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Oxidierte Cytosin-Derivate – der Schl�ssel zur aktiven
DNA-Demethylierung?
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Bereits 1948, schon f�nf Jahre, bevor Watson und Crick ihr
Modell der DNA-Struktur postulierten, beschrieb Hotchkiss,
dass Cytosin (C) in DNA an der 5-Position methyliert werden
kann.[1] Heute sieht man 5-Methylcytosin (5mC) als f�nfte
Nucleobase an. Die Cytosin-Methylierung wird durch DNA-
Methyltransferasen (Dnmts) katalysiert und tritt h�ufig an so
genannten CpG-reichen DNA-Abschnitten auf. Viele dieser
CpG-Dinucleotide liegen im Bereich von Genpromotoren,
und ihre Hypermethylierung f�hrt in der Regel zur Stillle-
gung der entsprechenden Gene. Die DNA-Methylierung
spielt eine zentrale physiologische Rolle bei der epigeneti-
schen Regulation der Genexpression, der X-Chromosomen-
inaktivierung sowie der genomischen Pr�gung (genetic im-
printing).[2] Als erste DNA-Methyltransferase wurde 1988
Dnmt1 identifiziert.[3] Es folgten die Entdeckung von Dnmt2,
Dnmt3A/B und Dnmt3L (ein inaktives Homologes). Der
embryonale Knockout beispielsweise von Dnmt3B ist le-
tal,[4, 5] was die Wichtigkeit einer korrekten DNA-Methylie-
rung f�r die Embryonalentwicklung zeigt. Weiterhin findet
sich ein Zusammenhang zwischen fehlerhafter DNA-Methy-
lierung und diversen Krankheiten wie Krebs.[6]

Im Unterschied z.B. zur Histon-Acetylierung, einer wei-
teren entscheidenden epigenetischen Modifikation, ist die
DNA-Methylierung sehr stabil, sodass Mechanismen einer
aktiven Demethylierung kontrovers diskutiert werden.[5,7]

Die Diskussion zeigt Parallelen zu derjenigen um die Lysin-
Methylierung in Proteinen. Hier nahm man lange Zeit an,
dass es sich um eine irreversible Modifikation handele. Um
eine relativ stabile Kohlenstoff-Stickstoff- oder Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Bindung zu schw�chen, ist eine Oxidation eine
offensichtliche Lçsung. So wurden schließlich im Fall der
Lysin-Methylierung sogar zwei solcher Mechanismen be-
schrieben, die �ber Dehydrierung oder Oxygenierung ver-
mittelt werden.[8]

Mit der Entdeckung der Familie der TET-Proteine
(TET= ten–eleven translocation) wurde ein Modell zur ak-
tiven oxidativen DNA-Demethylierung vorgeschlagen.[9]

TET-Proteine sind 2-Oxoglutarat- und Eisen(II)-abh�ngig
und katalysieren die Umsetzung von 5mC in DNA zu 5-Hy-
droxymethylcytosin (5hmC). Entsprechend dem Modell
kçnnte 5hmC weiter zu 5-Formylcytosin (5fC) und 5-Carbo-
xycytosin (5caC) oxidiert werden (Abbildung 1).[10] Aller-
dings wurde bis dato kein Beweis daf�r erbracht, dass diese
postulierten Metaboliten tats�chlich existieren. Im Juni 2011
konnten Carell und Mitarbeiter als Erste demonstrieren, dass
5fC in hydrolysierten DNA-Proben aus murinen embryona-
len Stammzellen (mES) nachweisbar ist. Sie konnten zeigen,
dass im Durchschnitt 5–15% der 5hmC-Basen zu 5fC oxidiert
sind. 5caC konnten die Autoren nicht detektieren, postulier-
ten aber seine Existenz.[11] Mithilfe eines biotinylierten
Hydrazids konnten sie 5fC aus oxidierter DNA anreichern.
Diese Methode ist n�tzlich f�r weitere Untersuchungen.
K�rzlich wurde schließlich die Entdeckung von 5fC und 5caC
beschrieben.[12] Diese Studien belegten die Bedeutung der
TET-Enzyme f�r die Bildung von weiter oxidierten Cytosin-
Derivaten in der DNA.

