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1. Die Geschichte von 5-Hydroxymethylcytosin

Das genetische Material ist aus den vier DNA-Nukleosi-
den 2’-Desoxyadenosin (dA oder dAdo), 2’-Desoxyguanosin
(dG oder dGua), Thymidin (Thd oder dT) und 2’-Desoxy-
cytidin (dC oder dCyt) aufgebaut (Schema 1). Diese vier
Bausteine sind in einer DNA-Doppelhelix aneinandergef�gt,
deren Struktur durch Watson und Crick im Jahr 1953 aufge-
kl�rt wurde.[1] Alle Zellen multizellul�rer Organismen besit-
zen die gleiche genetische Zusammensetzung, obwohl sie er-
heblich unterschiedliche Aufgaben ausf�hren. Neuronen z. B.
leiten elektrische Signale entlang Axonen, w�hrend eine
Muskelzelle an kontrahierenden Bewegungen beteiligt ist.

Das gleiche genetische Material l�st in
unterschiedlichen Zellen unterschied-
liche Funktionen aus, was nur m�glich
ist, weil sich Zellen in der Art und
Anzahl von aktiven Genen unter-
scheiden. W�hrend der zellul�ren
Entwicklung schalten Zellen nicht be-
n�tigte Gene auf dem Weg zur Spe-
zialisierung aus. Stummschaltung von
Genen wird chemisch durch Methy-

lierung der Base Cytosin (dC) in der Position C5 in CpG-
Inseln erreicht.[2]

Das Methylierungsmuster ist ein außerordentlich wichti-
ger Bestandteil der epigenetischen Information und ein spe-
zifischer Marker zur Unterscheidung von Zellen. Die zu-
grundeliegende Base 5-Methyl-2’-desoxycytidin (mC oder
5-MedC oder M oder 5mC) wird oft als die f�nfte Base des
Genoms bezeichnet. Nach der Befruchtung und an be-
stimmten Punkten der embryonalen Entwicklung werden
große Teile des Methylierungsmusters entfernt.[3] Als Kon-
sequenz erm�glicht dieser Prozess embryonalen Stammzel-
len, sich in jede m�gliche spezialisierte Zelle zu differenzie-
ren. Diese genomweite Demethylierung erfolgt in bestimm-
ten F�llen ohne Zellteilung und demnach ohne Synthese von
neuer DNA. Die Methylgruppe muss deshalb durch Enzyme
aktiv entfernt werden. Der hierf�r zust�ndige Mechanismus
f�r diese aktive Demethylierung ist von h�chstem Interesse,
weil spekuliert wird, dass manche Zellen die M�glichkeit
haben, ihr genetisches Material aktiv zu demethylieren um
sich zu dedifferenzieren.[4] Mit anderen Worten: Es w�re
m�glich, differenzierte Zellen durch den Prozess der aktiven
Demethylierung in einen weniger differenzierten Status zu
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zentralen Nervensystem gefunden. Es wurde dar�ber hinaus aufge-
kl�rt, dass hmC an der Regulierung der Pluripotenz von Stammzellen
beteiligt ist. Die Nukleobase wurde weiterhin mit der Entwicklung von
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verdichten sich die Beweise, dass hmC nicht ausschließlich ein Inter-
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bringen, was ein großes Potential f�r die Forschung und the-
rapeutische Anwendungen h�tte.

Vor kurzem wurde die Suche nach dem Prozess der akti-
ven Demethylierung in eine neue Richtung gelenkt. Im Jahr
2009 zeigten zwei unabh�ngig erschienene Publikationen in
Science, dass DNA von S�ugetieren neben 5-Methylcytosin
zus�tzlich 5-Hydroxymethylcytosin (hmC oder 5-HOMedC oder
5hmC) enth�lt. Diese Modifikation wird als die sechste Base
des Genoms in h�heren Organismen betrachtet.[5] Interes-
santerweise wurde hmC bereits vor 40 Jahren in der DNA von
S�ugetieren gefunden.[6] Die damals beschriebenen Ergeb-
nisse werden jedoch bezweifelt, da andere Gruppen diese
Daten nicht reproduzieren konnten und auch in den neuen
Publikationen viel geringere Werte von hmC gefunden wur-
den.[7]

1.1. 5-Hydroxymethylcytosin als Nukleobase in Bakteriophagen-
DNA

Die Entdeckung von hmC in S�ugetieren war ein Mei-
lenstein in der epigenetischen Forschung. Die Base selbst ist
allerdings seit langem als Bestandteil der DNA von speziellen
Bakteriophagen bekannt. Dies wurde im Jahr 1952 entdeckt –
und somit bevor die 3D-Struktur der DNA entschl�sselt
wurde.[8] Bestimmte Phagen bauen hmC mithilfe des ent-
sprechenden Triphosphats in ihr genetisches Material ein.
Anschließend transferiert eine Glucosyltransferase einen
Glucose-Rest auf die Base, um hochgradig a- oder b-glu-
cosylierte Phagen-DNA zu generieren.[9] Diese Glucosylie-
rung ist ein Teil der Strategie zum Schutz der eigenen DNA,
um der Aktivit�t von bakteriellen Restriktionsenzymen zu
entkommen. Diese bauen eindringende Doppelstrang-DNA
in einem bakteriellen Verteidigungsprozess ab. Zus�tzlich
reprogrammiert der Phage das Bakterium so, dass es Nu-

kleasen produziert, welche DNA, die kein hmC enth�lt, ab-
baut. Somit baut das infizierte Bakterium sein eigenes gene-
tischen Material ab und produziert nur noch Genprodukte
des Phagen.[10]

