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Modifizierte Nukleotide fîr die Diskriminierung zwischen Cytosin und
dem epigenetischen Marker 5-Methylcytosin
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Abstract: 5-Methyl-2’-desoxycytosin, der h�ufigste epigeneti-
sche DNA-Marker in eukaryotischen Zellen, spielt eine
Schlîsselrolle in der Genregulierung und beeinflusst somit
zahlreiche zellul�re Prozesse, wie Entwicklung und Karzino-
genese. Daher kann die Detektion von 5mC als wichtiger
Biomarker in der Diagnostik fungieren. Wir beschreiben hier,
dass modifizierte dGTP-Analoga, wie auch modifizierte
Primer, in der Lage sind, die An- oder Abwesenheit einer
einzigen Methylierung von C zu detektieren, obwohl diese
Modifizierung nicht direkt mit der Watson-Crick-Basenpaa-
rung interferiert. Durch das Testen vieler verschiedener Nu-
kleotidgerîste haben wir festgestellt, dass O6-modifizierte 2’-
Desoxyguanosinanaloga zwischen C und 5mC diskriminieren.
Diese modifizierten Nukleotide kçnnen in der positionsspezi-
fischen Detektion von 5mC, z. B. bei Echtzeit-PCR-Methoden,
Anwendung finden.

Epigenetische Modifikationen, die
durch die Methylierung von Cytosin-
resten (5-Methyl-2’-desoxycytosin,
5mC; Abbildung 1) entstehen, beein-
flussen eine Vielzahl zellul�rer Prozes-
se und haben somit eine Auswirkung
auf die Entwicklung[1, 2] und Genex-
pression[3] sowie die Entstehung ver-
schiedener Krankheiten.[4] Es wurde
h�ufig beobachtet, dass Gene abge-
schaltet sind,[3] wenn CpG-Dinukleoti-

de in den zugehçrigen Promotoren erhçhte Niveaus an 5mC
aufweisen; dementsprechend ist 5mC dafîr bekannt, die
Gentranskription zu regulieren und somit die Karzinogenese
zu beeinflussen.[5] Das Ausmaß der epigenetischen Methy-
lierung muss im eukaryotischen Genom pr�zise reguliert sein,
da ønderungen im Methylierungsmuster zu schwerwiegen-
den genetischen Fehlfunktionen fîhren kçnnen.[6]

Die Detektion des Auftretens und der Verteilung von
5mC im Genom kann daher ein wichtiger Biomarker fîr die

Diagnostik und Therapie von Krankheiten sein.[7] Dies er-
fordert effiziente Strategien fîr die Detektion von 5mC.
Verschiedene Konzepte zur Diskriminierung zwischen Cyto-
sin (C) und 5mC wurden bereits beschrieben und beruhen auf
Endonukleaseverdau,[8] Affinit�tsanreicherung,[9] Nanopo-
rensequenzierung[10] oder verschiedenen chemischen Eigen-
schaften bezîglich Redox-Reaktivit�t[11] oder selektiver Des-
aminierung von C durch Natriumbisulfit.[12]

Bisulfitsequenzierung wurde zur Routinemethode fîr die
Detektion von 5mC mit Einzelnukleotidauflçsung.[13] Diese
Methode beruht auf der selektiven, Bisulfit-vermittelten
Desaminierung von C zu Uracil (U) in der Gegenwart von
5mC, das durch eine langsamere Desaminierung unbeein-
flusst bleibt.[14] Die Positionen der epigenetischen Marker
kçnnen durch Vergleich der Ergebnisse konventioneller Se-
quenzierungsmethoden vor und nach Bisulfitbehandlung be-
stimmt werden, da C als Thymin (T) sequenziert wird, w�h-
rend 5mC als C gelesen wird.[15]

Die Bisulfitsequenzierung kann zwar fîr die genomweite
5mC-Detektion verwendet werden, hat jedoch einige Nach-
teile. Da viele Schritte fîr die beiden Sequenzierl�ufe benç-
tigt werden, ist die Methode zeitaufw�ndig und anf�llig fîr
Kontaminationen.[16] Zus�tzlich sind die Bedingungen w�h-
rend der Bisulfitbehandlung harsch und zerstçren ca. 95%
der genomischen DNA, weshalb große Mengen an DNA
bençtigt werden.[17] Des Weiteren kann die Desaminierung
von C zu 5mC nach der Bisulfitbehandlung unvollst�ndig
sein, was zu einem fehleranf�lligen Ergebnis fîhrt.[18]

