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5-Hydroxymethylcytosin im Genom

@ Seit der Entdeckung von 5-Hy-
droxymethylcytosin als sechste Ba-
se des Genoms sind zahlreiche Pu-
blikationen zu dem Thema erschie-
nen. Sie stammen aus so unter-
schiedlichen Gebieten wie synthe-
tischer Chemie, Biochemie, Bio-
physik, Stammzellbiologie und
Neurobiologie. Allen gemeinsam
ist das Ziel, die Bedeutung der dy-
namischen Regulation epigeneti-
scher Modifikationen aufzuklaren.
Die Desoxyribonukleinsaure (DNA)
ist aus konventioneller Sicht ein aus
den vier Nukleotiden Adenosin (A),
Guanosin (G), Cytidin (C) und Thy-
midin (T) bestehendes Biopolymer.
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Abb 1. Modifikationen von Cytosin und mégliche Reaktionswege der
Demethylierung. Die durch eine Methyltransferase DNMT eingefiihr-
te Methylgruppe in mC kann passiv wéhrend der Replikation verloren
gehen. Kiirzlich vorgeschlagene Demethylierungswege sind hier zu-
sammengefasst. Rot: oxidationsinduzierte Demethylierung, gekop-
pelt mit Basenexzisionsreparatur (BER, blau); griin: deaminierungs-
induzierte Demethylierung, gekoppelt mit BER; auch Kombinationen
davon sind denkbar. Die direkte enzymatische Deformylierung und
Decarboxylierung der Oxidationsprodukte fC bzw. caC ist mechanis-
tisch plausibel, jedoch wurden entsprechende Enzyme noch nicht ge-
funden. (TET = ten-eleven-translocation, AID = activation-induced
cytidine deaminase, APOBEC = apolipoprotein B mRNA editing
catalytic polypeptide, TDG = Thymine DNA glycosylase.)

Es steht heute jedoch aufSer Zweifel,
dass die Vielfalt der biologischen
Vorgiange innerhalb eines Organis-
mus (dessen Zellen alle die gleiche
DNA-Information tragen) eine Folge
von dynamischen Veranderungen,
den epigenetischen Markierungen,
innerhalb des Genoms ist. Diese epi-
genetischen Modifikationen sind un-
ter anderem von zentraler Bedeu-
tung fur die Zelldifferenzierung und
die gewebespezifische Genexpressi-
on. Chemische Veranderungen der
Nukleobase Cytosin spielen dabei ei-
ne entscheidende Rolle [s. ,Lesezei-
chen im Buch des Lebens“, Nachr
Chem. 2011, 59, 822]."

DNA-Methylierung:
die fiinfte Base im Genom

@ Die am weitesten verbreitete
epigenetische
5-Methylcytosin (mC), auch als die
funfte Base des Genoms bezeich-

Markierung  ist

net. Die Methylgruppen an der Po-
sition 5 des Pyrimidinrings werden
von DNA-Methyltransferasen ein-
gebaut, die S-Adenosylmethionin
(SAM) als Cofaktor nutzen.

Die DNA-Methylierung tritt
haufig in C/G-reichen Promotorre-
gionen des Genoms auf und verrin-
gert meistens die Genexpression.
Ein Beispiel ist die Stilllegung von
Pluripotenzgenen bei der Differen-
zierung von Zellen. Andererseits
konnen fehlgeleitete Methylierun-
gen Tumorsuppressorgene uner-
wiunscht abschalten. Dies begiins-
tigt die Entstehung von Tumoren.

Die Frage, ob in zellularen Pro-
zessen Methylgruppen aktiv ent-
fernt werden kénnen, um etwa be-
stimmte Gene bei Bedarf wieder
anzuschalten, wird intensiv unter-
sucht. Die kurzlich entdeckten oxi-
dierten Derivate des mC spielen
dabei eine wesentliche Rolle.

DNA-Hydroxylierung:
die sechste Base im Genom

@ Im Jahr 2009 berichteten zwei
Arbeitsgruppen, dass ein Teil der

5-Methylcytosine im Genom von
Séugetieren als 5-Hydroxymethyl-
cytosine (hmC) vorliegt.”> HmC
ist ein Oxidationsprodukt von mC.
Es wird von Ten-eleven-translocati-
on(TET)-Enzymen  synthetisiert,
die zur Familie der 2-Ketoglutarat-
und Fe(Il)-abhangigen Oxygena-
sen gehoren. Derzeit sind drei TET-
Enzyme bekannt (TET1-3).