1.2. 5-Hydroxymethylcytosin als oxidative gesch�digte
Nukleobase

5-Hydroxymethylcytosin wurde zus�tzlich als Folge von
oxidativem Stress in normaler DNA vermutet, wobei es aus
mC gebildet wird. In-vitro-Studien zeigten, dass Ein-Elek-
tronen-Oxidation von mC in w�ssriger L�sung unter Sauer-
stoffeinfluss und UV-A-Bestrahlung zur Bildung von hmC
f�hrt.[11] Dies ist auch in der Anwesenheit des Typ-I-Photo-
sensibilisators Menadion m�glich, welcher die instabilen
Peroxylradikal- oder Hydroxyperoxid-Intermediate erzeugt.
Diese zerfallen zu hmC.[11, 12] Eine andere Studie zeigt, dass
Behandlung von mC unter Fenton-Bedingungen (Fe2+/Cu2+
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Schema 1. Die kanonischen DNA-Nukleoside dG, dA, dT und dC. Cyto-
sin kann zu mC und hmC modifiziert werden. hmC k�nnte weiter zu
den m�glichen Demethylierungsintermediaten fC und caC oxidiert wer-
den, diese wurden jedoch noch nie in vivo nachgewiesen.
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und H2O2) oder mit Benzo-
ylperoxid in CBrCl3 auch zu
hmC f�hrt.[13] Seit dieser
Entdeckung wurde speku-
liert, dass hmC eines der
Hauptprodukte des oxidati-
ven Abbaus von mC sein
k�nnte (Schema 2).

Basierend auf gemesse-
nen Daten f�r dT wurde vor-
geschlagen, dass 20 Molek�le
hmC pro Zelle pro Tag als
oxidativer Schaden aus mC
erhalten werden.[14] Interes-
santerweise kann hmC pho-
tochemisch durch Eliminie-
rung von Formaldehyd zu dC
umgewandelt werden.[12b] Al-
lerdings konnte die oxidative
Bildung unter In-vivo-Bedin-
gungen noch nicht best�tigt
werden. Wichtig ist die Ent-
deckung, dass unter oxidati-
ven Bedingungen neben hmC
auch 5-Formyldesoxycytidin
(fC oder 5-CHOdC oder 5fC)
und 5-Carboxyldesoxycytidin
(caC oder 5-COOHdC oder
5caC) gebildet werden.[11,12]

W�hrend fC �ber das Hydrat
deformyliert werden kann,
kann caC decarboxyliert
werden, was zur Regenerati-
on von Cytosin f�hrt. Dies ist
genau die Reaktivit�t, welche
die derzeitige Spekulationen
n�hrt, dass hmC ein Inter-
mediat des gesuchten Reak-
tionspfads sein k�nnte, der
die aktive Demethylierung
erm�glicht.

2. Detektionsmethoden

2.1. Globale Quantifizierung von 5-Hydroxymethylcytosin

In den beiden Publikationen, die 2009 in Science er-
schienen sind, isolierten Heintz und Rao mit ihren Mitar-
beitern DNA aus Purkinje-Neuronen und embryonalen
Stammzellen.[5] Die DNA wurde enzymatisch zu ihren Nu-
kleosiden hydrolysiert. Anschließend wurden diese Nukleo-
side mit einer Kinase und 32P-ATP behandelt, um eine ra-
dioaktive Phosphatgruppe auf den prim�ren 5’-Alkohol zu
transferieren. Danach wurden 2D-Chromatographie, HPLC
und MS-Analyse der Nukleotide durchgef�hrt. Dies erm�g-
lichte beiden Arbeitsgruppen, hmC als neuen Bestandteil der
genomischen DNA zu finden (Schema 3a). Kriaucionis und

Schema 2. Ein-Elektronen-Oxidation von mC f�hrt zu hmC und fC.

