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Abstract: Die absoluten Level von 5-Hydroxymethyl- (hmC)
und 5-Methylcytosin (mC) in humanen Hirngeweben wurden
in Abh�ngigkeit vom Lebensalter bestimmt. Zus�tzlich
wurden die absoluten 5-Formylcytosin-Level (fC) in adulten
Individuen und die Level dieser modifizierten Cytosinbasen in
menschlichen Neuronen quantifiziert. Wir vergleichen diese
Daten mit den altersabh�ngigen Mengen von fC, hmC und mC
in Hirngeweben der Maus. Bei hmC wird mit zunehmendem
Alter zun�chst ein Anstieg der Modifikationsdichte beobach-
tet. Im voll entwickelten Gehirn steigt das hmC-Level nicht
weiter an, sondern bleibt auf einem konstant hohen Niveau von
ca. 1.2% beim Menschen. Dieser Wert ist etwa doppelt so hoch
wie das hmC-Level im zerebralen Cortex der adulten Maus. Im
Unterschied dazu sinkt das fC-Level in den frîhen Entwick-
lungsstadien mit zunehmendem Alter stark ab. Bei hmC
kçnnte es sich dementsprechend um eine stabile epigenetische
Modifikation handeln, w�hrend fC in den frîhen Gehirnent-
wicklungsphasen vermutlich eher als Intermediat der aktiven
DNA-Demethylierung auftritt.

Vor kurzem wurde entdeckt, dass die DNA von S�ugetieren
außer den kanonischen Watson- und Crick-Basen und 5-
Methylcytosin auch die Cytosinmodifikationen 5-Hydroxy-
methylcytosin,[1] 5-Formylcytosin[2] und 5-Carboxycytosin[2b,3]

enth�lt. Die biologische Rolle dieser neuentdeckten Basen
wird derzeit intensiv untersucht. Eine genaue Kenntnis des
Vorkommens und der Verteilung der Basen in den Organen
und Geweben ist fîr diese Untersuchungen von großem
Vorteil. Besonders hohe Level der Base hmC treten in den
Hirngeweben der Maus auf.[1, 4] So hat man z. B. in der DNA,
die aus dem zerebralen Cortex der Maus isoliert wurde, ein
hmC-Level von bis zu 0.8 % gefunden,[4, 5] bezogen auf die
Gesamtheit aller Cytosinbasen. Es wurde außerdem von

mehreren Gruppen ein Anstieg des hmC-Levels w�hrend der
postnatalen Entwicklung der Maus beobachtet.[4,6] Diese
Befunde fîhren direkt zu der Frage, wie sich die hmC- und
fC-Level im Laufe des Lebens in menschlichen Geweben
ver�ndern, da aufbauend auf diesem Wissen ein besseres
Verst�ndnis der biologischen Rolle der neuentdeckten Basen
mçglich ist.[7] Bis jetzt gibt es jedoch nur wenige Daten zum
Vorkommen dieser Cytosinmodifikationen in menschlichen
Geweben. Wir haben deshalb in dieser Studie die absoluten
Level der Cytosinmodifikationen in menschlichen Hirnge-
weben im fetalen Stadium und zu verschiedenen postnatalen
Zeitpunkten bestimmt. Wir vergleichen diese Daten mit be-
reits von uns publizierten Daten zum Vorkommen dieser
Basen in adulten Individuen.[8] Die Quantifizierung der Basen
erfolgte mithilfe unserer bereits beschriebenen, LC-MS-ba-
sierten Isotopenverdînnungsmethode, bei der von uns syn-
thetisierte, stabil isotopenmarkierte mC-, hmC- und fC-Nu-
kleoside als interne Standards verwendet werden (Abbil-
dung 1).[5c,8, 9]

Die menschlichen Hirngewebe von Individuen unter-
schiedlichen Alters wurden uns von der BrainBank Munich
zur Verfîgung gestellt. Es wurden Gewebe von einem fînf-

