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Abstract: Ein 5-Formyl-2’-desoxycytidin(fdC)-Phosphor-
amidit-Baustein wurde entwickelt, der die Synthese fdC-halti-
ger DNA in ausgezeichneter Reinheit und Ausbeute ermçg-
licht. In Kombination mit Phosphoramiditen f�r 5-Methyl-dC,
5-Hydroxymethyl-dC und 5-Carboxy-dC gelang die Herstel-
lung eines Segments des OCT4-Promotors, das alle vier epi-
genetischen Basen enth�lt. Aufgrund des großen Interesses an
diesen neuen epigenetischen Basen sollte die F�higkeit, alle
vier von ihnen in DNA einzubringen, von besonderer Bedeu-
tung sein.

Neben den vier kanonischen Nukleobasen enth�lt das
Genom einige DNA-Modifikationen, die von epigenetischer
Bedeutung sind. Das Nukleosid 2’-Desoxycytidin wird h�ufig
an Position C5 zu 5-Methyl-2’-desoxycytidin (1, mdC) me-
thyliert, das an der epigenetischen Gen-Stilllegung beteiligt
ist.[1] In den letzten Jahren wurden die Oxidationsprodukte
von mdC entdeckt.[2–5] Mittlerweile ist bekannt, dass „Ten-
eleven-translocation“-Proteine (TET1–3) mdC zu 5-Hydro-
xymethyl- (2, hmdC), 5-Formyl- (3, fdC) und 5-Carboxy-2’-
desoxycytidin (4, cadC) oxidieren.[6, 7] Diese „neuen“ Modi-
fikationen (Abbildung 1A) treten insbesondere im CpG-
Kontext in DNA-Promotorsequenzen auf, wo sie wahr-
scheinlich an der Regulation der Genexpression involviert
sind.[8] Vor kurzem wurde �ber die Synthese und Analyse
eines tRNA-Segmentes der menschlichen mitochondrialen
tRNAMet berichtet, das 5-Formylcytidin in der Anticodon-
Schleife tr�gt.[9]

Zur Untersuchung der Funktion dieser neuen Nukleoside
ist es besonders wichtig, dass Methoden zur Synthese von
hmdC-, fdC- und cadC-haltiger DNA entwickelt werden.
K�rzlich berichteten wir �ber den enzymatischen Einbau der
Nukleoside in DNA �ber deren Triphosphate.[10] Ein se-

quenzspezifischer Einbau der Nukleoside, speziell in CpG-
Inseln, wie es beispielsweise f�r proteomische Untersuchun-
gen von Nçten w�re, ist aber mit diesen Methoden nicht
mçglich.

Die Achillesferse der Synthese von DNA-Str�ngen mit
den vier neuen epigenetisch wichtigen Nukleosiden ist der
Einbau von fdC. Probleme bereitet hier die große Reaktivit�t
der Formylgruppe.[11–13] Der bislang erh�ltliche fdC-Baustein
hat daher eine 1,2-Diol-Einheit quasi als Vorstufe zur Form-
ylgruppe, aus welcher durch Behandlung mit Periodat die
Formylgruppe hergestellt wird;[14] dies d�rfte jedoch nicht
kompatibel mit z.B. hmdC sein.[15] Dar�ber hinaus werden
durch die Periodatbehandlung Nebenreaktionen eingeleitet,
die es bisher verhindern, DNA-Str�nge herzustellen, die
mehrere fdCs enthalten. Folglich sind DNA-Str�nge, die alle
epigenetisch wichtigen Nukleoside mdC, hmdC, fdC und
cadC an definierten Positionen enthalten, derzeit nicht zu-
g�nglich.[16]

Hier beschreiben wir die Entwicklung eines neuen fdC-
Phosphoramidit-Bausteins, der mehrere Male – auch direkt
hintereinander – in DNA-Str�nge eingebaut werden kann,
wobei Standard-Phosphoramiditbedingungen zum Einsatz

