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Abstract: 5-Formylcytosin (5fC) und 5-Formyluracil (5fU)
sind natîrliche modifizierte Nucleobasen, die durch Oxidation
aus 5-Methylcytosin und Thymin (oder 5-Methyluracil) ent-
stehen. Hier beschreiben wir die chemoselektive Markierung
von 5-Formylpyrimidinnucleotiden in DNA und RNA mithilfe
fluorogener Aldolkondensationsreaktionen mit 2,3,3-Trime-
thylindolderivaten. Unter milden und spezifischen Reaktions-
bedingungen entstehen aus 5fU und 5fC Hemicyanin-artige
Chromophore mit charakteristischen photophysikalischen Ei-
genschaften. Die Reaktionsbedingungen wurden an DNA-
Oligonucleotiden optimiert und konnten direkt auf RNA
îbertragen werden. Der positionsspezifische Nachweis gelang
durch Fluoreszenzmessung und Primerverl�ngerungsexperi-
mente. Diese Methode der direkten Markierung von 5-For-
mylpyrimidinen wird zur Untersuchung von Vorkommen,
enzymatischen Transformationen und biologischen Funktio-
nen von epigenetischen/epitranskriptomischen Modifikationen
von Nucleobasen in DNA und RNA beitragen.

Verschiedenartige chemische Modifikationen von Nucleo-
basen in DNA und RNA gehen mit elementaren biologischen
Vorg�ngen einher.[1] Um das Vorkommen und die Bedeutung
der Modifikationen aufzukl�ren, sind spezifische chemische
Reaktionen notwendig.[2] In jîngster Zeit haben Formyl-
Modifikationen an der 5-Position von Pyrimidin-Nucleobasen
besonderes Interesse auf dem Gebiet der chemischen Biolo-
gie von Nucleins�uren gefunden. In DNA ist 5-Formylcytosin
(5fC) eine epigenetische Ver�nderung, die durch Oxidation
von 5-Methylcytosin (5mC) mithilfe von Dioxygenasen der
TET-Enzymfamilie katalysiert wird.[3] Es wird vermutet, dass
5fC ein Zwischenprodukt bei der enzymatischen Demethy-
lierung von 5mC ist, zus�tzlich aber auch eine regulatorische
Rolle in der Zelldifferenzierung spielt.[4] In RNA ist 5fC eine
post-transkriptionale Modifikation unbekannten biosynthe-
tischen Ursprungs, die in mitochondrialer tRNA auftritt und

die Codon-Anticodon-Erkennung moduliert.[5] Außer 5mC
kann auch die Methylgruppe von Thymin leicht oxidiert
werden, jedoch weniger aufgrund der Aktivit�t von Enzymen,
durch die 5-Hydroxymethyluracil (5hmU) entsteht,[6] als
vielmehr durch reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS), die
in DNA die Bildung von mutagenem 5-Formyluracil (5fU)
begînstigen.[7] W�hrend 5-Methyluracil (5mU) eine bekannte
Basenmodifikation in tRNA und rRNA ist, wurden die
Oxidationsprodukte 5hmU und 5fU bisher nicht als natîrli-
che Modifikationen von RNA beschrieben. Kîrzlich er-
schienene Verçffentlichungen îber die enzymatische Oxida-
tion von 5mC zu 5 hmC in RNA[8] lassen jedoch erwarten,
dass in RNA auch 5hmU und 5fU vorkommen kçnnen.
Synthetisch eingefîhrtes 5fU wurde in mehreren Arbeiten
verwendet, welche die oxidative Sch�digung,[9] virale Ab-
wehrmechanismen[10] und Affinit�tsmarkierung von Nu-
cleins�uren untersuchten.[11]

