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S-Formylcytosin ist vermutlich eine semipermanente Base an

definierten Genompositionen
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Thomas Carell*

Abstract: Die epigenetische Base 5-Formyl-2'-desoxycytosin
(fdC) wurde kiirzlich im Genom von Stammzellen entdeckt.
Ihre Funktion ist bisher jedoch unbekannt. Daten aus Ge-
nomsequenzierungen zeigen eine Anreicherung in CpG-Inseln
von Promotoren, weshalb eine Beteiligung an der Regulation
der Transkription wihrend der zelluliren Differenzierung
angenommen wird. Auch ist fdC dafiir bekannt, von dem
Enzym Thymin-DNA-Glykosylase (Tdg) erkannt und ausge-
schnitten zu werden. Folglich wird angenommen, dass fdC als
Intermediat wihrend der aktiven Demethylierung auftritt. Um
die Funktion von fdC zu verstehen, ist es von grofler Bedeu-
tung, seine Bildung und Entfernung an definierten genomi-
schen Positionen analysieren zu konnen. Im Folgenden be-
schreiben wir eine neue derartige Methode, die sequenzspezi-
fische chemische Derivatisierung von fdC mit Droplet Digital
PCR kombiniert. Erste Ergebnisse zeigen, dass das Repara-
turprotein Tdg nur 50 % der fdCs an einer bestimmten Position
im Genom entfernt, was auf semipermanente Eigenschaften
dieser Base hinweist.

Die DNA beinhaltet, neben der Sequenzinformation, eine
epigenetische Informationsebene, die steuert, wie aktiv das
kontrollierte Gen transkribiert wird."! Neben den vier kano-
nischen Basen sind bisher vier weitere epigenetische Basen
bekannt.”! Diese sind 5-Methylcytosin (5SmdC), 5-Hydroxy-
methylcytosin (ShmdC),”! 5-Formylcytosin (5fdC)* und 5-
Carboxycytosin (5cadC)®! (Abbildung 1a). In den vergange-
nen Jahren trugen empfindliche massenspektrometrische
Methoden dazu bei, die globalen Werte der epigenetischen
Basen in Stammzellen™® sowie in Geweben, einschlieBlich
des Gehirns, zu bestimmen.”) Um mehr iiber den Gehalt und
die Verteilung der epigenetischen Basen an definierten Ge-
nompositionen zu lernen, wurden verschiedene Sequenzier-
methoden entwickelt,®! wobei selektive chemische Umset-
zungen der Basen unternommen wurden;”) manchmal in
Kombination mit Bisulfitsequenzierung.”'” So konnten In-
formationen tiber die Verteilung der Basen zu einem be-
stimmten Zeitpunkt erhalten werden. Es ist jedoch ein
Merkmal epigenetischer Information, sich kontinuierlich zu
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Abbildung 1. a) Strukturen der epigenetischen Cytosin-Modifikationen;
b) Darstellung der fdC-Detektionsstrategie und genutzte Bausteine,
einschliefRlich der Assemblierung des rU*-Sondenmolekiils unter Ver-
wendung von Klick-Chemie.

dndern. Um einen tieferen Einblick in die Dynamik dieser
epigenetischen Information an einer definierten genomischen
Position zu erhalten, miissen Methoden entwickelt werden,
die diese Veranderungen verfolgbar machen, beispielsweise
um die zeitliche Anderung von fdC an einer bestimmten
Stelle im Genom detektieren zu kénnen.""! Eine ideale Me-
thode wiirde es letztendlich erméglichen, die fdC-Dynamik
an unterschiedlichen genomischen Positionen simultan zu
verfolgen. Als zentrale Frage stellt sich hierbei: Sind die be-
reits gemessenen globalen Werte Mittelwerte verschiedener
Prozesse an unterschiedlicher Positionen, oder reflektieren
sie, was an einer individuellen Stelle passiert? Um diese Frage
beantworten zu konnen, haben wir eine sequenzspezifische
chemische Derivatisierungsmethode entwickelt. In Kombi-
nation mit ,Droplet Digital PCR*“ (ddPCR), ermdoglicht
unsere Methode eine direkte Verfolgung der epigenetischen
Base fdC an spezifischen Positionen im Genom von Stamm-
zellen.

