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Die Methylierung von Cytosin (C) zu 5-Methylcytosin
(5mC) ist eine der wichtigsten epigenetischen Modifikationen
in eukaryotischer DNA. Wegen ihres Einflusses auf Zellent-
wicklung und Genexpression wird sie seit Jahrzehnten ein-
gehend untersucht (Abbildung 1). 2009 fanden unabh�ngig
voneinander zwei Forschergruppen 5-Hydroxymethylcytosin

(5hmC) in S�uger-DNA und konnten zeigen, dass diese neue
DNA-Base durch Enzyme der „ten-eleven-translocation“-
(TET)-Oxygenasen aus 5mC hergestellt wird.[1, 2] Im letzten
Jahr konnten auch die hçher oxidierten Analoga 5-Form-
ylcytosin (5fC) und 5-Carboxycytosin (5caC) als weitere
TET-Oxidationsprodukte nachgewiesen werden.[3] Mit Span-
nung wird nun erwartet, welche Rolle(n) diese Oxidations-
produkte von 5mC als epigenetische Markierungen oder In-
termediate eines Demethylierungsmechanismus spielen.

Die Bisulfit-vermittelte Desaminierung von Cytosinen zu
Uracilen war ein Meilenstein auf dem Weg zum Verst�ndnis
der DNA-Methylierung. Shapiro und Hayatsu berichteten
bereits vor mehr als 40 Jahren unabh�ngig voneinander von
dieser Reaktion und untersuchten sie in der Folge detailliert
anhand einzelner Nucleotide (Schema 1a).[4] Sie konnten

zeigen, dass Bisulfit bereitwillig mit C zu Sulfonat 1 reagiert.
Dieses hydrolysiert anschließend zu 2. Erhçht man nun den
pH-Wert, eliminiert Bisulfit, und das Desaminierungsprodukt
Uridin (U) wird frei. In der Folge wurde deutlich, dass die
analoge Reaktion von 5mC zu Thymidin (T) (�ber 3 und 4)
um beinahe zwei Grçßenordnungen langsamer verl�uft als im
Falle von C. Diesen Unterschied in den Geschwindigkeits-
konstanten macht man sich bei der so genannten Bisulfit-
Sequenzierung (BS-Seq) zunutze. Heute stehen kommerzi-
elle BS-Seq-Kits zur Verf�gung, mit deren Hilfe selektiv und
mit hoher Genauigkeit C neben 5mC in genomischer DNA
desaminiert werden kann (Schema 1b). Ein Abgleich zwi-

Abbildung 1. Nat�rliche (C, 5mC, 5hmC, 5fC und 5caC) und nichtna-
t�rliche (CMS und 5gmC) eukaryotische Cytosinanaloga; R = DNA. Schema 1. a) Bisulfit-vermittelte Desaminierung von C und 5mC.

b) Polymerasekettenreaktions(PCR)-Amplifikation eines DNA-Ab-
schnitts behandelt sowohl C als auch 5mC wie C. Bisulfit-Behandlung
des Ursprungsstrangs wandelt C in U um, w�hrend 5mC (und alle an-
deren Basen) unver�ndert bleiben. Nach Amplifikation und Sequenzie-
rung zeigen die als C gelesenen Basen die Positionen von 5mC an. Ein
Vergleich dieser Daten mit den Befunden einer Standardsequenzierung
liefert nun die Positionen von C.
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schen den Daten aus Standard- und BS-Sequenzierung er-
mçglicht somit die exakte Positionsbestimmung von C und
5mC in DNA. Diese Methode hat sich mittlerweile zu einem
weit verbreiteten und wertvollen Hilfsmittel in der epigene-
tische Forschung entwickelt und wird dazu verwendet, ganze
„Methylome“ zu kartieren.[5]

Nach der Entdeckung von 5hmC zeigte sich, dass BS-Seq
nicht in der Lage ist, zwischen 5mC und 5hmC zu unter-
scheiden.[6] Wie urspr�nglich von Hayatsu beschrieben, rea-
giert 5hmC mit Bisulfit zu Cytosin-5-methylensulfonat (CMS;
Abbildung 1), das noch langsamer als 5mC desaminiert und
folglich nach Amplifikation und Sequenzierung gleichfalls als
C gelesen wird (Schema 2b).[7] Dies bedeutet, dass die vor-
handenen, durch BS-Seq gewonnenen Genomkarten nicht
vollst�ndig korrekt sind – ein Zustand, der nur mithilfe bes-
serer Sequenzierungsvorschriften korrigiert werden kann.
Diese wurden nun in Form von modifizierten BS-Seqs durch
die Gruppen um Balasubramanian[8] und He[9] vorgestellt.
Beide Methoden nutzen hierbei selektive chemische Um-
wandlungen von genomischer DNA und anschließende BS-
Seq. In diesem Highlight mçchten wir die Chemie hinter
diesen Methoden n�her beleuchten.