Aldehydgruppen wurden vielfach verwendet, um Nu-
cleins�uren mit spektroskopischen Markern oder Affinit�ts-
markern zu versehen.[12] Amine, Hydrazide und Aminoxyl-
Derivate wurden zur Markierung von 5fC-modifizierter
DNA mit fluoreszierenden Molekîlen[13] oder mit Bio-
tin[3a,4b, 14] zur Anreicherung und Sequenzierung verwendet.
Kîrzlich wurden �hnliche Reaktionen auch zur Markierung
von 5fU-modifizierter DNA eingesetzt.[15] Durch die Bildung
von Benzimidazol-, Benzoxazol- oder Benzothiazol-Hetero-
cyclen nach Reaktion von 5fU mit 1,2-Phenyldiamin oder
ortho-Amino(thio)phenolen entstanden fluoreszierende oder
Spin-markierte Nucleoside.[16] Benzothiazol-Chromophore
ließen sich so an 5fU in DNA synthetisch einfîhren, w�hrend
�hnliche Reaktionen an 5fC nicht erfolgreich waren.[16a]

Daher sollten weitere typische organische Reaktionen von
Aldehyden als alternative Strategien in Betracht gezogen
werden, um diese biologisch bedeutsamen Nucleosid-Modi-
fikationen nachweisen zu kçnnen.[17]

In der hier vorgestellten Arbeit nutzten wir eine Reaktion
vom Typus der Aldolkondensation von 5fU und 5fC in syn-
thetischen DNA- und RNA-Oligonucleotiden mit 2,3,3-Tri-
methylindol-Derivaten, um Hemicyanin(Hcy)-�hnliche
Chromophore zu bilden (Abbildung 1). Die unterschiedli-
chen molekîlspezifischen elektronischen Eigenschaften von
Cytosin- und Uracil-Nucleobasen ermçglichten uns, zwei
fluoreszierende Nucleotide mit verschiedenen photophysi-
kalischen Eigenschaften zu synthetisieren, die den positions-
spezifischen Nachweis von 5-Formylpyrimidinen in DNA und
RNA ermçglichen. Darîber hinaus kçnnen auf diese Weise
fluoreszierende Nucleotide eingebaut werden, deren Eigen-
schaften sich mit den Umgebungsbedingungen �ndern und
die als Sonden fîr das Faltungsverhalten von Nucleins�uren
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sowie die Bindung von kleinen Liganden oder Proteinen
fungieren kçnnen.

Zur Ausarbeitung der vorgeschlagenen Markierungsstra-
tegie untersuchten wir zuerst die Kondensation von 5-Formyl-
2’-desoxyuridin mit dem Sulfonylindol 1a, wodurch das neue
Hemicyanin-Nucleosid Hcy1dU gebildet wurde (Abbildung 2

und Abbildung S1 der Hintergrundinformationen). Die Ab-
sorptions- und Emissionseigenschaften von Hcy1dU nahmen
in w�ssrigen Pufferlçsungen mit steigendem pH-Wert zu
(Abbildung 2b). Die Maxima der Fluoreszenzemission in
Methanol und DMSO zeigten gegenîber denen in w�ssriger
alkalischer Lçsung eine leichte Verschiebung zu kîrzeren
Wellenl�ngen bei nahezu unver�nderter Intensit�t; die

Emissionsintensit�t in Acetonitril und in salzfreier w�ssriger
Lçsung war hingegen stark verringert (Abbildung 2c).

Zur Markierung der 5fU-Modifikation in DNA wurden
analoge Kondensationsreaktionen mit 1a unter verschiede-
nen Bedingungen mit den 5fU-haltigen DNA-Oligonucle-
otiden D1–D5 getestet, die durch Festphasensynthese her-
gestellt wurden (Tabelle 1, Abbildung S2).[18] Die Analyse der

Markierungsreaktionen durch RP-HPLC (Messung der Ab-
sorption bei l = 260 und 445 nm) und ESI-MS zeigte die ef-
fiziente Bildung der Hcy1U-markierten DNA (80% nach 6 h
bei 45 88C, pH 6.0; Abbildung 3a). Die Analyse der Markie-
rungsreaktion durch Anionenaustauschchromatographie
unter denaturierenden Bedingungen (pH 8, 6m Harnstoff,
80 88C) zeigte jedoch nur etwa 40-prozentige Umsetzung zu
neuen Produkten, von denen nur ein sehr geringer Anteil bei
l = 445 nm detektierbar war (Abbildung S3). Diese Beob-
achtung l�sst sich durch reversible Anlagerung von Harnstoff
an die Michael-Akzeptor-Struktur von Hcy1U und einen si-
gnifikanten Anteil der Retro-Aldolreaktion erkl�ren. Das
Harnstoff-Additionsprodukt wurde nach PAGE-Reinigung
durch ESI-MS identifiziert. Durch Behandlung mit Essig-
s�ure wurden die gewînschten Hcy1U-markierten DNAs
wiederhergestellt (Abbildung S4). Nach pr�parativen Mar-
kierungsreaktionen wurde îberschîssiges Reagens 1a durch
Pr�zipitation, Ultrafiltration oder Gelfiltrations-Chromato-
graphie entfernt, und die Identit�ten der Hcy1U-markierten
DNAs D1–D5 wurden durch ESI-MS best�tigt (Tabelle S2).