Zur sequenzspezifischen Lokalisierung von fdC im
Genom nutzen wir ein kleines Sondenoligonukleotid (Ab-
bildung 1b, Tabelle S1), das einen Hydroxylamin-Anker
enthilt, der eine kovalente Bindung mit fdC eingehen kann,
sodass der Sondenstrang sofort fest mit dem Zielstrang ver-
bunden ist.) Wir untersuchten systematisch verschiedene
Linkerldngen, Ankerpunkte und Abstinde. Die besten Er-
gebnisse erzielten wir mit einem Sondenoligonukleotid, in das
wir ein 2'-O-Propargyluridin (Phosphoramidit 1) einfiigten
und das Azido-C4-hydroxylamin 2 mittels Cu'-katalysierter
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Huisgen-Reaktion (Klick-Reaktion) einbrachten.'” Wir
schiitzten den Hydroxylamin-Baustein fiir die Klick-Reaktion
mit einer Monomethoxytrityl-Gruppe (MMTr), die im An-
schluss mit Essigsdure bei Raumtemperatur entfernt wurde.
Diese kurze Sdurebehandlung des Sondenoligonukleotids
verursachte keine merkliche Depurinierung.

Nach Festphasensynthese, Klick-Modifizierung und
einem finalen Aufreinigungsschritt erhielten wir Oligonu-
kleotide mit unterschiedlichen Sequenzen und Lingen, die
eine rU-Hydroxylaminbase (rU*) an verschiedenen Positio-
nen zur Reaktion mit der fdC-Base im Zielstrang enthielten.
Fiir nachfolgende Experimente wurden 13 nt lange Oligonu-
kleotide angefertigt. Um festzustellen, an welcher Position
der Linker am Besten mit dem fdC des Zielstranges reagiert,
variierten wir die Position von rU%* relativ zu fdC und unter-
suchten verschiedene Reaktionsbedingungen. Ausgezeichne-
te Ergebnisse wurden erreicht, als wir die Sonde P1, die rU%,
exakt vier Basenpaare in 5'-Richtung relativ zu fdC enthielt,
mit dem fdC-Zielstrang in Gegenwart katalytischer Mengen
an 4-Methoxyanilin (Abbildung 2a) hybridisierten. Mit

T1: 5-GTAATGfCGCTAGG-3 d) 100
P1: 3-CATTACGCGAU*CC-5'

1,4-Diaminobenzol
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Abbildung 2. Denaturierendes PAGE-Gel zeigt die Duplexbildung zwi-
schen T1 und P1 bei 25°C: a) mit Katalysator 4-Methoxyanilin; b) ohne
Katalysator; c) mit Katalysator 1,4-Diaminobenzol; d) Quantifizierung
der DNA-Duplex-Bildung wihrend der Reaktion. Schwarz: Katalysator
4-Methoxyanilin, blau: ohne Katalysator, Rot: Katalysator 1,4-Diamino-
benzol. Die Fehlerbalken reprisentieren die mittlere Standardabwei-
chung, berechnet aus dem Mittelwert dreier Replikate. Bedingungen:

2 um Oligonukleotide, 100 mm NaCl, 10 mm NaOAc-Puffer pH 6.0,

10 mm 4-Methoxyanilin. M = Einzelstrangmarker. Der Zeitpunkt 0 be-
findet sich nach dem ,,Re-annealing*.

diesem Katalysator fand die Verkniipfungsreaktion bereits
nach 24 h mit einer Ausbeute von iiber 95% statt. Ohne
Katalysator konnte nur eine Ausbeute von 50% erhalten
werden (Abbildung 2b).

Um die Reaktionsgeschwindigkeit zu steigern, wurden
weitere Katalysatoren getestet. Die besten Ergebnisse lieferte
hierbei 1,4-Diaminobenzol, wodurch die Verkniipfung von T1
und P1 bereits nach 3 h erfolgte (Abbildung 2¢). Die Bildung
des Doppelstranges (T1:P1) wurde mittels eines denaturie-
renden PAGE-Gels analysiert und iiber Fluoreszenzmessung
quantifiziert (Abbildung 2d).