Schema 3. Methoden zur Detektion und Quantifizierung von hmC. a) Quantifizierung der DNA-Nukleoside
oder Nukleotide nach enzymatischem Verdau. b) Enzymatische Glucosylierung von hmC und anschließende
Detektion durch Radioaktivit�t oder Klick-Reaktion mit Biotin.
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Heintz entdeckten durch Zufall, dass 0.6% von allen Nu-
kleosiden in Purkinje-Neuronen und ungef�hr 0.2% von allen
Nukleosiden in K�rnerzellen hydroxymethyliert sind. Des
weiteren fanden sie hmC in einigen Gewebearten, obwohl die
Nachweisgrenze (ca. 0.08%) ihrer Technik keine detaillierte
Untersuchung erm�glichte.[5a] Die von Rao et al. untersuchte
Menge an hmC in embryonalen Stammzellen war mit nur
0.1% von allen Cytosinen mit einer 5-Hydroxymethylgruppe
sogar noch geringer.[5b]

Mithilfe von isotopenmarkiertem hmC als internem
Standard untersuchten Carell und Mitarbeiter die Verteilung
von hmC in Mausgeweben (Schema 3a) mit einer pr�zisen
LC-MS-Methode.[15] Es wurde entdeckt, dass die Menge an 5-
Hydroxymethylcytosin in unterschiedlichen Gewebearten
stark variiert. W�hrend die Menge von 5-Methylcytosin
konstant bei ungef�hr 4.5% in allen Geweben liegt (Werte
sind immer in % von allen Cytosinderivaten angegeben),
wurde gefunden, dass Organe wie Leber und Hoden sehr
geringe Mengen, Herz und Niere mittlere Mengen und Ge-
webe des zentralen Nervensystems hohe Mengen an hmC
aufweisen (Abbildung 1a).[15a] Eine detaillierte Betrachtung

von verschiedenen Gehirnarealen zeigte, dass erneut die
Mengen an 5-Hydroxymethylcytosin von 0.3% in der Netz-
haut und im Kleinhirn bis zu 0.7 % in der Großhirnrinde und
im Hippocampus variieren.[15b] Die letzten beiden sind Ge-
hirnregionen, die an h�heren kognitiven Funktionen beteiligt
sind. Diese Ergebnisse sind hochinteressant, besonders im
Hinblick auf neueste Erkenntnisse, dass aktive Demethylie-
rungen in ausdifferenzierten Neuronen als Folge von Lern-
und Ged�chtnisprozessen auftreten.[4, 16] Ein weiteres inter-
essantes Ergebnis ist die Entdeckung, dass die hmC-Werte

w�hrend der Gehirnentwicklung steigen. Im Hippocampus
von 90 Tage alten erwachsenen M�usen ist der hmC-Wert fast
doppelt so hoch als bei 1 Tag alten M�usen (Abbil-
dung 1c).[15b] Eine �hnliche Korrelation wurde sp�ter f�r das
Kleinhirn gezeigt (Abbildung 1c).[17] Zusammen deuten diese
Hinweise auf eine Aufgabe von hmC w�hrend der neuronalen
Entwicklung und Ausdifferenzierung des Gehirns hin.

In einem alternativen Ansatz zur Detektion von hmC
verwendeten Leonhardt und Mitarbeiter die b-Glucosyl-
transferase aus Phagen, um radioaktiv markierte UDP-
[3H]Glucose auf die Hydroxygruppe der Base hmC innerhalb
der DNA zu laden (Schema 3 b).[18] Sie bestimmten die Menge
an hmC durch Szintillation. Mithilfe dieser Methode be-
stimmte diese Arbeitsgruppe die Verteilung von hmC im
Gewebe und konnte ermitteln, dass mC f�r die Bildung von
hmC notwendig ist. Dies konnte durch das Messen der hmC-
Werte in DNMT-Dreifachknockout-Zellen erreicht werden,
welche die F�higkeit zur Methylierung von Cytosin verloren
haben.

Jin, He und Mitarbeiter erweiterten die von Leonhardt
etablierte Methode, indem sie UDP-6-Azidoglucose und die
gleiche b-Glucosyltransferase aus Phagen verwendeten, um
hmC enthaltende DNA mit einem Azidrest zu beladen.[17]

Unter Verwendung der Klick-Chemie konnten sie eine Bio-
tineinheit an jedem hmC anbringen, was ihnen erm�glichte,
hmC enthaltende DNA zur anschließenden Sequenzanalyse
zu isolieren. Dar�ber hinaus konnten sie die Menge an hmC
in DNA mit einem Biotin-spezifischen Antik�rper quantifi-
zieren. Mit dieser Methode konnten Jin, He und ihre Mitar-
beiter nicht nur den Alterseffekt best�tigen, sondern auch
zeigen, dass Hydroxymethylierung in intragenischen Regio-
nen angereichert ist. Demgegen�ber ist mC haupts�chlich in
CpG-Inseln vorhanden, welche in Promoterbereichen vor-
kommen. Interessanterweise kann hmC angeh�uft in Genen
gefunden werden, welche mit Angiogenese und Hypoxie in
Verbindung gebracht werden. HIF-Prolyl-Hydroxylasen sind
eine bekannte Sauerstoff-detektierende Enzymklasse, die mit
den TET-Enzymen verwandt ist, die hmC bilden (siehe un-
ten).[19] Dies ließ Jin, He und Mitarbeiter spekulieren, dass
hmC m�glicherweise an einem Regulierungsprozess beteiligt
sein k�nnte.

