�Inhibitoren mit etablierten
Chemotherapeutika ebenfalls ein er�
hebliches Anwendungspotential ste�
cken könnte. Aufgrund ihrer besonde�
ren genetischen Konstitution und den
damit einhergehenden physiologi�
schen Charakteristika erweisen sich
Tumorzellen als besonders resistent
gegenüber zytotoxischen Chemothe�
rapeutika. Dies geht unter anderem
darauf zurück, dass zelluläre Signal�
wege, die für die Auslösung des pro�
grammierten Zelltods („Apoptose“)
verantwortlich sind, epigenetisch still�
gelegt werden. Jedoch ist es möglich,
Tumorzellen durch Gabe von Methyl�
transferase�Inhibitoren gegenüber
konventionellen Chemotherapeutika
zu sensibilisieren (Plumb et al., 2000;
Soengas et al., 2000). Dieser Effekt
geht vermutlich auf die Demethylie�
rung des Genoms und die damit ver�
bundene Reaktivierung stillgelegter
Signalwege zurück. Eine weitere Stra�
tegie zur nachhaltigen Reaktivierung
von Tumorsuppressorgenen in Krebs�
zellen besteht in der Gabe von Me�
thyltransferase�Inhibitoren in Kombi�
nation mit Histondeacetylase (HDAC)�
Inhibitoren. Diese Verbindungen ver�
ringern die Aktivität von Histondeace�
tylasen, welche ebenfalls eine Rolle in
der epigenetischen Regulation spie�
len. Gemeinhin wird angenommen,
dass die Histonacetylierung und
DNA�Methylierung auf synergistische

Art und Weise die Transkriptionsakti�
vität von Genen steuern. Eine Kombi�
nationstherapie mit DNMT� und
HDAC�Inhibitoren könnte somit eine
besonders effiziente Reaktivierung
von epigenetischen Mutationen be�
wirken. Darüberhinaus kann durch
eine Reduktion in der Dosis der
DNMT�Inhibitoren die Schwere der
Nebenwirkungen deutlich reduziert
werden. Die klinische Wirksamkeit
derartiger Kombinationstherapien
wird derzeit in mehreren Studien
untersucht.
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