Wird fdC eine Base weiter entfernt von rU* eingebaut,
ohne die Sonde zu verdndern, ist die Reaktion verlangsamt
(Abbildung S2). Die Ergebnisse zeigen, dass rU*, vier oder
fiinf Basen in 5'-Richtung zu fdC entfernt platziert, dem
Anker ermoglicht, die Formylgruppe von fdC iiber die grof3e
Furche des Doppelstranges zu erreichen (Abbildung S3).

MALDI-TOF Daten bestitigten, dass sich die Verkniip-
fung wie erwartet bildete (Abbildung S4). Im Falle des ver-
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kniipften Doppelstranges T1:P1 erhielten wir die korrekte
Molekiilmasse mit #/Zfynden 8081.9 (11/Zperecnner 8084.7). Wie
erwartet, fithrte die Oxim-Bildungsreaktion zwischen T1 und
P1 zu einer erhohten Schmelztemperatur des hybridisierten
und verkniipften Doppelstranges (Abbildung S5). Der nicht
verkniipfte 13-mer-Doppelstrang schmolz typischerweise bei
etwa 44°C. Nach Bildung der Verkniipfung zeigte der Dop-
pelstrang dagegen eine Schmelztemperatur von iiber 80°C.

Da Pyrimidine mit Nukleophilen an der C6-Position in
einer Michael-Reaktion reagieren konnen, die als Basis der
Bisulfit-Sequenzierung dient, testeten wir als néchstes, ob die
Reaktion mit rU* auch mit anderen Pyrimidinen moglich ist
(Abbildung 3). Dabei ergab eine Hybridisierung der rU#*-

T3-8: 5-GTAATGXGCTAGG-3' ™0\ o om

P1: 3-CATTACGCGAU*CC-&

O AP: Abasische Stelle

M T C mC hmC fC caC AP

Abbildung 3. Denaturierendes PAGE Gel zeigt die Duplexbildung der
Stringe T3-8 mit P1 bei 25°C nach 24 h.

Sonde mit einem dT bzw. dC, mdC, hmdC und cadC (T3-8)
enthaltenden Zielstrang keine Reaktion. Eine Reaktion
wurde jedoch mit einer abasischen Stelle festgestellt. Dies ist
von Bedeutung, da fdC und cadC Substrate der Basenexzisi-
onsreparatur sind und daher im Prinzip Vorldufer von abasi-
schen Stellen sein konnten.™ In diesem Sinne zeigt rU*
immer die Pridsenz von fdC und potenziell auch von abasi-
schen Stellen aus fdC und cadC an. AnschlieSend wandelten
wir die Moglichkeit, fdC zu detektieren, in eine Methode um,
einzelne fdC-Basen an einer bestimmten Position in ganzen
Genomen zu detektieren. Zu diesem Zweck verkniipften wir
Chemie mit Amplifikation durch ddPCR! und Datenana-
lyse.

Zunichst wurde genomische DNA (Tg) aus murinen
embryonalen Stammzellen (mESCs) zu verschiedenen Zeit-
punkten wéhrend des so genannten ,,Primings“ aus naiven
Stammezellen isoliert. AuBerdem isolierten wir genomische
DNA aus mESCs mit und ohne Reparaturenzym Tdg
(Tdg™"), um so die Entfernung und Reparatur von fdC und
cadC zu verhindern. Weiterhin isolierten wir genomische
DNA aus Stammzellen ohne die drei DNA-Methyltransfe-
rasen (Dnmtl, 3a und 3b). In diesen Zellen entsteht kein
mdC, weshalb sie nicht fihig sind, auch die weiter oxidierten
epigenetischen Basen xdC (x=hm, f und ca) herzustellen.
Genomische DNA hieraus fungiert in unseren Experimenten
als Negativkontrolle. Analysiert wurden zwei verschiedene
bereits bekannte fdC-Positionen, an denen ein unterschied-
lich hoher fdC-Gehalt beschrieben wurde.!'"!