Nukleotide, die in der Lage sind, zwischen C und 5mC zu
diskriminieren, w�ren hochinteressant fîr die Entwicklung
neuer Ans�tze zur positionsspezifischen Detektion von 5mC.
Dies ist jedoch anspruchsvoll, da die Methylierung der C5-
Position von Cytosin die Watson-Crick-Basenpaarung nicht
direkt beeinflusst. Wir zeigen hier eine Klasse modifizierter
Nukleotide, die in von DNA-Polymerasen katalysierten Re-
aktionen fîr die Diskriminierung zwischen C und 5mC ge-
nutzt werden kçnnen. Dafîr haben wir verschiedene Purin-
basierte 2’-Desoxynukleotide bezîglich ihrer F�higkeit un-
tersucht, 5mC mittels divergierender Effizienzen fîr einen
Einbau gegenîber von C und 5mC durch verschiedene DNA-
Polymerasen zu detektieren (Abbildung 2). Wir haben fest-
gestellt, dass mehrere O6-modifizierte 2’-Desoxyguanosin-
Derivate (Abbildung 3a) mit signifikant unterschiedlicher
Effizienz gegenîber von 5mC eingebaut oder ausgehend von
5mC verl�ngert wurden als im Fall von unmethyliertem Cy-
tosin.

Es wurden eine Vielzahl verschieden modifizierter Nu-
kleotide (Abbildung 2) in Kombination mit den thermosta-
bilen DNA-Polymerasen KlenTaq und KODexo¢[19] in Pri-
merverl�ngerungsexperimenten untersucht, gefolgt von einer

Abbildung 1. Chemi-
sche Struktur von C
(links) und 5mC
(rechts).
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Analyse durch denaturierende Polyacrylamidgelelektropho-
rese (PAGE) und Visualisierung durch Autoradiographie.
Beide DNA-Polymerasen waren in der Lage, verschieden
modifizierte Nukleotide gegenîber von beiden Templaten,
die C oder 5 mC enthielten, einzubauen, auch wenn die
Einbaueffizienzen niedriger waren als bei unmodifiziertem
dGTP (1; Abbildung 2). KOD exo¢ zeigte das hçchste Po-
tenzial fîr die gewînschte Anwendung, weil hier besonders
große Unterschiede in den Einbaueffizienzen w�hrend des
Prozessierens der Nukleotide O6-Methyl-dGTP (3), dATP
(10) und 5-Nitro-1-indolyl-2’-desoxyribose-5’-triphosphat
(21) beobachtet werden konnten. Da die modifizierten dATP-

Analoga (Nukleotide 11–16) verminderte Einbaueffizienzen
wie auch verminderte Diskriminierungen zwischen beiden
Templaten zeigten und die Synthese von Derivaten des Nu-
kleotids 21 langwierig und aufwendig zu sein scheint, haben
wir uns dazu entschieden, uns fîr die weitere Derivatisierung
auf O6-Methyl-dGTP (3) zu fokussieren. Die DNA-Polyme-
rase KlenTaq zeigte keinen signifikanten Unterschied in den
Einbaueffizienzen, weder fîr dGTP noch fîr die modifizier-
ten Nukleotide (Abbildung S1 der Hintergrundinformatio-
nen).

Anschließend wollten wir das System durch die Synthese
und funktionelle Evaluierung der O6-alkylierten dGTPs op-
timieren. Die O6-alkylierten dGTP-Derivate wurden ausge-
hend von kommerziell erh�ltlichem 2’-Desoxyguanosin syn-
thetisiert, das nach bekannten Vorschriften acetyliert und
darauffolgend in 6-Position chloriert wurde (Abbil-
dung S2).[20] Die verschiedenen Alkoxygruppen wurden
durch die Reaktion von 22 mit den jeweiligen Natriumalko-
holaten in Position 6 eingefîhrt. Die somit erhaltenen Nu-
kleoside 23a–c wurden in die entsprechenden dNTPs îber-
fîhrt (Abbildung S2).[21, 22]

Im Anschluss wurde das Potenzial von O6-Methyl-, O6-
Ethyl-, O6-Propyl- und O6-Isopropyl-dGTP in Bezug auf di-
vergierende Effizienzen fîr den Einbau gegenîber von C und
5mC untersucht. Beide DNA-Polymerasen waren in der Lage,
alle vier Nukleotidanaloga gegenîber von C und 5mC ein-
zubauen, auch wenn die Einbauffizienz mit steigendem ste-
rischem Anspruch der eingefîhrten Modifikationen abnahm
(Abbildungen 3b und S4). KODexo¢ zeigte dabei das
hçchste Potenzial fîr die gewînschte Anwendung, da hier
besonders große Unterschiede in den Effizienzen fîr den
Einbau gegenîber von C im Vergleich zu 5mC w�hrend der
Prozessierung der Nukleotide dGTP, O6-Methyl-, O6-Ethyl-,