Die Fluoreszenzemission von Hcy1U-markierten DNA-
Oligonucleotiden wurde untersucht und mit jener der oben
beschriebenen Hcy1dU-Nucleoside verglichen. Die Wellen-
l�ngen der Anregungs- und Emissionsmaxima lagen bei l =

445 bzw. 480 nm. Die Emissionsintensit�t von Hcy1U-mar-
kierten DNA-Oligonucleotiden hing auch vom pH-Wert der
Lçsung ab (Abbildung S5): Sie war nahezu viermal grçßer,
wenn der pH-Wert von 8.0 auf 9.0 erhçht wurde. Auch wurde
die Intensit�t durch die das markierte Nucleotid umgebenden
Basensequenzen beeinflusst (Abbildung 3b). Benachbarte
Guanosine kçnnen durch Photonen-induzierten Elektronen-
transfer zu teilweiser Fluoreszenzlçschung beitragen, wo-
durch die Emission von D1 herabgesetzt wurde. Die hçchste

Abbildung 1. a) 5-Formyluridin(5fU)- und b) 5-Formylcytidin(5fC)-(Oli-
go)nucleotide und deren Umwandlung zu Hemicyanin(Hcy)-modifi-
zierten Oligonucleotiden mittels c) N-Ethyl-2,3,3-trimethylindolenini-
um-5-sulfonat (1) oder d) Benzo[e]indoleninium-Reagentien 2 und 3.

Abbildung 2. a) Synthese des Hcy1dU-Nucleosids. b) UV/Vis-Absorpti-
onsspektren von 10 mm Hcy1dU in w�ssriger Lçsung. c) Fluoreszenz-
emissionsspektren von Hcy1dU in verschiedenen Lçsungsmitteln
(0.25 mm, Anregung bei l = 418 nm).

Tabelle 1: 5fU- und 5fC-modifizierte Oligonucleotide.

Name 5’-Sequenz-3’[a]

D1 CTCTTGAG(fU)GTTATG
D2 CTCTTGAA(fU)ATTATG
D3 CTCTTGAC(fU)CTTATG
D4 CTCTTGAT(fU)TTTATG
D5 GACTCAA(fU)AGCCGTG
D6 CTCTTGAG(fC)GTTATG
D7 CTCTTGAA(fC)ATTATG
D8 CTCTTGAC(fC)CTTATG
D9 CTCTTGAT(fC)TTTATG
D10 CATAG(fC)GCTCAAGAGAAATCTCGATGGa

D11 CG(fC)GGAGCTCGCTTGTCG
R1 r(GGAAGAGA(fU)GGCGACGG)
R2 r(GGAAGAGA(fC)GGUGAUGG)

[a] Die Primerbindestelle ist unterstrichen.
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Intensit�t wurde fîr D4 beobachtet, in der Hcy1U von Thy-
midinen umgeben ist. Auff�lligerweise erreichte das Fluo-
reszenzsignal sein Maximum nach Inkubation bei pH 9 nur
sehr langsam, mit beobachteten Geschwindigkeitskonstanten
im Bereich von 0.05 bis 0.1 min¢1 (Abbildung S5). Im Un-
terschied dazu wurde unter gleichen Bedingungen kein zeit-
abh�ngiger Anstieg der Fluoreszenz des Hcy1dU-Mononuc-
leosids beobachtet (Abbildung 3 c). Die molekulare Ursache
fîr den langsamen Fluoreszenzanstieg im Oligonucleotid ist
nicht leicht zu erkl�ren; sie kçnnte auf eine Kombination von
Faktoren zurîckzufîhren sein, die durch lokale elektrostati-
sche oder Lçsungsmittel-abh�ngige Effekte bedingt sind.
Kovalente Ver�nderungen der markierten DNA wurden
durch mehrstîndige Inkubation bei pH 9 und anschließende
HPLC- und ESI-MS-Analysen ausgeschlossen.