Abbildung 1. Isotopenmarkierte mC-, hmC- und fC-Nukleoside, die von
uns bei der Massenspektrometrie-basierten Quantifizierung als interne
Standards verwendet wurden (D- und 15N-Atome sind fett gedruckt).
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zehn Wochen alten Fetus (15. SSW) und von vier Individuen
im Alter zwischen 0.6 und 88 Jahren untersucht. Dabei wurde
jeweils die DNA der grauen (zerebraler Cortex) und weißen
Substanz des Großhirns (Cerebrum) isoliert und separat
analysiert. Die dabei erhaltenen Daten wurden mit bereits
von uns publizierten Daten von vier Individuen im Alter von
61 (zwei Personen), 84 und 85 Jahren zusammengefasst.[8]

Daneben konnte von den 22 und 85 Jahre alten Individuen
auch DNA aus dem Kleinhirn (Cerebellum) gewonnen
werden, auch hier wiederum separat von grauer und weißer
Substanz. Da in frîheren Arbeiten gezeigt worden war, dass
das Kleinhirn der Maus etwa 40 % weniger hmC als das
Großhirn enth�lt,[4] schien uns ein entsprechender Vergleich
in menschlichen Geweben wînschenswert. Die Befunde un-
serer Quantifizierungen bezîglich der absoluten, globalen
Level der Base hmC in menschlichen Hirngeweben[10] sind in
Abbildung 2 dargestellt.

Unsere Daten zeigen, dass das hmC-Level in grauer und
weißer Substanz des menschlichen Großhirns mit zuneh-
mendem Alter stark ansteigt: Das Großhirn eines 15 Wochen
alten Fetus enth�lt sowohl in der grauen als auch in der
weißen Substanz nur 0.1% hmC. Dagegen findet man im voll
entwickelten menschlichen Großhirn in der grauen Substanz,
die reich an neuronalen Zellkçrpern ist, ein konstantes hmC-
Level von 1.2%.[8] Dieses Level ist beinahe doppelt so hoch

wie im zerebralen Cortex der adulten Maus.[4] In der weißen
Substanz adulter menschlicher Individuen, die haupts�chlich
von Gliazellen umgebene myelinisierte Axone enth�lt, findet
man nur 0.75 % hmC.[8] Dies ist immer noch hçher als in den
meisten Hirngeweben der Maus.[4] Daneben steigt das hmC-
Level in der weißen Substanz des menschlichen Großhirns
schon ab einem Alter von ungef�hr einem Jahr nicht weiter
an. In der grauen Substanz endet der Anstieg des hmC-Levels
dagegen erst im Alter von etwa 22 Jahren. Weiterhin enth�lt
die weiße Substanz zun�chst mehr hmC als die graue Sub-
stanz; dieses Verh�ltnis kehrt sich jedoch im Laufe der
Adoleszenz um. øhnlich wie im Großhirn findet man auch im
Kleinhirn einen altersabh�ngigen Anstieg des hmC-Levels,
allerdings bei niedrigeren absoluten Werten. Unsere Befunde
passen sehr gut zu Beobachtungen, die von anderen Grup-
pen[6] und von uns[4] in M�usegeweben gemacht worden sind.

Wir haben uns gefragt, ob die unterschiedlichen hmC-
Level in grauer und weißer Substanz des menschlichen Hirns
mçglicherweise durch einen großen Unterschied im hmC-
Gehalt von Neuronen und Gliazellen erkl�rt werden kçnnen.
Um diese Frage zu beantworten, wurden Gewebeproben aus
dem zerebralen okzipitalen Cortex von fînf Individuen im
Alter von 77 bis 88 Jahren in neuronale und nicht-neuronale
Zellkerne sortiert. Anschließend wurden die Cytosinmodifi-
kationen in beiden Zellkernpopulationen separat quantifi-
ziert. Tats�chlich ergab dieses Experiment, dass das hmC-
Level in Neuronen deutlich hçher als in den nicht-neuronalen
Hirnzellen ist (1.82% gegenîber 0.82%; Abbildung 2).[10d]

Um unsere hmC-Daten in Relation zur DNA-Cytosin-
methylierung zu setzen, wurden im menschlichen Groß- und
Kleinhirn auch die mC-Level w�hrend frîher Entwicklungs-
stadien und der Adoleszenz quantifiziert.[6a, 10b–f, 11] Auch in
diesem Fall wurden graue und weiße Substanz jeweils separat
analysiert. Die Ergebnisse dieser Analysen, einschließlich
bereits publizierter Daten von vier �lteren Individuen,[8] sind
in Abbildung 3 dargestellt.