Abbildung 2. Strukturen der modifizierten dNTP-Analoga, einschließ-
lich des prozentualen Einbaus gegeníber von C oder 5mC durch
KODexo¢ im Einzelnukleotideinbau durch Primerverl�ngerung. 50 mm
dGTP oder dN*TP und 5 nm KODexo¢ wurden eingesetzt; die Reaktio-
nen wurden nach 20 min gestoppt. Diskriminierungsverh�ltnisse
wurden durch die Berechnung des Quotienten aus prozentualem
Einbau gegeníber von C und prozentualem Einbau gegeníber von
5mC bestimmt.

Abbildung 3. a) Verwendete partielle Primer/Templat-Sequenz.
b) PAGE-Analyse der Einzelnukleotideinbau-Primerverl�ngerungs-Expe-
rimente von dGTP, O6-Methyl-, O6-Ethyl-, O6-Propyl- und O6-Isopropyl-
dGTP, die gegeníber von einem Templat prozessiert wurden, das C
enth�lt, im Vergleich zu einem Templat, das 5mC enth�lt (unter Ver-
wendung von KODexo¢). 50 mm dGTP oder dG*TP und 5 nm
KODexo¢ wurden eingesetzt; Reaktionen wurden nach angegebenen
Zeitpunkten gestoppt.
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O6-Propyl- und O6-Isopropyl-dGTP beobachtet werden
konnten (Abbildung 3 b). Auch wenn die Einbaueffizienzen
dieser modifizierten Nukleotide geringer waren als die von
natîrlichem dGTP, konnte doch eine deutlich erhçhte Dis-
kriminierung zwischen beiden Templaten beobachtet werden
(Abbildung 3b). Wie zuvor schon berichtet, wird O6-Methyl-
dGTP ebenfalls gegenîber von T prozessiert,[23] was wir nun
auch fîr die anderen O6-Alkyl-dGTP-Derivate zeigen konn-
ten (Abbildung S5). Im Unterschied dazu zeigte die DNA-
Polymerase KlenTaq erneut keine bemerkenswerten Unter-
schiede in den Einbaueffizienzen, weder fîr dGTP noch fîr
die modifizierten Nukleotide (Abbildung S4).

Um diese Beobachtungen weiter zu prîfen, haben wir
kinetische Untersuchungen[24] fîr die Prozessierung von
dGTP, O6-Methyl-, O6-Ethyl-, O6-Propyl- und O6-Isopropyl-
dGTP gegenîber von C und 5mC durchgefîhrt (Tabelle 1 und
S2, Abbildung S7). Der Vergleich der katalytischen Effizi-
enzen (kcat/Km), die fîr die Umsetzung von dGTP und der
modifizierten Nukleotide gegenîber C oder 5mC im Tem-
platstrang bestimmt wurden, best�tigt alle Tendenzen, die in
den qualitativen Primerverl�ngerungsreaktionen beobachtet
wurden. Die Einbaueffizienzen der modifizierten Nukleotide
nahmen mit steigender sterischer Hinderung der Modifika-
tionen ab (Tabellen 1 und S2). Das Verh�ltnis der katalyti-
schen Effizienz, die w�hrend des Einbaus des entsprechenden
Nukleotids gegenîber von C im Vergleich zu 5mC beobachtet
wurde, variierte. Die beste Diskriminierung konnte fîr die
Umsetzung von O6-Ethyl-dGTP beobachtet werden, da sich
die katalytischen Effizienzen kcat/KM fîr den Einbau gegen-
îber C und 5mC um den Faktor 4.2 unterschieden (Tabellen 1
und S2).

Daraufhin untersuchten wir den Effekt der geschilderten
Modifikationen, wenn sie am 3’-Terminus des Primerstranges
eingebaut und direkt gegenîber von C oder 5mC positioniert
wurden.[25] Hierfîr wurden die modifizierten Nukleoside in

Phosphoramidite îberfîhrt, die in einer DNA-Festphasen-
synthese der modifizierten Primerstr�nge eingesetzt wurden
(Abbildung S3). Da die Methyl- und Ethylmodifikationen in
O6-Methyl-dGTP und O6-Ethyl-dGTP die vielverspre-
chendsten Ergebnisse lieferten, konzentrierten wir uns auf
diese Modifikationen (Abbildung 3, Tabelle S1).