Um die Fluoreszenzeigenschaften markierter DNAs ge-
zielt zu beeinflussen, wurden fîr analoge Kondensationsre-
aktionen die molekular grçßeren Benzo[e]indoleninium-
Agentien 2 und 3 verwendet. Das ausgedehnte p-System
verursachte in beiden F�llen die erwartete Rotverschiebung
des Emissionsmaximums (Abbildung 3d). Die Sulfonylgrup-
pe am aromatischen Ring in Hcy2U fîhrte zu einer signifi-

kant st�rkeren Fluoreszenz gegenîber der des Sulfonats am
N-Alkyl-Substituenten in Hcy3U. Dieser Befund zeigt, dass
das Substitutionsmuster die Leuchtst�rke des Fluorophors
wesentlich ver�ndert, wahrscheinlich auch durch den Einfluss
auf Stapel-Wechselwirkungen mit benachbarten Nucleotiden.

Nachfolgend zeigten wir, dass die neuen fluorogenen
Reaktionen verwendet werden kçnnen, um quantitative In-
formationen îber das in DNA-Proben vorhandene 5fU zu
erhalten. Mehrere 5fU-Nucleotide wurden enzymatisch unter
Verwendung von 5fdUTP in DNA eingebaut. Die Intensit�t
der Emission der mit 1a markierten DNA korrelierte mit der
Anzahl der darin enthaltenen 5fU-modifizierten Nucleotide
(Abbildung S6). Die Empfindlichkeit des Nachweises von
5fU bestimmten wir modellhaft mithilfe einer Eichkurve, die
mit Proben definierter Anteile von 5fU-modifizierter DNA
(0.3–5%) erhalten wurde. Die Fluoreszenzintensit�t nach der
Reaktion mit 1a zeigte eine lineare Abh�ngigkeit vom pro-
zentualen Anteil der in der Mischung enthaltenen 5fU-DNA
(Abbildung 3e,f). Die niedrigste Konzentration markierter
DNA, die in diesem Experiment getestet wurde, war 25 nm,
was einem Anteil von 0.02 % 5fU-Nucleotiden in der DNA-
Probe entspricht.

Analog zur Markierung von 5fU-DNA untersuchten wir
�hnliche fluorogene Reaktionen in 5fC-modifizierten Oli-
gonucleotiden (Tabelle S1, Abbildung S2). Die fîr 5fU-DNA
etablierten optimalen Markierungsbedingungen lieferten nur
24% Umwandlung von 5fC-DNA (Abbildung S7). Wurde
der pH-Wert auf 7.5 bei 45 88C erhçht, betrug die Ausbeute des
neuen Produktes 65 %. Inkubation bei 70 88C und pH 7.5
fîhrte zur Bildung eines zweiten Produktes. Die massen-
spektrometrische Analyse zeigte, dass das erste Produkt
durch Aldoladdition von 1a entstand, die Kondensation
jedoch nicht vollst�ndig ablief, d.h. Wasser nicht eliminiert
wurde. Nach den ESI-MS-Daten enthielt das zweite Produkt
ein zus�tzliches Molekîl 1a. Vermutlich wurde an der Nuc-
leobase eine partiell konjugierte, Cyanin-�hnliche Modifika-
tion gebildet, deren Struktur jedoch noch nicht eindeutig
bestimmt werden konnte. Wir richteten unser Augenmerk
daher auf die Optimierung der Reaktionsbedingungen zur
Herstellung der Hcy1C-markierten DNA. Die Ergebnisse der
Reaktionsfîhrung unter zahlreichen pH- und Pufferbedin-
gungen mit 32P-markierter 5fC-DNA deuteten darauf hin,
dass das gewînschte Produkt bevorzugt bei pH 7.5 gebildet
wird (Abbildung S8). Um die nucleophilen Eigenschaften des
Indol-Reagens weiter zu verbessern, wurde 1a mit NaOH
umgesetzt und anschließend mit Dowex-H+ neutralisiert, um
die Enamin-Verbindung 1b mit einer exocyclischen Doppel-
bindung zu bilden (îberprîft durch NMR-Spektroskopie).
Verwendung von 1b bei pH 7.5 und 45 88C lieferte ein einziges
Additionsprodukt in 80 % Ausbeute (Abbildung S9). Die
massenspektrometrische Analyse des isolierten Produktes
identifizierte das nicht-dehydrierte Zwischenprodukt, das
weiter zum Kondensationsprodukt umgesetzt wurde. Die
Dehydrierung gelang bei 45 88C unter Verwendung von 3%
Essigs�ure. Das gewînschte Produkt war stabil und konnte
durch denaturierende Gelelektrophorese in reiner Form er-
halten werden (Abbildung 4).