HmC wurde bereits vor 60 Jahren
als eine Modifikation der DNA in
Bakteriophagen beschrieben.? Spa-
ter gab es Hinweise auf das Vorkom-
men von hmC in tierischer DNA, je-
doch erfuhr das Thema wenig wei-
tere Beachtung. Seit den beiden be-
deutenden Berichten tiber hmC in
der DNA von Purkinje-Neuronen®
und embryonalen Stammzellen® er-
schienen viele weitere Studien, die
sich mit der Quantifizierung und
der Untersuchung der biologischen
Funktion von hmC beschiftigen.
Wihrend die Menge von mC in al-
len Gewebearten relativ konstant ist
(4 bis 5% aller Cytosine), tritt hmC
in manchen Geweben hiufiger auf
als in anderen — beispielsweise in
Zellen des zentralen Nervensystems
(zu etwa 0,7%) und in pluripoten-
ten Stammzellen (zu etwa 0,4%).”
In sehr geringeren Mengen ist es
auch in anderen ausdifferenzierten
Organen nachweisbar.®’

Bemerkenswert ist die Beobach-
tung, dass die hmC-Werte wahrend
der Entwicklung des Gehirns stei-
gen. In der DNA des Hippocampus
und des Kleinhirns von erwachse-
nen Miusen sind sehr viel hohere
Konzentrationen von hmC vorhan-
den als kurz nach der Geburt.>” So-
mit vermutet man, dass hmC eine
bisher unbekannte Aufgabe bei der
neuronalen  Entwicklung  tber-
nimmt. Es verdichten sich aufer-
dem die Hinweise, dass hmC auch
im menschlichen Gehirn ein wichti-
ger epigenetischer Marker ist, der
bei neurodegenerativen Erkrankun-
gen eine bedeutende Rolle spielt.”
Interessanterweise werden Lern-
und Gedachtnisprozesse ebenfalls
mit aktiver DNA-Demethylierung
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in ausdifferenzierten Neuronen in
Verbindung gebracht.”

Besonders hervorzuheben ist die
Bedeutung von hmC bei der Em-
bryonalentwicklung. Mehrere Stu-
dien zeigten, dass sich nach der Be-
fruchtung der Eizelle hmC im va-
terlichen Genom anreichert. Dies
steht in direktem Zusammenhang
mit der beobachteten aktiven De-
methylierung der véterlichen DNA
in der Zygote, wahrend die Methy-
lierung der mutterlichen DNA er-
halten bleibt. 'V

Hohere Oxidationsprodukte
von hmC

¢ Mit der Entdeckung der poten-
ziellen Rolle von hmC als Interme-
diat der oxidativen Demethylierung
begann die intensive Suche nach
weiteren modifizierten Cytosinen,
hoheren Oxidationsprodukten, die
sich auf einem mechanistisch plau-
siblen Weg zu Cytosin zuriickfith-
ren lassen. Offensichtliche Kandi-
daten sind 5-Formylcytosin (fC)
und 5-Carboxylcytosin (caC). In
der Tat wurden beide Oxidations-
produkte vor kurzem in genom-
ischer DNA nachgewiesen. Zuerst
wurde fC in der DNA von embryo-
nalen Stammzellen der Maus be-
schrieben:'? fC war auch in somati-
schen Zellen nachweisbar, wiahrend
caC bisher nur in Stammzellen-
DNA gefunden wurde.">'® Die Oxi-
dationsprodukte fC und caC entste-
hen aus hmC durch die Aktivitat
von TET-Enzymen. Dies wurde in
vitro mit isolierten TET Enzymen
als auch in vivo gezeigt. Die detek-
tierten Mengen von fC liegen zirka
10 bis 100 Mal unter typischen
Werten fiur hmC. Die Haufigkeit
von caC liegt sogar noch darunter.
Der Nachweis solch geringer Men-
gen modifizierter Nukleoside stellt
hohe Anspriiche an die analyti-
schen Methoden. Mit raffinierten
Experimenten und leistungsfahigen
Methoden spurten Pfaffeneder et
al.,'? Ito et al."” und He et al.'* die
Oxidationsprodukte fC und caC als
zwel weitere modifizierte Nukleosi-
de im Genom von Saugetieren auf.
Gleichzeitig wurde damit der Weg

fur weitergehende Untersuchungen
neuer epigenetischer Regulations-
mechanismen geebnet.