Abbildung 1. A) Die in letzter Zeit gefundenen epigenetisch relevanten
Nukleoside 5-Methyl- (1, mdC), 5-Hydroxymethyl- (2, hmdC), 5-Formyl-
(3, fdC) und 5-Carboxy-2’-desoxycytidin (4, cadC). B) Sequenz eines
OCT-4-Promotorsegments, in dem Cytidine im CpG-Kontext mit epige-
netischen Nukleosiden 1–4 substituiert wurden.
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kommen. Hohe Kupplungsausbeuten und milde Entsch�t-
zungsbedingungen ermçglichten die Herstellung einer OCT-
4-Promotorsequenz mit allen vier epigenetisch relevanten
Nukleosiden (Abbildung 1B, ODN1).

Die Haupth�rde beim Einbau von fdC ist der elektron-
enarme Heterocyclus von 3, der die Spaltung der glykosidi-
schen Bindung vor allem unter leicht sauren Bedingungen
beg�nstigt, wie sie im Rahmen der Oligonukleotidsynthese
bençtigt werden. Dar�ber hinaus ist die Formylgruppe
oxidationsempfindlich, und nat�rlich wird die Formylverbin-
dung leicht durch Nukleophile vor allem an Position C6 an-
gegriffen (Abbildung 1A).[16] Um die Reaktivit�t der Form-
ylgruppe zu maskieren, untersuchten wir unterschiedliche
Schutzgruppen (siehe die Hintergrundinformationen).
Schlussendlich zeigte sich, dass die besten Ergebnisse erzielt
wurden, wenn der Aldehyd mit Propan-1,3-diol als 1,3-
Dioxan gesch�tzt wird. Dieses Acetal ist spaltbar unter
milden Bedingungen (80% w�ssr. Essigs�ure, 20 8C), es ist
aber so stabil, dass es w�hrend der Festphasensynthese nicht
gespalten wird. Entscheidend ist aber die Entsch�tzungs-
temperatur am Ende der Synthese. Bei 15 8C ist die Acetal-
spaltung zu langsam, bei � 25 8C hingegen wurde bereits die
Spaltung der fdC-glykosidischen Bindung beobachtet. Die
Entsch�tzung muss daher strikt bei etwa 20 8C erfolgen.

Die C4-Aminogruppe wurde mit 4-Methoxybenzoylchlo-
rid gesch�tzt, was mit der Acetalgruppe kompatibel ist. Eine
herkçmmliche Benzoylschutzgruppe stellte sich als labil
heraus. Diese f�llt w�hrend der Festphasensynthese ab, was
zur Synthese verzweigter Oligonukleotidnebenprodukte
f�hrt.

Die Synthese des fdC-Bausteins gelang wie in Schema 1
dargestellt ausgehend von dem TBS-gesch�tzten fdC 5, das
aus 5-Iod-dC synthetisiert wurde.[17] �berraschenderweise
konnten die �blichen Bedingungen zur Einf�hrung der Ace-
talschutzgruppe anschließend nicht angewendet wurden, da
sie nicht das Produkt 6 lieferten. Stattdessen musste die
Formylgruppe mit TiCl4 aktiviert werden, wobei in unseren
H�nden nur diese Lewis-S�ure akzeptable Ausbeuten liefer-
te. Nachfolgende Sch�tzung der C4-Aminogruppe mit 4-
Methoxybenzoylchlorid und Abspaltung der Silylschutz-
gruppen lieferte das fdC-Derivat 7, das mithilfe von Stan-
dardmethoden in das fdC-Phosphoramidit 8 umgewandelt
wurde.[18]

