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Der genetische Code wird durch die Sequenz der vier kano-
nischen DNA-Nucleoside dA, dC, dG und dT bestimmt.[1] In
Zellen h�herer Organismen wird von diesen nur dC chemisch
modifiziert, um die Transkriptionsaktivit�t zu kontrollieren.[2]

Spezifische Methyltransferasen ersetzen das H-Atom an Po-
sition 5 von dC durch eine Methylgruppe, wodurch Methyl-
cytosin (5-MedC) gebildet wird.[3] Diese Methylierung tritt nur
in CpG-Sequenzen auf und ist haupts�chlich f�r die epige-
netische Stummschaltung von Genen verantwortlich.[4]

K�rzlich wurde in zwei Publikationen Hydroxymethylcytosin
(5-HOMedC) als weitere postreplikative DNA-Modifikation
vorgestellt (Schema 1). Kriaucionis und Heintz entdeckten
5-HOMedC in Purkinje-Neuronen des Kleinhirns.[5] Tahiliani
et al. berichteten von Spuren von 5-HOMedC (ca. 0.032% aller

Nucleoside) in embryonalen Stammzellen von M�usen and
konnten das neue Nucleosid auch in HEK-Zellen (HEK:
human embryonic kidney) detektieren, wenn sie dort das
hydroxylierende 2-Oxoglutarat- und Eisen(II)-abh�ngige
Enzym TET1 �berexprimierten.[6] Zus�tzlich konnten die
Forscher zeigen, dass die TET-Enzymfamilie die 5-Methyl-
gruppe von 5-MedC in vitro hydroxylieren kann. Zur Detektion
des neuen DNA-Nucleosids wurde D�nnschichtchromato-
graphie mit radioaktiv markierten Nucleotiden verwendet.
Die Funktion von 5-HOMedC ist momentan unbekannt, aber es
wird spekuliert, dass es ein weiteres Instrument zur Tran-
skriptionskontrolle oder ein Intermediat eines m�glichen
oxidativen Demethylierungsmechanismus darstellt.[7]

Wir haben eine quantitative LC-MS-Methode entwickelt,
um die Verteilung von 5-HOMedC im S�ugetiergehirn zu un-
tersuchen und die relativen Mengen von 5-HOMedC und 5-MedC
zu bestimmen. Zu diesem Zweck haben wir beide Nucleoside
in nat�rlicher und isotopenmarkierter Form synthetisiert[8]

(Schema 2) und ihre Menge in verschiedenen Bereichen des
Gehirns von M�usen untersucht.

Schema 1. Struktur der vier kanonischen Nucleoside und der postrepli-
kativen Modifikationen 5-MedC und 5-HOMedC.

Schema 2. Synthese der nat�rlichen und isotopenmarkierten Nucleo-
side 5-HOMedC, [18O]5-HOMedC, 5-MedC und [D3]

5-MedC. a) H2O, DIPEA,
72%; b) TBSCl, Imidazol, 46 %; c) NaH, TPSCl; d) NH3/MeOH, 76 %
�ber zwei Stufen; e) 3HF·NEt3, 52%; f) NaH, TPSCl; g) NH3/MeOH,
81% �ber zwei Stufen; h) HF·pyr, 88%; i) CD3MgI, CuCl, [Pd(PPh3)4] ,
90% untrennbares Gemisch aus 6 und TBSdC; j) HF·pyr, 84%(basie-
rend auf 6).[18O]5-HOMedC wurde analog zu 5-HOMedC synthetisiert. Der
Stern zeigt die Position der 18O-Markierung an. DIPEA: N,N-Di-
isopropylethylamin, pyr: Pyridin, TBS: tert-Butyldimethylsilyl, TPS:
2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonyl.
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5-HOMedC und 5-MedC wurden als 18O- bzw. als CD3-Deri-
vate markiert. F�r die Synthese von 5-HOMedC wurde vom
TBS-gesch�tzten und bromierten dT-Derivat 1 ausgegan-
gen.[9] SN2-Substitution mit H2O und nachfolgende TBS-
Sch�tzung f�hrten zu Produkt 2. F�r die isotopenmarkierte
Verbindung wurde H2

18O verwendet. Anschließende Akti-
vierung als Sulfonat[10] und nucleophile aromatische Substi-
tution mit NH3 ergaben nach Entsch�tzung 5-HOMedC. F�r die
Synthese von 5-MedC �berf�hrten wir unter Verwendung der
oben beschriebenen Strategie TBS-gesch�tztes dT in dC. Eine
Palladium-katalysierte sp2-sp3-Kupp-
lung erm�glichte die Synthese von 6
aus TBS-gesch�tztem Iodcytidin 5.[11]