Die Autoren best�tigten des weiteren, dass hmC nur in
geringen Mengen in kultivierten Zellen vorhanden ist (Ab-
bildung 1 b).[17] Aktuelle F�rbeexperimente mit polyklonalen
Antik�rpern gegen hmC zeigten, dass hmC in allen Zellker-
nen vorkommt, und best�tigten die ungleiche Verteilung der
Quantifizierungsexperimente.[15a] Hohe Mengen wurden in
differenzierten Neuronen des Gyrus dentatus detektiert
(Abbildung 1d). Gebiete, die viele neuronale Stammzellen
enthalten, zeigten dagegen eine schw�chere F�rbung, was auf
eine geringere Menge an hmC in den entsprechenden Zell-
kernen hinweist.

Weitere Detektionsmethoden f�r die Isolierung von
DNA-Strangfragmenten mit hmC beruhen auf der Verwen-
dung von J-bindendem Protein-1 (JBP1), welches an einer
magnetischen Festphase immobilisiert ist.[20] Diese Proteine
binden glucosyliertes 5-Hydroxymethyluracil, die sogenannte
Base J, die in Trypanosomen und verwandten Kinetoplastea
vorkommt.[21] Robertson et al. konnten zeigen, dass JBP1

Abbildung 1. Verteilung von hmC im K�rper von S�ugetieren:
a,b) Quantifizierung von hmC in verschiedenen Geweben und Zelllini-
en. c) hmC-Werte steigen w�hrend der Entwicklung des Gehirns (nor-
malisierte Werte) d) Immunolokalisation von hmC im Hippocampus
einer Maus. Anti-hmC (gr�n), Hoechst 33342 (blau), mESC: embryo-
nale Stammzellen (Maus).
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auch glucosyliertes hmC stark binden kann, was die Isolie-
rung von DNA mit hmC durch einfache Inkubation der DNA
mit der magnetischen Festphase erlaubt.[20] Durch Verwen-
dung dieser Methode wurde entdeckt, dass der hmC-Gehalt
in Promoterbereichen der Gene NANOG und OCT4, die mit
Pluripotenz verbunden werden, erh�ht ist.

Weitere Quantifizierungen von hmC auf der Basis von
LC-MS/MS wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen
durchgef�hrt.[22] In Dnmt1- und Dnmt3a-Doppelknockout-
M�usen (DKO) wurden sowohl geringere hmC- als auch mC-
Werte als in den Kontrollexperimenten gefunden, w�hrend
keine Unterschiede in den hmC-Werten f�r jedes Einfach-
knockout-Experiment (SKO) gefunden wurden.[22a] Diese
Ergebnisse best�tigen zus�tzlich, dass hmC aus mC gebildet
wird. Mit der Entwicklung von spezifischen Antik�rpern
wurde es auch m�glich, die Menge von hmC durch die klas-
sische Dot-Blot-Technik zu ermitteln.[23]

Interessant ist die Entdeckung von Klimasauskas und
Mitarbeitern, die zeigten, dass Methyltransferasen hmC-hal-
tige DNA binden k�nnen und dass die OH-Gruppe durch
Molek�le, die Schwefel- oder Selen-Reste enthalten, ausge-
tauscht werden kann. Dies erlaubt die chemische Modifizie-
rung von DNA-Str�ngen mit hmC (Schema 4a).[24] In einer
fr�heren Studie konnten die gleichen Autoren zeigen, dass
bakterielle Methyltransferasen zudem f�hig sind, Formalde-
hyd an Cytosin anzuf�gen, um hmC zu erhalten.[25] Interes-
santerweise war auch die reversible Reaktion m�glich, in der
die Hydroxymethylgruppe entfernt wurde. Dies k�nnte ein
denkbarer Mechanismus zur aktiven Demethylierung sein
(Schema 4b). Die Formaldehyd-Entwicklung in vivo sollte
unproblematisch f�r Zellen sein, weil Formaldehyd ein be-
kanntes Nebenprodukt im Stoffwechsel ist und z. B. durch
Histondemethylasen oder bestimmte DNA-Reparaturenzy-
me entsteht.[26]

2.2. Positionsspezifische Detektion von 5-Hydroxymethylcytosin

Die Methode der Wahl zur Sequenzierung der epigene-
tischen Information, Bisulfit-Sequenzierung, kann ungl�ckli-
cherweise hmC nicht spezifisch detektieren, was es zurzeit

ungemein erschwert, die Position von hmC-Basen im Genom
zu identifizieren.[27] Bisulfit desaminiert Cytosine zu Uracil,
w�hrend es mC nicht umsetzt.[28] Zus�tzlich reagiert Bisulfit
mit der Hydroxymethylgruppe von hmC zu 5-Methylensul-
fonat.[29] Weil dieses Reaktionsprodukt nicht zur Desaminie-
rung f�hrt und m�glicherweise Polymerasen blockiert, ist die
Unterscheidung von hmC und mC momentan unm�glich.
Gegen 5-Methylensulfonat, das hocheffizient aus hmC ent-
steht, wurde ein Antik�rper entwicket, der es erlaubt, hmC
�ber das Sulfonat zu detektieren und zu quantifizieren.[30]