Nach ihrer Synthese wurden mit den Primerstr�ngen
Primerverl�ngerungsstudien durchgefîhrt (Abbildung 4b).
Wiederum wurden beide Modifikationen von beiden getes-
teten DNA-Polymerasen akzeptiert, da alle drei Primer ver-
l�ngert wurden, auch wenn dies fîr die modifizierten Primer
in einem geringeren Ausmaß zutraf als fîr den unmodifi-
zierten (Abbildungen 4b und S6). Interessanterweise wurde

bei der Verwendung der KODexo¢ keine signifikante Dis-
kriminierung zwischen C und 5mC gefunden, weder fîr den
unmodifizierten Primer noch fîr die modifizierten (Abbil-
dung S6). Dagegen zeigte die DNA-Polymerase KlenTaq fîr
beide modifizierten Primer eine bemerkenswerte Diskrimi-
nierung (Abbildung 4b). Die Verl�ngerung des unmodifi-
zierten Primers durch Umsetzung von dCTP unterschied sich
nur marginal in der Einbaueffizienz zwischen der Verl�nge-
rung ausgehend von C und derjenigen ausgehend von 5mC.
Im Unterschied dazu zeigte die Verl�ngerung der modifi-
zierten Primer, die entweder O6-Methyl-G oder O6-Ethyl-G
am 3’-Ende enthielten, eine starke Diskriminierung zwischen
beiden Templaten (Abbildung 4 b).

Interessanterweise erwies sich die Verl�ngerung der mo-
difizierten Primer als effizienter, wenn sie mit 5mC gepaart
waren. Zur Best�tigung dieser Befunde wurden kinetische
Untersuchungen[24] mit KlenTaq in Verbindung mit dem un-
modifizierten sowie den beiden modifizierten Primern, deren
3’-Enden jeweils gegenîber von C oder 5mC paaren, durch-
gefîhrt (Tabelle S3 und Abbildung S8). Diese Experimente
best�tigen, dass beide modifizierten Primer mit einer gerin-
geren Effizienz verl�ngert wurden als der unmodifizierte
Primer und dass die Verl�ngerung der Primer ausgehend von
5mC effizienter verl�uft. Dabei fîhrt der Primer, der die
Modifikation O6-Methyl-G am 3’-Terminus tr�gt, zur besten

Tabelle 1: Kinetische Analyse der Einzelnukleotideinbau-Primerverl�n-
gerung gegeníber von C oder 5mC durch KODexo¢ .[a]

(3’-)Nukleotid Templat Kcat/Km

[s¢1 mm¢1]
Verh�ltnis

dGTP C 1.5�0.1 1.36
5mC 1.1�0.6

O6-Methyl-dGTP C 0.16�0.02 2.58
5mC 0.062�0.010

O6-Ethyl-dGTP C 0.14�0.02 4.24
5mC 0.033�0.007

O6-Propyl-dGTP C 0.105�0.015 1.08
5mC 0.097�0.011

O6-Isopropyl-dGTP C 0.031�0,005 1.48
5mC 0.021�0.004

G C 8.7�1.3 3.48
5mC 30.3�3.4

O6-Methyl-G C 0.0043�0.0008 6.72
5mC 0.0289�0.0079

O6-Ethyl-G C 0.0066�0.0002 3.53
5mC 0.0233�0.0080

[a] Das Verh�ltnis wurde aus dem Quotienten aus kcat/Km (C) und
kcat/Km (5 mC) (Nucleotideinbau) oder dem Quotienten aus kcat/Km

(5 mC) und kcat/Km (C) (Verl�ngerung des modifizierten Primers) be-
rechnet.

Abbildung 4. a) Sequenzkontext des verwendeten Primer/Templat-
Komplexes. b) PAGE-Analyse der Einzelnukleotideinbau-Primerverl�n-
gerungs-Experimente fír den Einbau nach einem Basenpaar aus C
oder 5mC und dem am 3’-Terminus unmodifizierten G- oder den mo-
difizierten O6-Methyl-G- und O6-Ethyl-G-Primern (unter Verwendung
von KlenTaq). 50 mm dCTP und 0.1 nm KlenTaq wurden fír G verwen-
det, 10 nm KlenTaq wurden fír O6-Methyl-G und O6-Ethyl-G eingesetzt;
Reaktionen wurden nach angegebenen Zeitpunkten gestoppt.
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Diskriminierung zwischen C und 5 mC (Tabellen 1 und S3).
Die katalytischen Effizienzen (kcat/KM) fîr beide Reaktionen
unterschieden sich um den Faktor 6.7 (Tabelle 1).