Abschließende Entsch�tzung lieferte
[D3]

5-MedC. Die synthetisierten Nu-
cleoside erm�glichten uns die Be-
stimmung von Kalibriergeraden f�r
die Massenspektrometrie (siehe Hin-
tergrundinformationen), die f�r eine
sehr pr�zise Quantifizierung notwen-
dig sind.[12] Die Integrale der Ionen-
str�me f�r die exakte Masse jedes
Nucleosids wurden gegen verschiede-
ne Konzentrationsverh�ltnisse an na-
t�rlichem und isotopenmarkiertem
Nucleosid aufgetragen. In beiden
F�llen wurden R2-Werte von 0.999
erhalten.

Die Ergebnisse der Kalibriermes-
sungen erm�glichten uns nun, die
Quantifizierungsmethode f�r ver-
schiedene Bereiche des M�usegehirns
anzuwenden und dort die absoluten
und relativen Werte an 5-MedC und
5-HOMedC zu bestimmen (Abbil-
dung 1a). Zu diesem Zweck pr�pa-
rierten wir Hypothalamus, Großhirn-
rinde, Riechkolben, Hippocampus,
Hirnstamm, Kleinhirn und Netzhaut
von jeweils vier ausgewachsenen
(90 Tage alten) M�usen. Die Gewebe
wurden anschließend homogenisiert,
und die DNA wurde per Phenol/
Chloroform-Extraktion isoliert (siehe
Hintergrundinformationen). F�r eine
Messung wurden jeweils 4–10 mg
DNA einem zweistufigen enzymati-
schen Totalverdau unterzogen. Zu-
n�chst wurde mit Nuclease S1 3 h bei
37 8C inkubiert, gefolgt von einer
weiteren Inkubation mit Phosphodi-
esterase I und alkalischer Phosphata-
se unter gleichen Bedingungen. An-
schließend wurde eine definierte
Menge der isotopenmarkierten Nu-
cleoside zugegeben und die Probe an
einer HPLC-Apparatur mit einem
hochaufl�senden Massenspektrome-
ter als Detektor (Thermo Finnigan

LTQ Orbitrap XL) untersucht. In allen Messungen eluierten
die Substanzen bei 12.3 (5-HOMedC) bzw. 18.5 min (5-MedC). Bei
jedem Experiment konnten ein Signal f�r das nat�rliche
(leichte) und ein Signal f�r das isotopenmarkierte (schwere)
Nucleosid detektiert werden. Die Menge der untersuchten
Nucleoside wurde durch Vergleich der Integrale der Ionen-
str�me des nat�rlichen (zu untersuchende Menge) und des
isotopenmarkierten (bekannte Menge) Signals unter Be-
r�cksichtigung der Kalibriergeraden bestimmt. Bei allen
Messungen erhielten wir Werte mit einem durchschnittlichen

Abbildung 1. a) Sagittale Sektion eines M�usegehirns. Die untersuchten Gehirnareale sind farbig
hervorgehoben. b) Verh�ltnis von 5-HOMedC und 5-MedC zu dG in verschiedenen Gehirnbereichen in
Prozent. dG wurde als Referenz verwendet, da es Basenpaare mit dC, 5-MedC und 5-HOMedC bildet.
I–III: siehe Text. c) Verh�ltnis von 5-HOMedC und 5-MedC zu dG im Hippocampus von einen und
90 Tage alten M�usen in Prozent. d) Verh�ltnis von 5-HOMedC und 5-MedC zu dG in einer neuronalen
(Neuro-2a) und einer Gliazelllinie (U-87 MG) in Prozent.
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Fehler von� 5% sowohl f�r 5-HOMedC als auch f�r 5-MedC. Alle
Messwerte f�r jede einzelne Maus sind in den Hintergrund-
informationen aufgelistet. Abbildung 1 zeigt den gemittelten
Wert.