Um die Qualit�t des neuen fdC-Bausteines 8 zu testen,
wurde ein Oligonukleotid ODN2 mit f�nf fdCs (Abbil-
dung 2B) hergestellt. F�r die Festphasensynthese wurden
Standard-Phosphoramiditbedingungen eingesetzt.[19, 20] Le-
diglich die Kupplungszeiten wurden f�r das fdC von 30 auf 60
Sekunden erhçht. Zur Entsch�tzung der Nukleotide und zur
Abspaltung vom Harz wurde letzteres mit ges�ttigter w�ss-
riger NH4OH-Lçsung (24 h, 25 8C) behandelt. Das HPL-
Chromatogramm in Abbildung 2B zeigt das Resultat f�r das
Rohprodukt der Synthese des Dimethoxytrityl(DMT)-ge-
sch�tzten Oligonukleotids. In einem zweiten Entsch�tzungs-
schritt wurde das Oligonukleotid anschließend mit Essigs�ure
f�r 6 h bei 20 8C behandelt, was zur Spaltung der Acetal- und
DMT-Schutzgruppe f�hrte. Das HPL-Chromatogramm f�rSchema 1. Synthese des acetalgesch�tzten fdC-Phosphoramidits 8.

Abbildung 2. A) Sequenz des synthetisierten ODN2 mit f�nffachem
Einbau von fdC mithilfe von 8. B) Umkehrphasen-HPL-Chromato-
gramm des rohen ODN2 direkt nach basischer Entsch�tzung
(NH4OH, 23 h, 25 8C, 0–80% Puffer B in 45 min). C) Umkehrphasen-
HPL-Chromatogramm des rohen ODN2 direkt nach saurer Entsch�t-
zung der DMT- und Acetalgruppe (80% w�ssr. Essigs�ure, 6 h, 20 8C,
0–40% Puffer B in 45 min). D) MALDI-TOF-Spektrum von rohem
ODN2 nach vollst�ndiger Entsch�tzung. E) UHPL-Chromatogramm
und Quantifizierungsdaten von verdautem ODN2.
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das rohe Oligonukleotid ODN2 mit f�nf fdCs im DNA-Strang
ist in Abbildung 2 C gezeigt. Der einzelne Peak zeigt die G�te
der Synthese.

Um zu beweisen, dass sich tats�chlich f�nf fdC-Nukleo-
side im DNA-Strang befinden, wurde ein MALDI-TOF-
Spektrum (Abbildung 2D) gemessen, welches die korrekte
Masse lieferte. Ein weiterer Beweis wurde durch einen To-
talverdau der Roh-DNA erhalten. Zun�chst wurde die DNA
mit der Nuklease S1 und Schlangengift-Phosphodiesterase I
in die 5’-Monophosphate zerlegt. Diese wurden zu den Nu-
kleosiden mithilfe der Antarktischen Phosphatase weiter-
verdaut. Die erhaltene Nukleosidmischung wurde mit
UHPLC-MS/MS (QQQ) analysiert (Abbildung 2E). Das er-
haltene UV-Chromatogramm ist sauber und zeigt nur die
Signale f�r die erwarteten Nukleoside. Die fdC-Nukleoside
wurden anhand der Retentionszeit und der charakteristischen
MS/MS-Fragmentierung (m/z 256.1!140.1) identifiziert. Wir
haben anschließend die Mengen der Basen dC, fdC und dT
(Einschub in Abbildung 2E) unter Verwendung synthetischer
isotopologer Nukleoside als interne Standards bestimmt.[16]

Wir erhielten ein dC/fdC-Verh�ltnis von 4:5 in �bereinstim-
mung mit der Sequenz. Die Tatsache, dass dieser Wert mit
dem Roh-DNA-Strang erhalten wurde, zeigt die Qualit�t der
Synthese mit dem neuen fdC-Phosphoramidit. Besonders
wichtig ist, dass wir kein a-fdC-Nukleosid detektieren konn-
ten, was zeigt, dass wir die b- zu a-Anomerisierung mit dem
neuen Baustein erfolgreich unterdr�cken konnten. Wir un-
tersuchten auch die Anwesenheit von hmdC und cadC als
Reduktions- und Oxidationsprodukte von fdC ausgelçst
durch die obligatorische Iodoxidation, w�hrend der DNA-
Synthese in jedem Schritt. Wie erwartet wurden diese Ver-
bindungen nicht entdeckt (Einschub in Abbildung 2E). Zu-
sammenfassend kann damit festgehalten werden, dass das
fdC-Phosphoramidit 8 die Synthese fdC-enthaltender Oligo-
nukleotide ermçglicht. Ausgehend von diesem Baustein be-
gannen wir anschließend mit der Synthese eines Oligonu-
kleotids, das alle vier epigenetischen Basen enthalten sollte.