Alternative Sequenzierungsmethoden k�nnen ebenfalls nicht
zwischen mC und hmC unterscheiden oder wurden bisher
noch nicht getestet.[31] Auch Sequenzierungsmethoden, die
auf Restriktionsenzymen basieren, erlauben keine Differen-
zierung von mC und hmC. Allerdings wurden aktuell Fort-
schritte in diese Richtung mit Glucosyltransferasen in Kom-
bination mit den Restriktionsenzymen MspI, HpaII und GlaI
beschrieben, welche jedoch in ihrer Sequenzspezifit�t be-
schr�nkt sind.[32] Zus�tzlich wurde die Endonuklease
PvuRts1l identifiziert, die spezifisch auf hmC wirkt.[33] In
Zukunft k�nnte Nanoporensequenzierung eine L�sung f�r
dieses Problem sein. Erste Untersuchungen zeigten, dass
diese Sequenzierungsmethode zwischen mC und hmC in
Einzel- und Doppelstrang-DNA unterscheiden kann.[34]

Letztendlich k�nnten moderne „Sequencing-by-Synthesis“-
Methoden sequenzspezifische Informationen �ber hmC ba-
sierend auf der Kinetik des Triphosphat-Einbaus liefern.[35]

3. Enzymologie von 5-Hydroxymethylcytosin

Parallel zur Entwicklung von Methoden zur Quantifizie-
rung und spezifischen Detektion von hmC wurden auch die
enzymatischen Reaktionen, die zur Bildung von hmC f�hren,
untersucht. In ihrer Originalpublikation benutzten Rao und
Mitarbeiter bioinformatische Methoden f�r die Identifizie-
rung der Methylcytosin-Oxidasen.[5b, 36] Sie beschrieben, dass
TET1-Enzyme (ten-eleven translocation) hmC postreplikativ
aus mC bilden k�nnen. Laut jetzigem Stand sind drei TET-
Enzyme bekannt (TET1–3). Sie sind FeII- und a-Ketogluta-
rat-abh�ngige Dioxygenasen, die mC sowohl in vitro als auch
in vivo in hmC umwandeln.[5b,37] Neben der katalytischen
Dom�ne enthalten sie weiterhin eine zweikernige Zn-bin-
dende CXXC-Dom�ne, die man in vielen Chromatin-assozi-
ierten Proteinen findet.[5b,38] Der allgemeine Reaktionme-
chanismus von a-Ketoglutarat-abh�ngigen Enzymen ist in
Schema 5 dargestellt.[39]

3.1. Die Rolle von hmC und TET-Enzymen w�hrend der
Entwicklung von Zellen

Die Menge an 5-Hydroxymethylcytosin wird in Stamm-
zellen und w�hrend der Differenzierung dynamisch regu-
liert.[40] In Eizellen und Zygoten wird ausschließlich TET3
exprimiert, und k�rzlich konnten zwei Studien zeigen, dass
mC nach der Befruchtung nur im m�nnlichen, nicht aber im
weiblichen Pronukleus in hmC umgewandelt wird.[23, 41] Die
Ergebnisse legen nahe, dass die bisher angenommene De-

Schema 4. a) Methyltransferase-vermittelte Derivatisierung von hmC
mit Cysteaminen oder Selenocysteaminen und weitere Funktionalisie-
rung mit fluoreszierenden Gruppen. b) Reversible Umwandlung von
dC in hmC mit Formaldehyd und Methyltransferasen.
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methylierung des m�nnlichen Genoms in Wirklichkeit eine
TET3-vermittelte Hydroxymethylierung ist. Nach der Um-
programmierung des m�nnlichen Genoms sinken die TET3-
Level schnell bis zum 2-Zellen-Stadium. Im Gegensatz zur
Zygote sind in embryonalen Stammzellen TET1 und TET2
stark exprimiert, w�hrend die TET3-Level niedrig sind.[42]

Wenn Stammzellen differenzieren, steigen hingegen die
TET3-Werte wieder an, w�hrend TET1 und TET2 sinken.
Wenn adulte Zellen in pluripotente Stammzellen zur�ckent-
wickelt werden, kann man den umgekehrten Verlauf beob-
achten: TET3 sinkt, w�hrend TET1 und TET2 wieder zu-
nehmen. Zusammenfassend kann man sagen, dass TET1 und
TET2 somit sowohl mit dem Pluripotenznetzwerk als auch
dem Differenzierungspotential von Stammzellen assoziiert
sind.