Zunéchst fokussierten wir uns auf die 30020539ste-Posi-
tion des Chromosoms 16 Mus musculus (MM9) im Exon 3
von 632428C04Rik. RedBS-Sequenzierungen zufolge enthilt
diese Stelle zu 23 % fdC. Die zweite Stelle ist die 8846 677ste
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Position des Chromosoms 15 und befindet sich in nichtko-
dierender DNA. Der gleichen Studie zufolge enthilt diese
Position zu 32 % fdC.

Zur Untersuchung der ersten Position, lieBen wir eine rU*
enthaltende 25-mer Sonde (P2, SI) mit Tg unter 1,4-Diami-
nobenzol-Katalyse reagieren. In Abwesenheit von fdC bildet
sich keine kovalente Bindung zwischen P2 und Tg. Um den
Uberschuss an Sonde zu entfernen, luden wir den Tg:P2-
Komplex auf eine NEB Monarch DNA Cleanup Siule und
spiilten mit Waschpuffer, um Oligonukleotide kiirzer als 50 nt
zu eluieren, was ungebundenem P2 entspricht. Nach dem
Waschen eluierten wir Tg:P2 mit TE-Puffer. Die UV/Vis-
Analyse des Eluats zeigte ein typisches gDNA-Spektrum. Als
néchstes gaben wir einen 70-mer 5'-phosphorylierten Repor-
terstrang (R1, SI) zu, der mit einem 18 nt langen Abschnitt in
direkter Nachbarschaft zum Sondenstrang hybridisiert, und
ligierten diese Sonde mit dem Reporter bei 60°C mit Am-
pligase, um den R1-P2-Duplex herzustellen (Abbildung 4 a).
Als nichstes gaben wir zwei Primerpaare zum Assay (blaue
und griine Pfeile, Abbildung 4a), um das Ligationsprodukt
relativ zum Zielduplex zu vervielféltigen. Von Bedeutung ist
hierbei, dass die blauen Primer lediglich das R1-P2-Hybrid
der Sonde aus dem Ligationsschritt binden, wéihrend die
griinen Primer die Gegenwart von gDNA signalisieren. Die
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n ONH, E P
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_____ -
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Abbildung 4. Die f{dC-Sequenzierungsmethode: a) schematische Repri-
sentation der Methode, schwarze Linie: gDNA; rote Segmente: fdC-
Sonde; blaue Segmente: Reporterstringe; Pfeile: PCR-Primerpaare;

b) Typischer 2D-Plot der Tropfen-Fluoreszenz; c) Cluster-Verhiltnisse
der Position 1 in Tdg™/~, Tdg"/~ und Dnmt-TKO-mES-Zellen; d) globale
fdC-Quantifizierung in Tdg™/~, Tdg"/~ und Dnmt-TKO-mES-Zellen mit-
tels unserer LC-MS Methode; e) Cluster-Verhiltnisse der Position 2 in
Tdg™/~ und Tdg"/~-mES-Zellen; f) Cluster-Verhiltnisse der Position 1 in
Wildtyp-mES-Zellen an verschiedenen Tagen wihrend des Primings;