Als Zielsequenz w�hlten wir das Oligonukleotid ODN1
mit der Sequenz des OCT-4-Promoters (mus musculus,
Chromosom 17, 35505895-35505943, Abbildung 3B). Alle
Cytidine im CpG-Kontext wurden durch die epigenetisch
relevanten Nukleoside 1–4 ersetzt. Die besten Ergebnisse
wurden erzielt, wenn wir den hmC-Phosphoramiditbaustein
einsetzten, der mit einer cyclischen Carbamat-Schutzgruppe
ausgestattet ist (f�r Details zur Oligonukleotidsynthese siehe
die Hintergrundinformationen).[17] Der Carbamat-Baustein
und der cadC-Baustein mit der Estergruppe zwangen uns
dazu, f�r die Entsch�tzung NaOH (0.4m in Methanol/Wasser
4:1) statt NH4OH im ersten Entsch�tzungsschritt einzuset-
zen, um die Bildung von Aminomethylgruppen und Amid-
gruppen zu vermeiden (Abbildung 3A).[12, 17] Nach der Be-
handlung von synthetisiertem ODN1 mit NaOH wurde das
Oligonukleotid durch Zugabe von Ethanol gef�llt. Anschlie-
ßend wurde der zweite Entsch�tzungsschritt mit Essigs�ure
durchgef�hrt. Abbildung 3C zeigt erneut das HPL-Chroma-
togramm des Rohprodukts nach dem zweiten Entsch�t-
zungsschritt. Deutlich sichtbar ist, dass das Verfahren ein
Hauptprodukt liefert obwohl es sich bei ODN1 um ein recht
langes 49mer mit vier modifizierten Nukleotiden handelt (f�r

detaillierte Daten zu ODN1 siehe die Hintergrundinforma-
tionen). HPLC-Aufreinigung des Oligonukleotids nach dem
ersten Entsch�tzungsschritt gefolgt von der zweiten Ent-
sch�tzung lieferte reines ODN1 in 31 % Ausbeute (siehe den
Einschub in Abbildung 3 C und die Hintergrundinformatio-
nen). Nachfolgend verdauten wir das Oligonukleotid und
analysierten das Hydrolysat mit UHPLC-MS/MS. Hierbei
zeigte sich die Anwesenheit aller vier nichtkanonischen dC-
Nukleoside. Isotopenbasierte Quantifizierung best�tigte die
richtige Zusammensetzung. Wir erhielten relativ zu dC die
Werte 1.2:1.2:0.9:1.0:15.0 in vçlliger �bereinstimmung mit
der Sequenz (Abbildung 3B/D).

Zusammenfassend halten wir fest, dass der neue fdC-
Baustein 8 die Synthese von fdC-enthaltender DNA in ex-
zellenten Ausbeuten und Reinheit ermçglicht, was Studien
zur biologischen Bedeutung von fdC beschleunigen d�rfte. In
Kombination mit den Phosphoramiditbausteinen f�r mdC,
hmdC und cadC war es nun auch mçglich, Oligonukleotide
herzustellen, die alle vier epigenetisch relevanten Cytidin-
nukleoside 1–4 enthalten. Das wird den Weg f�r eine detail-
liertere Analyse ebnen, wie epigenetische Basen biologische
Prozesse und die Stammzellenentwicklung beeinflussen.[8]
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Abbildung 3. A) Die verwendeten Phophoramidite. B) Sequenz eines
OCT-4-Promotorsegments, in dem Cytidine im CpG-Kontext gegen die
epigenetischen Nukleoside 1–4 ausgetauscht wurden. C) Umkehrpha-
sen-HPL-Chromatogramm von rohem und gereinigtem (Einschub)
ODN1 nach vollst�ndiger Entsch�tzung (0–40% Puffer B in 45 min).
D) UHPL-Chromatogramm und Quantifizierungsdaten von verdautem
ODN1. Bz = Benzoyl.
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