Ein siRNA-vermittelter R�ckgang von TET1 in Stamm-
zellen f�hrte zu morphologischen Ver�nderungen.[37] Diese
Resultate konnten jedoch in einer weiteren Studie nicht be-
st�tigt werden.[42a] Zus�tzlich diffe-
renzieren Stammzellen in der Ab-
wesenheit von TET1 aus, was zeigt,
dass TET1 und damit hmC wichtig
f�r die Erhaltung und Selbster-
neuerung von Stammzellen ist.[37] In
einer weiteren Studie konnten Koh
et al. zeigen, dass die Abwesenheit
von TET1 tendenziell zu einer Dif-
ferenzierung in Mesoderm und En-
toderm f�hrt, w�hrend TET2 die
Differenzierung in Neuroektoderm
beeinflusst.[42a] Auf der genetischen
Ebene k�nnte ein Defekt in TET1
zur verst�rkten Methylierung des
NANOG-Promoters f�hren, was
einen Verlust der Pluripotenz zur

Folge hat.[37] Die Verbindung zwischen dem NANOG-Pro-
moter und TET1 wird jedoch kontrovers diskutiert.[37, 42a,43]

Alternativ k�nnten die NANOG- und OCT4-Genprodukte
an der Regulation von TET1 und TET2 beteiligt sein.[42a]

Chromatin-Immunf�llung zeigte, dass OCT4 an die nicht-
kodierenden Sequenzen der TET1- und TET2-Gene bindet,
was nahelegt, dass die DNA-Hydroxylasen durch den Pluri-
potenzfaktor OCT4 reguliert werden.[42a] Ein �berblick �ber
die publizierten hmC-, mC- und TET-Werte ist in Abbil-
dung 2 dargestellt.

Zusammenfassend kann man sagen, dass TET1 und TET2
f�r die Aufrechterhaltung der Pluripotenz wichtig sind, w�h-
rend TET3 mit Differenzierungsprozessen assoziiert ist. hmC
ist somit an der Ausbildung von pluripotenten Zellen, der
Aufrechterhaltung der Pluripotenz und an der Differenzie-
rung in die Keimbl�tter beteiligt.

3.2. Die Rolle von hmC und der TET-Enzyme bei Krebs

Viele myeloide Krebsarten (z. B. Leuk�mie) zeigen eine
Mutation in TET2, was dazu f�hrt, dass die Zelle mC nicht
mehr korrekt zu hmC hydroxylieren kann. Weiterhin wurde
festgestellt, dass TET2 eine wichtige Rolle in der normalen
Myelopoese spielt und dass die reduzierte Bildung von hmC
der Grund f�r die Tumorgenese ist.[30] Interessanterweise
wurde gefunden, dass Patienten mit nicht-funktionalem
TET2 auch reduzierte mC-Werte zeigten. Dies ist �berra-
schend, da hmC aus mC gebildet wird und reduzierte hmC-
Werte somit erh�hte mC-Werte bedingen sollten. Es wurde
vorgeschlagen, dass ein Verlust der TET2-Funktion einen
stammzellenartigen Zustand der Zelle reaktiviert, der durch
generelle genomische Instabilit�t und Hypomethylierung
charakterisiert ist.

Ein weiteres Enzym, dass in vielen Krebsarten mutiert ist,
ist Isocitratdehydrogenase (IDH).[44] Eine Mutation von IDH
f�hrt zur Akkumulation von 2-Hydroxyglutarat in der Zel-
le.[45] Diese Substanz ist ein bekannter kompetitiver Inhibitor
von a-Ketoglutarat-abh�ngigen Enzymen.[46a] Die Inhibition
der TET-Enzyme durch 2-Hydroxyglutarat wird nun als
weiterer Mechanismus der Tumorgenese angenommen.[46b]

Weitere Best�tigung f�r die Inhibition der TET-Enzyme bei

Schema 5. Reaktionsmechanismus von a-Ketoglutarat-abh�ngigen En-
zymen. Die Reaktion verl�uft �ber ein Eisen(IV)-Intermediat. W�hrend
der Reaktion wird der Cofaktor a-Ketoglutarat zu Succinat decarboxy-
liert.

Abbildung 2. Werte von mC, hmC und den TET-Enzymen w�hrend der Zellentwicklung.
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Krebs kommt durch die Beobachtung, dass alle bislang un-
tersuchten (Krebs-)Zelllinien nur sehr geringe Mengen an
hmC vorweisen.[17] Die Messung der hmC-Werte eines Ge-
webes k�nnte somit eine Fr�herkennung von Krebserkran-
kungen erm�glichen.

Um weitere Beweise zu erhalten, dass reduzierte hmC-
Werte nicht nur eine Folge von, sondern der Grund f�r die
Tumorgenese sind, injizierten Koh et al. normale Stammzel-
len und Stammzellen mit inhibierten TET-Enzymen in
M�use.[42a] W�hrend die Wildtyp-Stammzellen nur gutartige
Teratome ausl�sten, f�hrten die TET-defizienten Stammzel-
len zu b�sartigen Tumoren mit hoher Zellproliferation. Die-
ses elegante Experiment zeigte, dass korrekte hmC-Mengen
von �ußerster Bedeutung f�r die korrekte Funktion von
Zellen sind und dass Defekte in der Hydroxymethylierung
von DNA zu ernsten Defekten f�hren kann.