Demethylierungsmechanismen

¢ Die Methylierung von Cytosin
ergibt eine stabile chemische Modi-
fikation; die Methylierung aktiv zu
heifSt
C-C-Bindung zu spalten. Es sind

entfernen, formal, eine
derzeit keine Enzyme bekannt, die
diesen Bindungsbruch direkt kataly-
sieren. Selbst fir die Demethylie-
rung von Aminen wie N-Methylly-
sin oder 3-Methyluridin sind mehr-
stufige enzymatische Prozesse not-
wendig. In diesen beiden Fillen ver-
lauft die Schwichung der C-N-Bin-
dung tber eine Oxygenierung der
Methylgruppe durch Enzyme aus
der Familie der 2-Ketoglutarat- und
Fe(ID)-abhangigen Oxygenasen. Das
liefS vermuten, dass TET-Enzyme,
die zur gleichen Familie gehoren,
durch die Synthese von hmC auf
ahnliche Weise die Demethylierung
von mC einleiten. Es wurden Me-
chanismen vorgeschlagen, wie sich
die hoheren Oxidationsprodukte fC
und caC durch Deformylierung bzw.
Decarboxylierung wieder in unmo-
difizierte Cytosine umwandeln.!>>
Allerdings wurden entsprechende
Enzyme bisher nicht gefunden.

Ein anderer moglicher Mechanis-
mus konnte tber die Basenexzisi-
onsreparatur (BER) verlaufen, wo-
bei intermediar eine abasische Stelle
in der DNA entsteht. Die Thymin-
DNA-Glycosylase (TDG) akzeptiert
sowohl fC als auch caC als Substra-
te.! Dieses Enzym ist normalerwei-
se fur die Reparatur von T-G-Fehl-
die

durch Deaminierung von mC ent-

paarungen  verantwortlich,
stehen. Die TDG von Saugetieren
kann mC nicht direkt aus der DNA
entfernen. Es ist deshalb plausibel,
dass fC und caC aufgrund der
schwicheren N-glycosidischen Bin-
dung im Vergleich zu mC bessere
Substrate fur TDG darstellen. Je-
doch ist noch nicht vollstindig ge-
klart, welches der beiden Oxidati-
onsprodukte der nattrliche Vorlau-
fer fur BER ist. Als weiterer Deme-
thylierungsweg wird diskutiert, dass
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Enzyme der AID/APOBEC-Familie
hmC zu hmU deaminieren, das
dann von TDG entfernt werden
kann (AID = activation-induced cy-
tidine deaminase, APOBEC = apoli-
poprotein B mRNA editing catalytic
polypeptide).’® Dartber hinaus gibt
es Hinweise, dass hmC die passive
Demethylierung fordert, indem die
Methylierung des neu synthetisier-
ten Stranges wéhrend der Replikati-
on verhindert wird. In vitro wurde
gezeigt, dass die Methyltransferase
DNMT1, welche fur die Methylie-
rung hemi-methylierter DNA zu-
standig ist, hemi-hydroxymethylier-
te DNA nicht methyliert. Allerdings
sind auch dazu weitere Untersu-
chungen notig, da das fir die Funk-
tion von DNMT1 notwendige Cha-
peron-Protein UHRF1 #hnlich affin
zu hmC und zu mC ist.'”
Abbildung 1 fasst die diskutier-
ten Demethylierungsmechanismen
zusammen. Neben dem passiven
Verlust der Methylierung wahrend
der Replikation kénnen Oxidation
oder Deaminierung die Demethy-
lierung auch aktiv einleiten. Eben-
so sind Kombinationen der einzel-
nen Wege denkbar, die in verschie-
denen physiologischen Situationen
und in unterschiedlichen Geweben
anders

zusammengesetzt ausge-

pragt sein konnten. -
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Quantifizierung und
positionsspezifische Detektion