Als erstes Ergebnis (Abbildung 1b) konnten wir das neue
Nucleosid 5-HOMedC deutlich in jedem Gehirnbereich detek-
tieren. Zwischen 0.3 und 0.7% aller dC-Nucleoside sind an
Position 5 hydroxymethyliert, was deutlich zeigt, dass
5-HOMedC ein postreplikativ gebildetes Nucleosid im gesamten
Gehirn ist. Der zweite �berraschende Befund ist, dass der
Gehalt an 5-HOMedC zwischen den Gehirnarealen deutlich
schwankt. In der Originalpublikation wurde 5-HOMedC in Pur-
kinje-Neuronen, die ausschließlich im Kleinhirn vorkommen,
gefunden. Wir konnten nun feststellen, dass die Menge des
Nucleosids in der Großhirnrinde und im Hippocampus
deutlich gr�ßer ist, obwohl dort keine Purkinje-Neuronen
vorkommen. Eine Analyse von Gehirnkrebszelllinien zeigte,
dass in Neuroblasten und Gliazellen kein 5-HOMedC vorkommt
(Abbildung 1d). In �bereinstimmung mit der Literatur
haben wir in diesen Krebszelllinien jedoch einen reduzierten
Gehalt an 5-MedC (von normal 4.5 auf 3.0%) gefunden.[13]

Unsere Daten lassen eine grobe Unterteilung des Maus-
gehirns in drei Bereiche zu (Abbildung 1b): Der gr�ßte
Anteil an 5-HOMedC ist in der Großhirnrinde und im Hippo-
campus zu finden (I). Dies sind interessanterweise die Ge-
hirnareale, die mit den h�chsten kognitiven Funktionen as-
soziiert sind. Der Riechkolben und der Hirnstamm bilden
eine zweite Gruppe mit mittlerem 5-HOMedC-Gehalt (II). Das
Kleinhirn und die Netzhaut enthalten eindeutig am wenigsten
5-HOMedC (III). Erste Daten zeigen zudem sehr hohe Werte des
neuen Nucleosids im Hypothalamus, der Teil des endokrinen
Systems ist, das hormonbasierte Prozesse kontrolliert. Die
Verteilung von 5-HOMedC wurde durch Immunlokalisation
best�tigt (siehe Hintergrundinformationen).

Von Interesse ist auch die Analyse des relativen Gehalts
an 5-HOMedC und 5-MedC. In den untersuchten Gehirnbereichen
korrelierten die Mengen an 5-HOMedC und 5-MedC nicht, was zu
erwarten w�re, wenn 5-HOMedC ausschließlich aus 5-MedC ge-
bildet w�rde. Im Hypothalamus war der Wert f�r 5-MedC
deutlich reduziert, und hier fanden wir tats�chlich einen
hohen 5-HOMedC-Gehalt. In allen anderen Geweben beob-
achteten wir hingegen einen stabilen 5-MedC-Wert von ca.
4.5% (in �bereinstimmung mit der Literatur),[14] w�hrend die
Messwerte f�r 5-HOMedC deutlich schwankten. Dies l�sst
darauf schließen, dass 5-HOMedC eine Funktion hat, die nicht
direkt mit 5-MedC zusammenh�ngt.

Wir stellten uns zus�tzlich die Frage, ob das Alter des
Tieres die Menge an 5-HOMedC beeinflusst. Hierzu analysierten
wir die Hippocampi von einen Tag alten M�usen (Abbil-
dung 1c). Tats�chlich konnten wir bei diesen eine deutlich
reduzierte Menge an 5-MedC und 5-HOMedC feststellen. Der
Gehalt an 5-MedC nimmt im ausgewachsenen Tier von (3.5�
0.1)% auf (4.3� 0.3)% zu. Weit eindeutiger jedoch steigt die
Menge an 5-HOMedC: Der Gehalt in 90 Tage alten Tieren ist um
75% h�her (von (0.34� 0.02) auf (0.59� 0.04)%) als in einen
Tag alten Tieren. Um auszuschließen, dass sich 5-HOMedC
aufgrund von oxidativem Stress anreichert, untersuchten wir
die Werte an 8-Oxo-dG, einem typischen Marker f�r oxida-

tiven Stress. Hier konnten wir jedoch keine Unterschiede
feststellen, was eindeutig belegt, dass 5-HOMedC im Gehirn kein
Resultat oxidativen Stresses,[15] sondern eine postreplikative
Modifikation ist.

Wir haben die Menge an 5-HOMedC und 5-MedC in ver-
schiedenen Gehirnarealen mit sehr hoher Genauigkeit be-
stimmt und konnten 5-HOMedC als postreplikative Modifikati-
on best�tigen. Wir haben gezeigt, dass das Nucleosid im
Gehirn weit verbreitet ist und besonders h�ufig in den Ge-
hirnbereichen auftritt, die f�r h�here kognitive Funktionen
verantwortlich sind. Weiterhin erhielten wir erste Hinweise
darauf, dass 5-HOMedC in neugeborenen Tieren in geringeren
Mengen vorkommt als in ausgewachsenen.
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