Das unterschiedliche Verhalten der DNA-Polymerasen
KlenTaq und KODexo¢ bei der Umsetzung der modifizierten
Nukleotide im Kontext mit C und 5mC ist erstaunlich.
Strukturdaten beider Enzyme, die an einen Primer und ein
Templat gebunden sind, zeigen signifikant unterschiedliche
Interaktionsmuster des jeweiligen Proteins mit seinem Sub-
strat.[26] Dieser Unterschied kçnnte der Ursprung der beob-
achteten Effekte sein.

Als n�chstes untersuchten wir, ob diese Entdeckungen in
Polymerasekettenreaktions(PCR)-Experimenten anwendbar
sind. Hierfîr setzten wir die DNA-Polymerase KlenTaq und
einen Primer ein, der am 3’-Terminus modifiziert ist und ein
Basenpaar mit einem methylierten oder unmethylierten Cy-
tosin in menschlicher genomischer DNA (gDNA) bildet
(Abbildung 5). Dafîr entwarfen wir einen Vorw�rtsprimer,

der zu einem 155-bp-PCR-Produkt fîhren sollte, und unter-
suchten eine bestimmte CpG-Position in der Promotorregion
von NANOG in gDNA.[1, 27] Wir nutzten gereinigte gDNA
von HeLa-Zellen, da gezeigt wurde, dass diese Position un-
methyliert vorliegt.[27b] Ebenso wurde eine enzymatisch voll-
st�ndig methylierte HeLa-gDNA als Kontrolle verwendet.
Wir konnten in Echtzeit-PCR-Experimenten demonstrieren,
dass die Diskriminierung zwischen unmethyliertem und me-
thyliertem Cytosin in gDNA durch die Verwendung des am
3’-Terminus mit O6-Methyl-G modifizierten Primers im Ver-
gleich zu seinem unmodifizierten Gegenstîck verbessert wird
(Abbildung 5). Die Verwendung der HeLa-gDNA fîhrt zu
einer verzçgerten Amplifikation von 2.95� 0.80 (Mittel-
wert� Standardabweichung, n = 5) Zyklen im Vergleich zur
vollst�ndig methylierten gDNA, wenn sie mit dem am 3’-
Terminus modifizierten Primer gepaart ist. Dagegen fîhrt der
Einsatz des unmodifizierten Primers zu einer verzçgerten
Amplifikation von 0.80� 0.23 (Mittelwert�Standardabwei-

chung, n = 5) Zyklen im Fall der unmodifizierten HeLa-
gDNA (Abbildung 5).

Fazit: Wir haben festgestellt, dass O6-modifizierte 2’-
Desoxyguanosinanaloga die An- oder Abwesenheit einer
einzelnen Methylierung eines Cytosinrestes im Templatstrang
detektieren kçnnen, auch wenn diese Modifikation nicht
direkt mit der Watson-Crick-Basenpaarung interferiert. Be-
merkenswerterweise wurden gegens�tzliche Trends beob-
achtet, wenn der Einbau oder die Verl�ngerung der modifi-
zierten Nukleotide untersucht wurde: Im ersten Fall diskri-
miniert die DNA-Polymerase KODexo¢ am besten zwischen
C und 5mC durch effizienteren Einbau gegenîber von C; im
zweiten Fall zeigt die DNA-Polymerase KlenTaq Diskrimi-
nierung zwischen beiden Cytosinen durch effizientere Ver-
l�ngerung ausgehend von 5mC.

Des Weiteren waren wir in der Lage, unsere Entdeckun-
gen auf ein Echtzeit-PCR-System fîr die Analyse des Me-
thylierungszustandes eines einzelnen C-Restes in menschli-
cher gDNA zu îbertragen. Unsere Ergebnisse belegen das
Potenzial, modifizierte Nukleotide fîr die Anwendung bei
der positionsspezifischen 5mC-Detektion durch Echtzeit-
PCR zu nutzen, die zum Erzielen eines hçheren Durchsatzes
parallelisiert werden kann, ohne dass dabei eine Bisulfitbe-
handlung nçtig ist. Zukînftige Untersuchungen werden auf
die Entwicklung von DNA-Polymerasen in Kombination mit
modifizierten Nukleotiden abzielen, um hçhere Selektivit�-
ten zu erreichen und den zugrunde liegenden Mechanismus
besser zu beleuchten.
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Abbildung 5. Echtzeit-PCR unter Verwendung des unmodifizierten
(blau) und des am 3’-Terminus modifizierten Primers (rot) von C
(durchgehende Linien) und 5mC (gestrichelte Linien) in menschlicher
HeLa-gDNA, katalysiert durch die KlenTaq-DNA-Polymerase. PCR-
Kurven repr�sentieren mehrfache Experimente.
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