@ Extrem geringe Mengen naturli-
cher modifizierter Nukleoside nach-
zuweisen sowie ihre Positionen im
Genom exakt zu bestimmen, sind
technische Herausforderungen. Da
herkommliche Techniken zur Auf-
klarung von Methylierungsmus-
tern in DNA, wie die Bisulfit-Se-
quenzierung, nicht zwischen mC
und hmC unterscheiden konnen,
sind neue Analysemethoden not-

wendig. Um die globalen Mengen
oxidierter mC Derivate in isolierter
DNA zuverlassig zu quantifizieren,
ist die quantitative Massenspektro-
metrie die Methode der Wahl. Da-
bei dienen isotopenmarkierte mo-
difizierte Nukleoside als interne
Standards.”
Spezifische ~Antikorper gegen
modifizierte Cytosine wurden in
quantitativen Dot-Blot-Experimen-
ten verwendet sowie zur Immun-
prazipitation bei der Anreicherung

fir Sequenzanalysen eingesetzt.'®

In der Gruppe um Leonhardt wur-
de eine Restriktionsendonuklease
charakterisiert, die spezifisch hmC-
haltige DNA spaltet.'”

Manche anderen Restriktionsen-
zyme unterscheiden hmC und mC
erst nach Glucosylierung der Hy-
droxylgruppe durch das Enzym
B-Glucosyltransferase aus T4-Bak-
teriophagen (BGT). Die Anwen-
dung von BGT ergab eine Reihe
weiterer nutzlicher Analysemetho-
den.  Mit  isotopenmarkierter
UDP-[?H]-Glucose lief sich hmC in
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Abb 2. Bioorthogonale Modifikationen von hmC und fC; siehe Details im Text. (BGT = 3-Glucosyltransferase, SPAAC = strain-promoted azide alkyne cycloaddition,
MTase = Methyltransferase.) 7 1% 20723
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Abb. 3. a) Retrosynthesewege von hmC, fC und caC Derivaten. b) Nukleosidphosphoramidite von hmC, fC und caC, mit unterschiedlichen Schutzgruppen an der

Nukleobase. 242
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genomischer DNA quantifizieren.
Durch Oxidation der Glucose mit
NalO, entstanden Aldehydgruppen,
die mit einem aminooxyhaltigen
Biotinderivat konjugiert wurden,
das der Anreicherung modifizierter
DNA dient (Abbildung 2a).*® BGT
kann auch chemisch modifizierte
Glucose auf hmC ubertragen. Mit
dieser Methode wurde 6-Azidoglu-
cose eingebaut, die in der Folge in
einer Cu-freien, spannungsindu-
zierten Cycloaddition mit einem
biotinylierten ~ Dibenzocyclooctin
konjugiert wurde (Abbildung 2b).”
In einer weiteren Arbeit diente dazu
ein Biotinderivat mit einer reduktiv
spaltbaren Linkereinheit. Nach der
Spaltung des Disulfids lief§ sich die
angereicherte DNA in einer neuen
Sequencing-by-Synthesis-Methode
einsetzen.”” Dabei verlangsamt der
sterisch anspruchsvolle Dibenzo-
cyclooctinrest die Polymerisations-
geschwindigkeit von DNA-Polyme-
rasen so stark, dass hmC eindeutig
von C und mC unterscheidbar ist.
Weiters wurde die Ubertragung ei-
ner 6-keto-derivatisierten Glucose-
einheit beschrieben, die wiederum
mit Aminooxy-modifiziertem Biotin
konjugiert wurde (Abbildung 2c¢).*?
Eine dhnliche Reaktion wurde auch
zur direkten Anreicherung von fC
benutzt (Abbildung 2d).!?

Ein weiterer Ansatz zur chemi-
schen Modifikation von hmC sind
bakterielle Methyltransferasen, die
hmC mit schwefel- und selenhalti-
gen Nukleophilen zur Reaktion
bringen (Abbildung 2e).”” Hier-
durch war es moglich, hmC mit
Cysteamin zu derivatisieren, das
sich mit aminreaktiven Reagenzien
wie Biotin-NHS-Ester weiter funk-
tionalisieren liefs.