Im letzten Jahr konnte die Gruppe um He in Zusam-
menarbeit mit der von Guo-Liang Xu zeigen, dass sich 5caC
unter BS-Seq-Bedingungen wie C verh�lt, d. h. ebenfalls als T
erkannt wird.[3b] Nun zeigten He et al., dass 5mC durch einen
�berschuss an rekombinantem Tet1 zu 5caC oxidiert werden
kann, w�hrend nichtmodifiziertes C nicht reagiert.[9] Hieraus
folgerten sie, dass eine selektive Oxidation von 5mC zu 5caC
in Gegenwart von 5hmC in Kombination mit BS-Seq die ex-
akte Bestimmung der 5hmC-Positionen in DNA ermçglichen
sollte. Es musste „lediglich“ eine passende „Schutzgruppe“
f�r 5hmC gefunden werden. Die von ihnen nun verçffent-
lichte Vorschrift mit dem Namen „Tet-unterst�tzte Bisulfit-
Sequenzierung“ (TAB-Seq) nutzt zwei enzymatische Reak-
tionen (Schema 2c): Zun�chst wird das in genomischer DNA
enthaltene 5hmC selektiv mithilfe von b-Glucosyltransferase
(bGT) in b-Glucosyl-5-hydroxymethylcytosin (5gmC; Abbil-
dung 1) �berf�hrt. Danach wird die DNA mit einem �ber-
schuss an Tet1 behandelt, der s�mtliches 5mC in 5caC �ber-
f�hrt. Die anschließende BS-Seq wandelt s�mtliches C
ebenso wie (dem Modell nach) s�mtliches 5caC (siehe unten)
in U um, w�hrend 5gmC unver�ndert bleibt. Nach der Am-
plifikation (5gmC verh�lt sich hier wie C) und Sequenzierung

zeigen die Positionen, die weiterhin als C gelesen werden, die
urspr�nglichen 5hmC-Positionen an. Der Vergleich dieser
Daten mit denen einer BS-Seq liefert im Anschluss die Po-
sitionen von 5mC.

Auch der Ansatz von Balasubramanian basiert auf der
selektiven Oxidation eines bestimmten Cytosinanalogons,
bevor ebenfalls eine BS-Seq durchgef�hrt wird. Die Methode
beruht auf der Erkenntnis, dass 5hmC durch KRuO4 zu 5fC
oxidiert wird, das im Anschluss einer Bisulfit-vermittelten
deformylierenden Desaminierung zu U unterzogen werden
kann (Schema 3). Die gesamte Vorschrift, die unter dem

Namen „oxidative Bisulfit-Sequenzierung“ (ox-BS-Seq) ver-
çffentlicht wurde, beginnt mit einer KRuO4-Oxidation, die
s�mtliches 5hmC in einem DNA-Strang zu 5fC oxidiert
(Schema 2a). Die herausragende Selektivit�t der Oxidation
ist hierbei bemerkenswert. Eine anschließende Behandlung
mit Bisulfit wandelt nun außer dem vorhandenen C auch das
neu gebildeten 5fC in U um. Nach Amplifikation und Se-
quenzierung kçnnen alle als C gelesenen Positionen 5mC
zugeordnet werden. Ein Abgleich mit den Daten einer BS-
Seq ermçglicht nun zus�tzlich die Bestimmung der 5hmC-
Positionen.

Obwohl sich oxBS-Seq (Oxidation von 5hmC) und TAB-
Seq (Sch�tzen von 5hmC und anschließende Oxidation von
5mC) deutlich in Vorgehen und den erhaltenen Daten un-
terscheiden, lassen sich aus ihnen die gleichen Informationen
ableiten (Abbildung 2). Deshalb sind Verl�sslichkeit und
Handhabbarkeit die entscheidenden Kriterien daf�r, welche
dieser beiden Methoden sich letztlich durchsetzen wird. Das
ox-BS-Seq-Verfahren scheint deutlich einfacher: Es werden
keine „Schutzgruppen“, sondern lediglich eine chemische
Reaktion und ein Aufreinigungsschritt bençtigt, bevor die
Bisulfit-Reaktion durchgef�hrt wird. Das alleinige Reagens,

Schema 2. Vergleich der Vorgehensweisen bei oxBS-Seq (a), BS-Seq (b), TAB-Seq (c).