Die optimierten Reaktionsbedingungen (d. h. Verwen-
dung von 1b bei pH 7.4 und 45 88C mit nachfolgender S�ure-

Abbildung 3. a) RP-HPLC-Analyse bei l =260 (schwarz) und 445 nm
(blau) von 5fU-modifizierter DNA (D1) und D1-Hcy1U, gebildet durch
Reaktion mit 1a bei pH 6.0, 45 88C, 6 h. b)–d) Fluoreszenzemissions-
spektren von HcyU-markierten DNAs D1–D5. c =0.25 mm in 10 mm
Tris, pH 9.0, 150 mm NaCl, 25 88C, Anregung bei l = 445 (Hcy1U),
465 nm (Hcy2U und Hcy3U). e) Fluoreszenzintensit�t bei unterschied-
lichem Gehalt an 5fU in der DNA. f) Analyse der in (e) gezeigten
Daten.
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behandlung) wurden zur Markierung pr�parativer Mengen
der DNA-Oligonucleotide D6–D9 verwendet, in denen 5fC
von verschiedenen Nucleotiden flankiert war. Die Maxima
der Anregungs- und Emissionsspektren waren gegenîber
jenen der analogen Hcy1U-markierten DNAs stark blauver-
schoben (l = 335 bzw. 400–415 nm), und die Emissionsinten-
sit�t war verringert. Trotz der verringerten Intensit�t zeigte
der Hcy1C-Marker moderate umgebungsabh�ngige Emp-
findlichkeit im Einzel- und im Doppelstrang (Abbildun-
gen 4c und S10). Anders als bei Hcy1U war die Emission
kaum vom pH-Wert (zwischen pH 7 und 9) oder der Inku-
bationszeit abh�ngig. Wegen der unterschiedlichen Anre-
gungs- und Emissionswellenl�ngen konnten Hcy1U und
Hcy1C in einer einzigen Probe unterschieden werden, die
beide Modifikationen enthielt (Abbildung S11)

Um das Potenzial der Aldehyd-spezifischen Reaktion
nicht nur zur Fluoreszenzmarkierung zu nutzen, untersuchten
wir die Mçglichkeit der positionsspezifischen Analyse von
5fC-DNA mit DNA-Polymerasen. W�hrend 5-Formyl-Mo-
difikationen durch DNA-Polymerasen meist îberlesen

werden,[19] kçnnten die Hemicyanin-Nucleoside den Abbruch
der Primerverl�ngerung auslçsen, was dann den Nachweis
und die Quantifizierung der zugrundeliegenden 5fC-Modifi-
kation ermçglichen sollte. W�hrend unmarkierte 5fC-DNA
die Klenow-DNA-Polymerase nur wenig beeinflusste, beob-
achteten wir eine starke Blockade im Falle von markierter
Hcy1C-DNA als Templat (Abbildungen 4d, S12 und S13).
Der Anteil des Abbruchproduktes korrelierte mit dem be-
kannten 5fC-Gehalt der eingesetzten DNA-Probe (Abbil-
dung 4d). Diese Befunde zeigen, dass die Kondensationsre-
aktion mit Indoleninium-Reagentien verwendet werden
kann, um das Vorkommen der 5fC-Modifikationen an einer
bestimmten Stelle der Ziel-DNA zu îberprîfen. Dieser ex-
perimentelle Ansatz kçnnte mit bekannten oxidierenden und
reduzierenden Reaktionen an DNA kombiniert werden, um
unterschiedliche Oxidationszust�nde von 5mC-Modifikatio-
nen zu erkennen.[4b, 14b] Darîber hinaus hat die Hcy-Markie-
rungsreaktion das Potenzial, fîr kînftige Genom-weite
Analysen von 5-Formylpyrimidinen eingesetzt zu werden.