Phosphoramidite oxidierter
Methylcytosinderivate

¢ Die Synthese von DNA-Oligo-
nukleotiden mit positionsspezi-
fisch modifizierten Cytosinen dient
dazu, die biophysikalischen Eigen-
schaften zu untersuchen und enzy-
matische Reaktionsmechanismen
aufzuklaren. Dartiber hinaus sind
synthetische DNAs auch fur die

Entwicklung und Validierung neu-
er Analysemethoden unverzicht-
bar. Fur die Synthese von hmC-De-
rivaten gibt es zwei Strategien (Ab-
bildung 3a). Durch Basenkonver-
tierung ist hmC (1) aus hmU-Deri-
vaten (2) zugénglich, die entweder
aus 2’-Desoxyuridin (3) durch Hy-
droxymethylierung mit Formalde-
hyd*¥ oder aus Thymidin (4)
durch Seitenkettenbromierung ge-
folgt von nukleophiler Substitution
erhalten werden.?” Alternativ dazu
entsteht hmC auch durch Redukti-
on von {C (5), das durch Pd-kataly-
sierte Formylierung von 5-lodcyto-
sin (6) synthetisiert wird.?*" Auf
ahnliche Weise lassen sich caC-De-
rivate (7) aus (6) herstellen.

Phosphoramidit-Bausteine  von
hmC, {C und caC mit unterschiedli-
chen Schutzgruppen fasst Abbil-
dung 3b zusammen. Zur Entschiit-
zung des Cyanoethylethers in (8)
und (9) mit Ammoniak sind hohe
Temperaturen und lange Reaktions-
zeiten notwendig. Die Acetylgruppe
(10) muss mit NaOH entfernt wer-
den, um eine Substitution mit NH;
zu verhindern, die 5-Aminomethyl-
cytosin ergeben wtirde. Eine elegan-
te Alternative stellten Carell und
Mitarbeiter vor. Sie schuitzten beide
funktionellen Gruppen von hmC
gleichzeitig tber ein cyclisches
Carbamat (11).® Die Abspaltung
der TBDMS-Gruppe (12) erfolgt am
besten mit TBAF nach dem basi-
schen Entschiitzungsschritt. Wah-
rend die Formylgruppe von fC im
Phosphoramidit ungeschiitzt blei-
ben kann (13),”® wurden fur die
Synthese von caC Methylester (14)
oder Trifluorethylester (15) einge-
setzt, wobei sich der Methylester als
die bevorzugte Variante herausstell-
te.”

Mit UV-Schmelzkurven und iso-
thermer Titrationskalorimetrie
wurde der Einfluss von hmC auf
die thermodynamische Stabilitéit
der Basenpaarung untersucht. Inte-
ressanterweise hebt die Hydroxy-
lierung den bekannten stabilisie-
renden Effekt von mC beinahe
auf.*® Auch fC und caC beeinflus-
sen die Stabilitat der Basenpaarung
mit Guanosin nur wenig.?® Keines
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der modifizierten Nukleoside stabi-
lisiert Fehlpaarungen in nennens-
wertem AusmafS; dies spricht ge-
gen eine mogliche mutagene Funk-
tion.”® Diesen Befund bestitigte
auch die Sequenzierung von Am-
plifikationsprodukten  modifizier-
ter DNA. Somit kéonnen hmC, fC
und caC als epigenetische Markie-
rungen fungieren, ohne die Se-
quenzinformation
DNA zu gefihrden.

genomischer

Zusammenfassung und Ausblick

@ Die oxidierten mC-Derivate
hmC, fC und caC entstehen in ge-
nomischer DNA durch TET-Oxyge-
nasen. Es handelt sich um stabile
chemische Modifikationen, deren
genaue biologische Funktion noch
nicht bekannt ist. Viele Befunde
sprechen dafiir, dass es sich um In-
termediate der aktiven DNA-De-
methylierung handelt. Dartuber hi-
naus wird hmC auch als neue epi-
genetische Modifikation mit eige-
nen Funktionen diskutiert. Zu-
kunftige Herausforderungen liegen
in der Aufklarung der biochemi-
schen und biologischen Folgen der
Hydroxymethylierung. Dazu ge-
hort auch die Frage, ob hmC bei-
spielsweise durch die Bindung be-
stimmter Chromatin modifizieren-
der Enzyme oder Transkriptions-
faktoren eine zusatzliche Ebene der
epigenetischen  Regulation dar-
stellt. Vertiefte Erkenntnisse auf
diesem Gebiet sind wichtig, da feh-
lerhafte Methylierungsmuster auch
bei der Entstehung von Krebs und
neurodegenerativen Erkrankungen
von Bedeutung sind. -
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