g) Globale Quantifizierungsdaten der Wildtyp-mES-Zellen, gemessen
durch LC-MS.
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Amplifikation wurde mit zwei verschiedenen TagMan-
Sonden verfolgt, die eine Fluoreszenz bei 520 und 556 nm
aufweisen. Diese relative Detektion ist notwendig, um auf die
Menge an zugegebener gDNA normalisieren zu konnen. Da
die konventionelle Echtzeit-PCR bei einer Differenz geringer
als dem zehnfachen Unterschied ungenaue Ergebnisse liefert,
nutzten wir fiir unsere Studien die ddPCR. Bei dieser Me-
thode werden kleine Tropfen gebildet, wobei im Optimalfall
pro Tropfen maximal ein komplettes Analysekontrukt ent-
halten ist, wie in Abbildung 4 a gezeigt. Die PCR-Reaktionen
finden in den Tropfen statt und erzeugen ein spezifisches
Signal. Anschlieendes Fluoreszenz-basiertes Zihlen jedes
einzelnen Tropfens fithrt zu Werten, aus denen die exakte
Menge an fdC, auch bei geringen Werten, berechnet werden
kann. Fin repréasentativer Graph ist in Abbildung 4b gezeigt.
Leere Tropfen ergeben kein PCR-Signal (schwarze Punkte in
Abbildung 4b). Tropfen, die nur Tg enthalten, ergeben das
PCR-Signal der griinen Primer (griine Punkte in Abbil-
dung 4b). Blaue Signale werden erhalten, wenn das ligierte
Produkt R1-P2 wihrend des Ligationsprozesses (60°C fiir
10 h) von Tg dissoziiert. Rote Signale werden schlieBlich aus
Tropfen erzeugt, die beide PCR-Produkte enthalten. Fiir die
Berechnung der Werte wird auf die Hintergrundinformation
verwiesen.

Mit dieser Methode untersuchten wir zunichst Stamm-
zellen ohne Tdg-Enzym (Tdg~'"). Ein eher hoher Wert von
28.5% fdC konnte an der ersten Position gemessen werden
(Abbildung 4¢), was mit den Ergebnissen aus redBS-Se-
quenzierungen gut iibereinstimmt.'"! Als wir jedoch das
Experiment in Stammzellen mit intaktem Tdg-Reparaturen-
zym durchfiihrten (Tdg™"), wurden an dieser Position nur
noch 157% fdC gemessen (Abbildung4c). Dies ist von
grofler Bedeutung, da es zeigt, dass Tdg nur die Hilfte der
fdCs an einer bestimmten Stelle entfernt, und ungewohnlich,
da Reparaturenzyme dafiir bekannt sind, quasi alle mogli-
chen Substrate zu finden. Dieses Ergebnis unterstreicht die
hohe Dynamik der fdC-Bildung und Reparatur an einer be-
stimmten Position im Genom. Als wir den fdC-Gehalt an
dieser Stelle in Stammzellen ohne DNA-Methyltransferase
(Dnmt TKO) untersuchten, fiel der fdC-Wert wie erwartet
auf etwa 5%. Dies zeigt, dass die gemessenen Werte in den
Tdg*'~-Zellen real und keine Artefakte sind. Um weiterhin
aufzuklidren, ob die fdC-Werte einzelner Positionen (Abbil-
dung4c) den globalen genomischen fdC-Werten folgen,
quantifizierten wir zudem die absoluten Werte an fdC in
diesen Zellen (Abbildung 4d). Diese globalen Daten sind in
guter Ubereinstimmung mit den Daten der fdC-Quantifizie-
rungen einzelner Positionen. Aufgrund unserer neuen Daten
ist es eher unwahrscheinlich, dass fdC an einer Stelle kom-
plett entfernt und an einer anderen génzlich vor der Repa-
ratur geschiitzt wird. Stattdessen wird fdC an einer Position in
einer Zellpopulation eher teilweise entfernt. Alternativ
konnte Tdg fdC unterschiedlich auf den beiden Chromoso-
men entfernen, was jedoch weiterer Untersuchung bedarf.

Um unsere Daten verifizieren zu konnen, wiederholten
wir die Tdg-Studie an einer zweiten Position (8846677stes
Nukleosid des Chromosoms 15). Fiir diese Stelle entwarfen
wir einen neuen Sondenstrang P3 und einen neuen Repor-
terstrang R2 und fiithrten die ddPCR erneut mit zwei Pri-
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merpaaren durch (Abbildung S5). Vergleicht man die Daten
aus Tdg'~-Zellen mit den Daten aus Tdg" -Zellen, ist an
dieser Position wieder ein 50 %iger Riickgang des fdC-Ge-
halts erkennbar. Dies ist in vollstindiger Ubereinstimmung
mit den Daten der ersten Position (Abbildung 4e).