In der weißen Substanz des Großhirns ist fast keine al-
tersabh�ngige ønderung des mC-Levels zu beobachten. Hier
findet man w�hrend der gesamten menschlichen Lebens-
spanne ein mC-Level von ungef�hr 4.3%. Eine leichte al-

Abbildung 2. hmC-Level im menschlichen Groß- und Kleinhirn sowie
in Hirnzellpopulationen in Abh�ngigkeit vom Alter. Die Daten zu den
Proben 61a (zwei Individuen), 84a und 85a stammen aus einer Studie
von Kraus et al.[8] Alle Werte sind als Modifikationen pro hundert Gua-
ninbasen angegeben. Guanin (G) wurde als Referenz gew�hlt, weil die
Zahl der Guaninbasen der Summe aus Cytosin (C) und den Cytosinde-
rivaten mC, hmC und fC entspricht. Im Groß- und Kleinhirn wurden
graue und weiße Substanz jeweils separat analysiert. Gewebeproben
des zerebralen okzipitalen Cortex von fínf Menschen im Alter zwi-
schen 77 und 88 Jahren wurden in neuronale und nicht-neuronale Zell-
kerne sortiert, die anschließend separat analysiert wurden. Schwarze
Fehlerbalken repr�sentieren die Standardabweichung von zwei bis vier
technischen Replikaten, w�hrend die roten, dicken Fehlerbalken die
Standardabweichung von zwei bis vier biologischen Replikaten ange-
ben (die Anzahl der Replikate war jeweils von der Probenmenge ab-
h�ngig). Wegen der geringen Probenmenge konnte im Falle des
0.6 Jahre alten Individuums nur eine Messung durchgefíhrt werden.
Fír statistische Analysen wurde Students ungepaarter, zweiseitiger t-
Test verwendet. SSW= Schwangerschaftswoche, a =anno (Jahr),
av. = average (Durchschnitt).

Abbildung 3. mC-Level im menschlichen Groß- und Kleinhirn sowie in
Hirnzellpopulationen in Abh�ngigkeit vom Alter. Die Daten zu den
Proben 61a (zwei Individuen), 84a und 85a stammen aus einer Studie
von Kraus et al.[8] Weitere Details siehe Legende von Abbildung 2.
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tersabh�ngige ønderung des mC-Levels tritt dagegen in der
grauen Substanz auf. Hier ist die Dichte an neuronalen
Zellkçrpern besonders hoch, und man beobachtet einen
Anstieg des mC-Levels von 4.4% (0.6a) bis zu einem Maxi-
mum von fast 6% im Alter von 22 Jahren. Unsere Beobach-
tungen stimmen sehr gut mit den Befunden einer Studie von
Lister et al. îberein, in der De-novo-Methylierungen im
Frontallappen des Menschen und der Maus gemessen wur-
den.[6a]

Im Kleinhirn konnte von uns keine Altersabh�ngigkeit
des mC-Levels festgestellt werden. Bei der Quantifizierung
von Cytosinmodifikationen in sortierten Hirnzellpopulatio-
nen wurde in Neuronen ein hçheres mC-Level als in der
nicht-neuronalen Zellpopulation detektiert (siehe Abbil-
dung 3 und Hintergrundinformationen).[6a, 10d,11a] Insgesamt
zeigen unsere Daten, dass die globalen mC-Level im Men-
schen nur leicht mit dem Alter variieren.

Als n�chstes untersuchten wir das Vorkommen der Base
fC[2a] in menschlichen Hirngeweben. Es wird vermutet, dass
diese Base[2b] in die aktive DNA-Demethylierung[1b, 2, 3, 5a,12]

involviert ist. Wegen der begrenzten Verfîgbarkeit mensch-
licher Gewebeproben und der Tatsache, dass fîr eine De-
tektion der geringen fC-Level[5c] mehr Probenmaterial erfor-
derlich ist, konnten die fC-Level nur fîr die 61 (Probe 61*)
und 85 Jahre alten Individuen ermittelt werden (Abbil-
dung 4).