4. Regulatorische Funktion

Trotz großer Forschungsanstrengungen in den letzten
zwei Jahren ist die exakte biochemische Funktion von hmC
weiterhin unbekannt. Obwohl bekannt ist, dass die Base an
der Genregulation w�hrend der Zellentwicklung und Tu-
morgenese beteiligt ist und sich Hinweise verdichten, dass
Hydroxymethylierung mit aktiv transkribierten Genen zu-
sammenh�ngt, sind die exakten Mechanismen, die hinter
diesen Beobachtungen stehen, weitgehend unklar.[37, 40,47]

Besonders wie die Information auf der DNA in zellul�re Si-
gnale umgewandelt wird, muss noch aufgekl�rt werden. Im
Falle von mC gibt es spezielle Methyl-CpG-bindende Do-
m�nen (MDB), die die Kommunikation zwischen Epigenom
und Proteom erm�glichen. hmC-bindende Dom�nen wurden
jedoch noch nicht gefunden (Abbildung 3). mC-bindende

Proteine wie Methyl-CpG-bindendes Protein 2 (MeCP2)
oder DNA-Methyltransferase (DNMT) binden nicht an hy-
droxymethylierte DNA, was eine komplement�re Rolle der
zwei epigenetischen Modifikationen nahelegt.[48]

Eine weitere M�glichkeit ist, dass hmC ein Intermediat
eines oxidativen Demethylierungsmechanismus ist. Carell
und Mitarbeiter konnten in somatischen Zellen jedoch weder
5-Formylcytosin noch 5-Carboxycytosin finden, selbst wenn
große Mengen an DNA untersucht wurden.[15a] Dies zeigt,
dass wenn hmC an aktiver Demethylierung beteiligt ist, die
Intermediate nicht zu großen Mengen in der Zelle akkumu-

lieren. Weiterhin konnten keine Intermediate eines Deme-
thylierungsmechanismus gefunden werden, der �ber eine
Desaminierung zu hmU und anschließende Basenexzisions-
reparatur verl�uft. Dies wird durch Studien von Iqbal et al.
gest�tzt, die zeigen, dass die Demethylierung in Zygoten
tats�chlich eine globale Hydroxymethylierung ist.[23] Guo
et al. berichteten k�rzlich �ber Hinweise, die zeigen, dass eine
aktive Demethylierung in Neuronen stattfindet, wenn man
sowohl die TET-Enzyme als auch die Desaminase Apobec in
den Zellen �berexprimiert.[16c]

5. Chemische Synthese von 5-Hydroxymethylcytosin
enthaltender DNA und biophysikalische Untersu-
chungen

In der chemischen Forschung sind zwei Gebiete entstan-
den. Erstens war es wichtig, Phosphoramidite zu entwickeln,
die den effizienten Einbau von hmC in DNA erlaubt. Zwei-
tens wurden isotopenmarkierte Verbindungen synthetisiert,
die als interner Standard f�r die massenspektrometrische
Quantifizierung oder zur metabolischen Markierung ver-
wendet werden k�nnen.[13b, 15a,b, 49]

F�r die Synthese wurden zwei Strategien entwickelt. hmC
kann �ber hmU[14,15b, 50] oder durch metallkatalysierte Funk-
tionalisierung von 5-Ioddesoxycytidin[15a, 51] hergestellt wer-
den (Schema 6). Die erste Strategie wurde von Sowers und

Mitarbeitern verwendet, um den ersten Phosphoramidit-
Baustein, in dem die 5-Hydroxymethylgruppe mit einem
Cyanoethylrest gesch�tzt ist, zu entwickeln.[14] Die Synthese
dieses Bausteins wurde k�rzlich von Hansen et al. auf ele-
gante Weise verbessert.[50b] Der Baustein wird routinem�ßig
f�r die Synthese von hmC enthaltender DNA verwendet. F�r
die Entsch�tzung sind jedoch harsche Bedingungen (60 h,
60 8C, konz. NH4OH) notwendig, was die Synthese von
funktionalisierter DNA, die z.B. Biotingruppen tr�gt, ver-
hindert. Ein weiteres Phosphoramidit wurde von de Kort
et al. beschrieben.[50a] Diese Verbindung tr�gt Acetatgruppen

Abbildung 3. Effekt der Hydroxymethylierung auf 5-Methylcytosin bin-
dende Proteine.