Obwohl 5-Formylpyrimidine auch in der RNA-Biologie
eine bedeutsame Rolle spielen, sind die Methoden zu ihrer
Analyse in RNA weit weniger entwickelt als im Falle der
DNA. Wir îbertrugen daher die optimierten Bedingungen
zur Markierung von 5fC und 5fU in DNA auf die analog
modifizierten RNA-Oligonucleotide, die durch In-vitro-
Transkription hergestellt wurden (Abbildung S2). Die Be-
dingungen der Markierungsreaktion ließen sich leicht an-
passen, und die entstandenen Produkte wurden durch HPLC
und ESI-MS charakterisiert (Abbildung S14). Die Fluores-
zenzeigenschaften der Hcy1U- und Hcy1C-markierten RNAs
waren �hnlich jenen von markierter DNA. Diese Befunde
sollten neue Wege zur weitergehenden Untersuchung von
5fC- und 5fU-Modifikationen in RNA ebnen.

Wir haben hier îber die effiziente Markierung von na-
tîrlich vorkommendem 5fC und 5fU in Nucleins�uren mit-
hilfe einer neuen fluorogenen Reaktion vom Typus der Al-
dolkondensation unter milden und biokompatiblen Bedin-
gungen berichtet. Die Nucleobasen-spezifischen Eigenschaf-
ten von Uracil und Cytosin ermçglichten die Umwandlung in
fluoreszierende Reste und deren sequenzselektive Lokali-
sierung. Der Grad der 5fC-Modifikation an einer bestimmten
Stelle einer Sequenz wurde durch Blockade der Polymerase-
katalysierten Primerverl�ngerung analysiert. Die hier vorge-
stellte, neue Markierungsreaktion gibt nicht nur Einblicke in
das unterschiedliche Reaktionsverhalten von 5fU und 5fC,
sondern sie ermçglicht auch direkte Anwendungen bei der
Detektion von Formyl-modifizierten Nucleotiden in biolo-
gisch relevanten Systemen. Die neuen Fluoreszenzmarker
sollen in zukînftigen Untersuchungen auch eingesetzt
werden, um die Desaminierung von 5fC zu 5fU zu verfolgen,
und sie kçnnen fîr Anwendungen zur metabolischen Mar-
kierung und optischen Kartierung angepasst werden.
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Abbildung 4. a) Reaktionsschema zur Markierung von 5fC-modifizier-
ter DNA. b) Anionaustausch-HPLC-Analyse bei l = 260 nm. Einschub:
PAGE-Analyse der Reaktion mit 5’-32P-markierter DNA D6. m.w. = Mo-
lekulargewicht. c) Fluoreszenzemissionsspektren von Hcy1C-markier-
ten DNAs D6–D9; die flankierenden Nucleotide der DNA-Sequenz
sind in Klammern angegeben. 5 mm DNA in K-Phosphatpuffer, pH 7,
Anregung bei l= 335 nm. d) Primerverl�ngerung mit Klenow-exo-DNA-
Polymerase. Template: i) unmodifizierte DNA, ii) D10-5fC, iii) D10-
Hcy1C. Rechtes Gelbild: zunehmender Anteil an 5fC im Templat (0–
100%). Experimentelle Details sind in den Hintergrundinformationen
zu finden.
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Schwerpunktprogramm Chemische Biologie natîrlicher Nu-
cleins�uremodifikationen (SPP1784).

Stichwçrter: DNA · Fluoreszenz · Markierungen ·
Modifikationen · RNA
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