Die Gruppe von Zhang[12a] zeigte, dass die Inkubation von
TET1 mit 5mC-haltiger DNA als Substrat zu einer Abnahme
des 5mC-Niveaus und dem gleichzeitigen Erscheinen von
5hmC und zwei unbekannten Verbindungen f�hrt. �hnliche
Befunde wurden mit den Subtypen TET2 und TET3 erhalten.
Dass es sich bei den neuen Verbindungen um 5fC und 5caC
handelt, konnte anhand von unabh�ngigen Kontrollen im
chromatographischen Vergleich best�tigt werden. MS-Ana-
lysen lieferten den endg�ltigen Beleg. Die Behandlung des
TET2-katalysierten Reaktionsansatzes mit NaBH4 f�hrte zu
verminderter Bildung von hçher oxidierten Cytosin-Meta-
boliten und einem Anstieg von 5hmC. Dies l�sst darauf
schließen, dass beide durch die Oxidation von 5hmC generiert
werden. Weiterhin resultierte die gezielte �berexpression der
katalytischen Dom�ne von TET2 als GFP-Fusionsprotein in
HEK293-Zellen in einem Anstieg der 5hmC-Niveaus. Dies
wurde mit FACS- und 2D-DC-Analyse von DNA-Fragmen-
ten nachgewiesen (FACS = fluorescence activated cell sor-
ting, 2D-DC = zweidimensionale D�nnschichtchromatogra-
phie). Es konnten wiederum zwei neue Produkte beobachtet
werden, die sich in der Tat als 5fC and 5caC herausstellten.
Weiterhin konnten sowohl 5fC als auch 5caC unter physio-
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logischen Bedingungen in 14 Tage alten Mausembryonen
detektiert werden.

�hnliche Befunde wurden von He und Mitarbeitern pu-
bliziert.[12b] Hier f�hrte die Inkubation von Volll�ngen-TET2
(erhalten durch �berexpression in HEK293T-Zellen) aus
Kernextrakten nur im Fall von 5mC- oder 5hmC-haltigen
DNA-Substraten zur Bildung eines unbekannten Produkts.
F�r TET1 und TET3 wurden analoge enzymatische Aktivi-
t�ten gezeigt. Vergleichende hochleistungsfl�ssigkeitschro-
matographische (HPLC-)Experimente der unbekannten
Verbindung mit einem chemisch synthetisierten 5caC-Stan-
dard ergaben, dass beide Proben zur selben Zeit eluieren.
Dieses Ergebnis konnte wiederum durch MS-Untersuchun-
gen best�tigt werden. Die Autoren konnten weiterhin unter
der Verwendung von 14C-markiertem S-Adenosylmethionin
belegen, dass 5caC tats�chlich durch die Oxidation von 5mC
entsteht und nicht z. B. durch eine unabh�ngige Carboxylie-
rung. Im Unterschied zu Zhang und Mitarbeitern waren sie
jedoch nicht in der Lage, die Existenz von 5fC zu belegen.

Der letzte Schritt der Demethylierung von 5caC zu C ist
noch nicht vçllig aufgekl�rt, aber He et al. schlagen ein Mo-
dell basierend auf dem Mechanismus der Basenexzisionsre-
paratur (BER) mit 5caC als Erkennungsmotiv vor. Zur
�berpr�fung dieser Hypothese untersuchten sie das Enzym
TDG (Thymin-DNA-Glycosylase), das eine Rolle im BER-
Prozess spielt. Es schneidet modifizierte Basen aus dem
DNA-Strang heraus, wobei es zur Bildung einer AP-Stelle
(AP = abasische Position) und nachfolgend zum Einbau eines
nicht modifizierten Cytosins kommt.[5, 13] In Experimenten, in
denen die Forscher gereinigte TDG mit einem DNA-Substrat
inkubierten, das 5caC enthielt, konnten sie in der Tat eine
Exzision von 5caC nachweisen.