Schema 6. Retrosynthese von [D3]mC, [D2]hmC, fC und caC jeweils
aus 5-Ioddesoxycytidin.[15, 51]

T. Carell et al.Kurzaufs�tze

6594 www.angewandte.de � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2011, 123, 6588 – 6596

http://www.angewandte.de


zur Sch�tzung der exocyclischen Aminogruppe und der Hy-
droxygruppe und kann in einer zweistufigen Sequenz (NaOH,
NH4OH) unter milden Bedingungen entsch�tzt werden. Ca-
rell und Mitarbeiter haben einen Phosphoramidit-Baustein
entworfen, in dem die beiden reaktiven Gruppen gleichzeitig
als cyclisches Carbamat gesch�tzt sind.[51] Nach der DNA-
Synthese kann er mit verd�nnter NaOH bei Raumtemperatur
entsch�tzt werden und erm�glicht nun die Synthese von
hochfunktionalisierter DNA. Weiterhin wurden zwei mitein-
ander verwandte Bausteine von Dai et al. ver�ffentlicht, die
die Hydroxygruppe als tert-Butylsilyl(TBS)-Ether sch�tz-
ten.[52] Dieser Rest kann entweder durch Base (65 8C, konz.
NH4OH) oder in einer zweistufigen Sequenz unter Verwen-
dung von Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) zu hmC um-
gewandelt werden.

Drndic und Mitarbeiter f�hrten hmC mithilfe einer Po-
lymerase und eines hmC-Triphosphats in DNA ein.[34a] Auf
diese Weise stellten sie Str�nge her, die entweder dC oder mC
oder hmC enthielten. Mit diesen wurden Fluoreszenz-An-
nealingkurven aufgenommen. Die niedrigste Schmelztempe-
ratur wurde f�r hmC gemessen, eine mittlere f�r dC und die
h�chste f�r mC. Diese Beobachtungen wurden durch Mole-
k�ldynamiksimulationen best�tigt. Die Autoren schlussfol-
gern, dass die Organisation der Wassermolek�le um die Helix
deren Stabilit�t beeinflusst. Das unpolarste Nukleosid mC
f�hrt zu erh�hter Rigidit�t und stabilisiert damit den DNA-
Doppelstrang. Diese Ergebnisse wurden in ausf�hrlichen
Studien mit isothermer Titrationskalorimetrie best�tigt.[47] Es
zeigte sich, dass Hydroxymethylierung den stabilisierenden
Effekt, der f�r mC beobachtet wird, wieder umkehrt.

6. Zusammenfassung und Ausblick

In den zwei Jahren nach ihrer Entdeckung hat die neue
sechste DNA-Base 5-Hydroxymethylcytosin große Auf-
merksamkeit in verschiedenen Forschungsgebieten erfahren.
Es wurde gezeigt, dass sie ein wichtiger Bestandteil des ge-
netischen Systems von S�ugetieren ist und dass sie durch
TET-Enzym-vermittelte Reaktion aus 5-Methylcytosin ge-
bildet wird. Eine Oxidation von 5-Methylcytosin ver�ndert
somit die epigenetische Information auf der DNA. hmC ist an
Prozessen zur Zellentwicklung beteiligt und mit Pluripotenz
von Stammzellen assoziiert. Weiterhin verdichten sich die
Anzeichen, dass fehlerhafte Hydroxymethylierung eine Ur-
sache f�r Tumorgenese sein kann. Die gr�ßten Werte von
hmC werden im Gehirn und speziell in den Regionen, die mit
hohen kognitiven Funktionen assoziiert sind, gefunden.

Interessanterweise steigen die globalen hmC-Werte w�h-
rend der Entwicklung von S�ugetieren, um im Erwachse-
nenalter schließlich stabil zu bleiben. Die molekularen
Gr�nde f�r diese Beobachtungen sind momentan weitgehend
unklar, aber man kann spekulieren, dass Hydroxymethylie-
rung Zellen in ihrem endg�ltigen Entwicklungsstadium fi-
xiert. Zuk�nftige Forschung wird die exakten biochemischen
Folgen der Hydroxymethylierung aufkl�ren m�ssen. hmC-
bindende Proteine m�ssen gefunden werden, und eine Me-
thodik zur sequenzspezifischen Detektion von hmC muss
entwickelt werden. Dies wird zu einem detaillierteren Ver-

st�ndnis der Hydroxymethylierung f�hren und helfen, das
Wissen �ber epigenetische Regulation zu vervollst�ndigen.

Anmerkung : W�hrend dieses Manuskript begutachtet
wurde, erschienen vier Publikationen, die die Verteilung von
hmC im Genom von Stammzellen zeigen.[40, 53]

M.M. dankt dem Fonds der Chemischen Industrie f�r ein Ke-
kul�-Stipendium. Die Autoren danken dem Exzellenzcluster
CiPSM, der Deutschen Forschungsgemeinschaft (SFB 646 und
749 und Normalverfahren) und der COST Action „Free Ra-
dicals in Biology“ f�r die Unterst�tzung ihrer Forschungen.
Wie danken Dr. Markus M�ller f�r das sorgf�ltige Lesen des
Manuskripts.
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