Schema 3. Oxidation von 5hmC und anschließende Bisulfit-vermittelte
deformylierende Desaminierung von 5fC.
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KRuO4, ist eine Basischemikalie und im bençtigten Maßstab
problemlos handhabbar. Das TAB-Seq-Verfahren hingegen
umfasst zwei enzymatische Reaktionen, die beide einen (sehr
einfachen) Aufreinigungsschritt nach sich ziehen. Zus�tzlich
f�llt hier die Verf�gbarkeit der Enzyme ins Gewicht. Pro-
duktion und Verwendung sind im Fall von bGT weitgehend
etabliert, nicht hingegen im Fall von Tet1. Dies stellt (noch)
eine deutliche H�rde auf dem Weg zu dessen breiter An-
wendung dar. In ihren Untersuchungen griff die Gruppe um
He auf die Tet1-Expression in Insektenzellen zur�ck. Inwie-
fern sich die Produktion dahingehend optimieren l�sst, dass
ein hochwertiges Enzym verl�sslich und zu einem konkur-
renzf�higen Preis hergestellt werden kann, muss hier noch
gezeigt werden.

Die Gruppe um Balasubramanian konnte durch qPCR
(einer quantitative Sequenzierungsbibliothek aus genomi-
scher DNA) absch�tzen, dass lediglich 0.5% der DNA-
Fragmente oxBS-Seq unbeschadet �berstehen. Die Autoren
ordnen 95% der Strangbr�che der Perruthenat-Oxidation zu,
w�hrend zus�tzlich 90% der verbliebenen Str�nge im Laufe
der Bisulfit-Behandlung brechen. TAB-Seq wurde bisher
nicht auf einen derartigen Abbauprozess untersucht. Es ist
jedoch naheliegend, dass die Zahl der Strangbr�che bei der
Umsetzung mit bGT oder Tet1 geringer ist. Da jedoch beide
Sequenzierungstechniken mit 2 mg genomischer DNA
durchgef�hrt werden konnten, ist der hohe Grad an DNA-
Zerstçrung im Falle von oxBS-Seq offenbar kein entschei-
dender Nachteil.

Mithilfe von quantitativen Sequenzierungsmethoden
konnten beide Gruppen die Effizienz ihrer Methoden ge-
nauer untersuchen. Die Gruppe um Balasubramanian be-
richtet von ca. 5 % 5hmCs, die beim Einsatz von oxBS-Seq als
5mC fehlinterpretiert wurden. Die Gruppe um He bestimmte
f�r ihr TAB-Seq-Verfahren einen Wert von ca. 8%. He et al.
beobachteten zus�tzlich eine gewisse Abh�ngigkeit der Gly-
cosylierungsrate von der N�he zu weiteren 5hmCs, was wo-
mçglich auf sterische Einfl�sse zur�ckzuf�hren ist. Allerdings
ist ein minimaler Abstand von drei Basen zwischen zwei
5hmCs ausreichend, um eine Glycosylierungsrate vergleich-
bar mit jener von isoliertem 5hmC zu erreichen. Die Rate f�llt
auf 90 % dieses Niveaus, falls lediglich ein G beide 5hmC-
Positionen trennt. Auch wenn ein analoger sterischer Einfluss
im Fall von oxBS-Seq unwahrscheinlich ist, w�re eine da-
hingehende Untersuchung durchaus sinnvoll.

Beide Methoden werden in Zukunft sicherlich weiter
optimiert werden, gew�hren aber bereits jetzt einen weitaus

detaillierteren Blick auf die Methylierungs-/Hydroxymethy-
lierungsmuster von DNA als bisherige Methoden. Obwohl
die oxBS-Seq eine erheblich aggressivere Oxidationsmethode
aufweist, scheint sie derzeit der TAB-Seq �berlegen. Als
Hauptgrund ist hier die kommerzielle Verf�gbarkeit aller
eingesetzten Reagentien zu sehen, wohingegen bei einem
Einsatz von TAB-Seq die Enzymproduktion eine zus�tzliche
H�rde ist.