Ingesamt konnten diese drei Publikationen best�tigen,
dass außer 5mC und 5hmC noch weitere oxidierte Cytosin-
Derivate sowohl in vitro als auch in vivo auftreten und dass
die TET-Enzyme nicht nur 5mC als Substrat umsetzen – sie
kçnnen weiterhin 5hmC zu 5fC und dieses schließlich zu 5caC
oxidieren. Eine Mçglichkeit f�r den letzten Schritt im Prozess
der aktiven DNA-Demethylierung kçnnte der BER-Mecha-
nismus sein.[5, 12b] Ein weiterer denkbarer Weg kçnnte eine
direkte Decarboxylierung sein, jedoch wurde ein entspre-

chendes Enzym noch nicht entdeckt. Des Weiteren wurde von
Pfaffeneder et al. eine Deformylierung von 5fC �ber ein Vi-
nylcarbanion-Intermediat vorgeschlagen.[11] Auch hier stellt
sich die Frage nach einem Enzym, das diese Reaktion kata-
lysieren kann. Es werden also verschiedene potenzielle DNA-
Demethylierungsmechanismen intensiv diskutiert.[5] Vor-
stellbar ist auch, dass mehrere dieser Signalwege f�r die
Anpassung an sich ver�ndernde Umgebungsbedingungen
zusammenwirken. Zur Kl�rung dieser Fragen sind weitere
Arbeiten nçtig, die Aufschluss �ber die aktive DNA-Deme-
thylierung geben kçnnen.

Ein detailliertes Wissen in diesem Bereich ist wichtig, da
eine DNA-Hypermethylierung zu einer fehlerhaften Stillle-
gung von bestimmten Genen, z.B. von Tumorsuppressorge-
nen in gewissen Krebsarten, f�hrt.[14] Ebenso ist es wichtig f�r
das Verst�ndnis der Reprogrammierung von somatischen
Zellen zur�ck zu pluripotenten Vorl�ufern. W�hrend der
Entwicklung wird die Expression bestimmter Gene durch
DNA-Methylierung herunterreguliert, wohingegen andere
Gene, die eine wichtige Rolle bei der Differenzierung spielen,
aktiviert werden. Diese Erkenntnisse w�rden also auch f�r
den Bereich der Stammzellforschung wichtig sein. Man
mçchte dabei insbesondere wissen, ob es sich bei der sechsten
(5hmC), siebten (5fC) und achten Base (5caC) lediglich um
Intermediate der schrittweisen Demethylierung von 5 mC zu
C handelt oder ob jede einzelne von ihnen eine epigenetische
Modifikation mit eigener regulatorischer Funktion darstellt.

Proteine, die 5mC in der DNA erkennen, so genannte
Methylbindedom�nen(MBD)-Proteine, kçnnen als „Leser“
des epigenetischen Codes verstanden werden, und ihre Ak-
tivit�t ist mit verschiedenen humanen Krankheiten assozi-
iert.[15] Das Vorhandensein der drei oxidierten Methylcytosin-
Derivate wirft die Frage auf, ob es �hnliche Lese-Proteine f�r
diese Modifikationen gibt und was ihre biologische Funktion
sein wird.

Demzufolge kçnnte mit der stufenweisen Oxidation die
Antwort auf die Frage gefunden worden sein, wie DNA de-
methyliert wird – die Auswirkungen dieses Oxidationspro-
zesses sind dagegen noch lange nicht gekl�rt.

Abbildung 1. Cytosin (C) wird durch DNA-Methyltransferasen (Dnmts) zu 5-Methylcytosin (5mC) umgesetzt. TET-Oxygenasen oxidieren 5mC
schrittweise �ber 5-Hydroxymethylcytosin (5hmC) und 5-Formylcytosin (5fC) zu 5-Carboxycytosin (5caC). Der Schritt zu C kçnnte �ber eine
Basenexzision (BER) verlaufen, z.B. durch Thymin-DNA-Glycosylase (TDG). R = DNA-R�ckgrat.
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