Die fC-Level im adulten menschlichen Großhirn liegen
etwa bei 2–3 × 10¢4 % fC/G; dies entspricht 4–8 × 10¢7 fC-
Modifikationen pro Nukleosid (N). In der grauen Substanz ist
das fC-Level bei beiden untersuchten Individuen gleich hoch.
Dagegen unterscheidet sich der fC-Gehalt der weißen Sub-
stanz. Hier findet man bei der 85 Jahre alten Person in der
weißen Substanz mehr fC als in der grauen Substanz, w�hrend
bei der 61-j�hrigen Person in beiden Geweben in etwa
gleichviel fC enthalten ist. In �bereinstimmung damit ergab
die Analyse von sortierten Hirnzellen, dass die nicht-neuro-
nale Zellpopulation mit 9.8 × 10¢4 % mehr fC als die Neuro-
nen enth�lt, in denen man ein fC-Level von nur 7.1 × 10¢4 %
findet (siehe Abbildung 4 und Hintergrundinformationen).
Interessanterweise ist das fC-Level im adulten menschlichen

Großhirn genauso hoch wie im Großhirn der adulten Maus
(siehe auch Abbildung 5).[5c] Ein Vergleich der in dieser
Studie bestimmten fC- und hmC-Level mit zuvor publizierten
Daten îber die Level dieser Basen in embryonalen Stamm-
zellen und den Organen der Maus drei Monate nach der
Geburt (p90) findet sich in den Abbildungen S1 und S2 der
Hintergrundinformationen.

Um die altersabh�ngigen ønderungen der Cytosinmodi-
fikationen fC, hmC und mC im S�ugetiergehirn weiter stu-
dieren zu kçnnen und um die begrenzte Verfîgbarkeit von
menschlichen Gewebeproben zu umgehen, weiteten wir
unsere Untersuchungen auf M�usegewebe aus. Quantifiziert
wurden die Level von fC, hmC[4, 6,13] und mC[6a,g,11c] im Groß-
hirn (zerebraler Cortex) von jungen M�usen im Alter von
einem Tag und von 14 Tagen. Außerdem wurden adulte Tiere
im Alter von 90 Tagen, 12 Monaten und 18 Monaten unter-
sucht. Die Ergebnisse unserer Analysen sind in Abbildung 5
zusammengefasst. Außer dem erwarteten Anstieg des hmC-
Levels mit zunehmendem Alter beobachteten wir îberra-
schenderweise auch einen starken Rîckgang des fC-Levels
w�hrend der frîhen Entwicklungsstadien der Maus.[9b] Da die
Base fC durch Tet-vermittelte Oxidation aus hmC gebildet
wird,[2b] passt die Abnahme des fC-Levels w�hrend der post-
natalen Gehirnentwicklung eigentlich nicht zum gleichzeiti-
gen Anstieg des hmC-Levels. Eine mçgliche Erkl�rung fîr
diese unerwartete Beobachtung ist, dass fC im Gehirn
haupts�chlich als Intermediat der aktiven DNA-Demethy-

Abbildung 4. Globale fC-Level im Großhirn zweier erwachsener Men-
schen und in Hirnzellpopulationen. Weitere Details siehe Legende von
Abbildung 2.