Es ist naheliegend, dass die Bisulfit-Behandlung von 5caC
in DNA letztlich zu einer Decarboxylierung und Desami-
nierung zu U f�hrt, auch wenn dieser Aspekt von He et al.
nicht explizit behandelt wird. Diese Reaktion wurde bereits
1972 von Isono am Beispiel von 5-Carboxycytosin beschrie-
ben.[10] Ein interessantes Detail beider Sequenzierungsvor-
schriften wird hierbei deutlich: Das Bisulfit-vermittelte Ent-
fernen eines Kohlenstoffatoms von einem Cytosinderivat
unter milden Bedingungen. Dieser Prozess verl�uft in Form
einer Decarboxylierung (TAB-Seq) oder einer Deformylie-
rung (oxBS). Die Mechanismen dieser Reaktionen sind bis-
her nicht vollst�ndig gekl�rt, jedoch geben die Arbeiten von
Pal und Carell einige Hinweise auf den Verlauf der Decarb-
oxylierung von 5caC: 1984 konnte Pal zeigen, dass die Be-
handlung von 5-Carboxyuracil (5) mit Boran zu 5,6-Dihy-
drouracil (6) f�hrt (Schema 4a).[11] Die S�ttigung der C5-C6-

Doppelbindung (durch Hydroborierung) ergibt hier ein In-
termediat, das in der Folge als b-Ketos�ure CO2 freisetzen
kann. Eine direkte Decarboxylierung von 5 nach einem
analogen Mechanismus scheitert hingegen an der vorhande-
nen C5-C6-Doppelbindung. Ein hypothetisches erstes Inter-
mediat (7) m�sste hier ein sp-hybridisiertes Kohlenstoffatom
in einen sechsgliedrigen Ring zwingen.

Vor kurzem konnte Carell zeigen, dass auch 5-Carboxy-
cytosinderivate in dieser Weise reagieren.[12] Die Verseifung
des Methylesters in Dihydro-5caC 8 bei Raumtemperatur
ergab 11 in 10 % Ausbeute, wobei die Decarboxylierung
vermutlich �ber das Tautomer 10 verl�uft (Schema 4 b). Fer-
ner stellten die Autoren fest, dass ein geringer Anteil 5caC in
Gegenwart von Cystein, einer Aminos�ure, die unter Um-
st�nden intermedi�r an die C5-C6-Doppelbindung addieren
kann, in DNA decarboxyliert.

Abbildung 2. Vergleich der Ergebnisse von TAB-Seq und oxBS-Seq mit
Standard- und Bisulfit-Sequenzierungsergebnissen zur Differenzierung
von C, 5mC und 5hmC.

Schema 4. a) S�ttigung der C5-C6-Doppelbindung von 5 hat eine De-
carboxylierung zur Folge. b) Die Verseifung von 9 f�hrt ebenfalls zu
Decarboxylierung; R = 3’,5’-Bis(OTBS)-2’-desoxyribose, TBS= tert-Butyl-
dimethylsilyl.
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Bisulfit vermag die C5-C6-Doppelbindung von Cytosin
sehr effektiv anzugreifen und fçrdert die Decarboxylierung
von 5caC vermutlich in �hnlicher Weise. Allerdings gibt es –
soweit uns bekannt – allenfalls vereinzelt mechanistische
Untersuchungen zur Bisulfit-vermittelten Decarboxylierung
von 5caC und Deformylierung von 5fC, weshalb hier weitere
Experimente notwendig sind. Auch kçnnen stereochemische
Einfl�sse durchaus eine Rolle spielen, da Bisulfit die C5-C6-
Doppelbindung von Pyrimidinbasen hoch stereospezifisch
angreift, jedoch nur eine geringe Diastereospezifit�t hin-
sichtlich des chiralen Riboseger�sts aufweist. In der Folge
bildet sich insbesondere im Falle des 5fC eine Reihe ver-
schiedener diastereomerer Intermediate. Ungeachtet der
ungekl�rten mechanistischen Abl�ufe ermçglicht die Kom-
bination aus selektiver DNA-Oxidation und der �berra-
schend vielseitigen Bisulfit-Chemie eine basenaufgelçste Se-
quenzierung von 5hmC. Dieser Durchbruch macht es nun
mçglich, die epigenetische Rolle von 5hmC sehr viel einge-
hender zu untersuchen, und wir blicken gespannt auf die
weiteren Entwicklungen in diesem Feld, die mçglicherweise
auch die noch selteneren C-Analoga 5fC und 5caC f�r eine
Sequenzierung zug�nglich machen werden.
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