SchlieBlich fiihrten wir eine Untersuchung durch, bei der
wir die Entwicklung von fdC an der ersten Position wihrend
des ,,Primings“ von Stammzellen aus naiven Zellen beob-
achteten (Abbildung 4 f). An dieser Position ist ein Anstieg
der fdC-Werte, besonders in der frithen Priming-Phase, zu
beobachten. Es folgen ein geringer Abfall und schlieBlich
stabile Werte (Abbildung 4f), was wiederrum in Uberein-
stimmung mit den globalen Messwerten ist, die wir durch
unsere bereits beschriebene Methode bestimmten (Abbil-
dung 4g).

Die Tatsache, dass unsere Methode in der Lage ist, die
beschriebenen globalen Werte an einer einzelnen genomi-
schen Position zu reproduzieren, stimmt uns positiv, dass wir
mit unserer Methode verlésslich das wiedergeben konnen,
was an einer definierten Stelle geschieht. Da die Daten der
individuellen Positionen und die globalen Werte korrelieren,
haben wir erste Hinweise, dass die beschriebenen globalen
Trends tatsichlich wiedergeben, was an einer einzelnen fdC
enthaltenden Position geschieht, anstatt den Mittelwert un-
terschiedlicher Dynamiken an verschiedenen Positionen ab-
zubilden. Ein interessantes Ergebnis dieser Studie ist hierbei,
dass das Reparaturenzym Tdg nur die Hilfte der f{dC-Basen
an einer bestimmten Stelle im Genom einer mESC-Popula-
tion entfernt, was auf semipermanente Eigenschaften der
Base an definierten genomischen Positionen schlieen lésst.

Experimentelles

Verkniipfung der Sonde: gDNA-Losung (1.2 pg), fdC-Sonde (1 um,
2 uL), NaH,PO,-Na,HPO,-Puffer (200 mm, pH 6.0, 2 uL), wissr.
NaCl (1.5M, 2 pL) und doppelt destilliertes H,O (ddH,0) wurden zu
einem Endvolumen von 18 pL. zusammengegeben. Die Mischung
wurde 3 min auf 95°C erhitzt und schnell auf 25°C abgekiihlt. 1,4-
Diaminobenzol in Wasser (10 mm, 2 pL) wurde zugegeben und das
Reaktionsgefafl 6 h bei 25°C geschiittelt. Vor Aufreinigung mit dem
NEB Monarch PCR DNA Cleanup Kit, wurde die Reaktionsmi-
schung mit wissr. Na,HPO, (200 mm, 40 pL) neutralisiert.

Ligation: Die zuvor beschriebene gDNA-Losung (300 ng), Re-
porterstrang (20 nm, 1 pL), Ampligase-Reaktionspuffer (10 x, 2 pL),
Ampligase von Epicentre (10 U) und ddH,O wurden bis zu einem
Endvolumen von 20 pL. zusammengegeben. Die Mischung wurde fiir
3 min bei 95°C erhitzt, dann 1 min bei 94°C, 1 h fiir 60°C und wieder
auf 94°C (10 Zyklen) temperiert. Danach wurde das Reaktionsge-
misch mit Tris-HCI-Puffer (200 mm, pH 7.6, 50 pL) verdiinnt, bevor es
mittels NEB Monarch PCR DNA Cleanup Kit gereinigt wurde.

Droplet Digital PCR wurde auf einem Bio-Rad QX100 ddPCR-
System durchgefiihrt. Fiir die Reaktion wurden gDNA (6 ng), vier
Primer (jeweils 18 um, 1 pL), zwei TagMan-Sonden (jeweils 5 pm,
1 uL), Digital-PCR-Supermix fiir Sonden (kein dUTP, 2x, 10 uL)
und ddH,O gemischt; das Endvolumen betrug 20 uL. PCR-Zyklus:
95°C fiir 10 min, 94 °C fiir 30 s und 64 °C fiir 1 min (35 Zyklen), dann
folgten 98°C fiir 10 min und schlieBlich wurde mit 2°Cs™! auf 12°C
abgekiihlt. Eine detaillierte Beschreibung ist den Hintergrundinfor-
mationen zu entnehmen.
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