Abbildung 5. Globale fC-, hmC- und mC-Level im Großhirn (zerebraler
Cortex) und in der Niere der Maus am ersten (p1) und vierzehnten
Tag (p14) nach der Geburt sowie von adulten Tieren im Alter von
90 Tagen (p90), zwçlf Monaten (pm12) und achtzehn Monaten
(pm18). Alle Werte sind als Modifikationen pro hundert Guaninbasen
angegeben. Guanin (G) wurde als Referenz gew�hlt, weil die Zahl der
Guaninbasen der Summe aus Cytosin (C) und den Cytosinderivaten
mC, hmC und fC entspricht. Die analysierten Proben wurden Wildtyp-
M�usen (C57-BL6) entnommen. Fehlerbalken repr�sentieren die Stan-
dardabweichung von zwei (p1) oder drei (p14–pm18) biologischen Re-
plikaten. Fír statistische Analysen wurde Students ungepaarter, zwei-
seitiger t-Test verwendet. pm =postnataler Monat.
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lierung[1b, 2,3, 5a, 12] auftritt und dass die DNA-Demethylie-
rungsprozesse im Gehirn mit zunehmendem Alter weniger
h�ufig stattfinden. Die hçheren fC-Level w�hrend der ersten
Lebenstage und -wochen lassen darauf schließen, dass die
Oxidation von hmC zu fC,[2b] deren weitere Folge eine aktive
Demethylierung der Base sein kann,[2,3, 5a, 12d,e] zu dieser Zeit
besonders schnell oder h�ufig erfolgt. Mit zunehmendem
Alter nimmt mçglicherweise die Geschwindigkeit dieser
bisher wenig verstandenen Prozesse ab, was zum beobachte-
ten Anstieg des hmC-Levels fîhren wîrde.

Die im Großhirn gefundenen altersabh�ngigen Trends
von fC und hmC wurden von uns auch in der Niere der Maus
beobachtet, von der man weiß, dass sie ein mittleres hmC-
Level aufweist.[5a] Auch hier findet man bei jungen Tieren ein
niedriges hmC-Level, w�hrend das fC-Level gleichzeitig be-
sonders hoch ist. W�hrend das hmC-Level dann mit zuneh-
mendem Alter ansteigt, nimmt das fC-Level im gleichen
Zeitraum auch in der Niere stark ab. Diese Beobachtungen
stimmen gut mit der Idee îberein, dass eine Abnahme von
aktiven DNA-Demethylierungsprozessen mit zunehmendem
Alter eine der Ursachen fîr die hmC-Akkumulation im Laufe
des Lebens ist.

Bezîglich der Base mC beobachtet man im Großhirn
(zerebraler Cortex) der Maus ein ann�hernd konstantes
Level zwischen p1 und p14. Danach steigt das mC-Level bei
der Maus deutlich st�rker an als beim Menschen.

Insgesamt pr�sentieren wir hier die ersten Daten îber die
ønderungen der globalen hmC-Level des Menschen w�hrend
der gesamten Lebensspanne. Nach einem starken Anstieg im
Laufe der Kindheit und Adoleszenz beobachtet man im voll
entwickelten Gehirn ein konstantes hmC-Level von 1.2%.[8]

Dieser Wert ist fast doppelt so hoch wie der hmC-Gehalt im
zerebralen Cortex der adulten Maus.[4] Weiterhin wurden die
Base fC in menschlichen Hirngeweben und alle Cytosinmo-
difikationen in den Neuronen des zerebralen okzipitalen
Cortex des Menschen quantifiziert. Außerdem pr�sentieren
wir in dieser Studie die altersabh�ngigen ønderungen der fC-,
hmC- und mC-Level in M�usegeweben zwischen der Geburt
und einem Alter von achtzehn Monaten. Unsere Messungen
zeigen, dass das fC-Level nach der Geburt und w�hrend der
darauffolgenden frîhen Entwicklungsstadien stark abnimmt.
Dagegen beobachtet man bei hmC einen genau entgegenge-
setzten Trend; hier steigt das Level im gleichen Zeitraum
stark an. Unsere Befunde stîtzen die Idee, dass die Base fC
im sich entwickelnden Gehirn haupts�chlich im Zusammen-
hang mit der aktiven DNA-Demethylierung[2, 3,5a, 12d,e] auftritt,
w�hrend hmC hier eher als stabile epigenetische Modifikati-
on vorkommt.[14] Die von uns beobachteten Dynamiken der
Cytosinmodifikations-Level îber die gesamte Lebensspanne
eines Organismus hinweg[15] sind zwischen den S�ugetierarten
evolution�r konserviert[16] und weisen �hnliche Trends in
unterschiedlichen Organen auf.[4, 6, 9b, 10a,b,e,11, 16, 17]

Stichwçrter: 5-Formylcytosin · 5-Hydroxymethylcytosin ·
Alterung · Epigenetik · Zerebraler Cortex
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