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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Alle Zellen eines multizellularen Organismus besitzen eine identische Desoxyribonukleinsdure
(DNA)-Sequenz, unterscheiden sich aber dennoch in ihrer Funktion und ihren Eigenschaften. Zu diesem
Zweck werden bestimmte Gene im Zuge der zelluldren Entwicklung zu definierten Zeitpunkten an-
oder abgeschaltet. Zur Inaktivierung von Genen kann die DNA durch die DNA-Methyltransferasen
(Dnmts) kovalent modifiziert werden, wobei 5-Methyl-2"-desoxycytidin (mdC) gebildet wird. Das
Muster der Methylierung ist fir zahlreiche zelluldre Prozesse von besonderer Bedeutung und
bestimmt das Schicksal einer Zelle. Wahrend die Entstehung von mdC bereits gut untersucht wurde,
ist dessen Entfernung noch nicht vollstandig verstanden. Mit der Entdeckung der Oxidationsprodukte
der Ten-eleven translocation (Tet)-Enzyme: 5-Hydroxymethyl-2’-desoxycytidin (hmdC), 5-Formyl-2’-
desoxycytidin (fdC) und 5-Carboxyl-2'-desoxycytidin (cadC) wurde der genetische Code um weitere
nicht-kanonische DNA-Modifikationen erweitert. Diese DNA-Bausteine wurden vor kurzem als
Intermediate eines aktiven DNA-Demethylierungsweges vorgeschlagen. Zugleich wird eine

unabhéangige Bedeutung fiir die DNA-Reparatur und die Kontrolle der Genexpression vermutet.

Die vorgelegte Dissertation beschaftigte sich mit der Untersuchung verschiedener Mechanismen der
DNA-Demethylierung in der friihen Embryonalentwicklung, insbesondere beim Ubergang vom naiven
Prdaimplantations- zum primed Postimplantationsepiblast. Hierzu wurden drei potentielle
Demethylierungswege genauer betrachtet und sind in Abbildung 1 dargestellt.

Zunachst wurde der Weg Uiber eine direkte Demethylierung durch metabolische Markierung von mdC
mit Hilfe der Isotopenverdiinnungstechnik massenspektrometrisch verfolgt. Dabei wurde in einem
Pulse-Chase Experiment eine rasche Abnahme an markierten mdCs im Verlauf des Primings
beobachtet und gleichzeitig ein Anstieg des markierten Desaminierungsprodukts 2"-Desoxythymidin
(dT) detektiert. Die entsprechenden hoéher oxidierten dC-Derivate blieben dabei ldnger in der
genomischen DNA bestehen, was auf eine unterschiedliche Kinetik zur Entfernung dieser Spezies
hindeutet. Durch Doppelknockout zweier fiir den Nukleotidmetabolismus wichtiger Desaminasen, der
Cytidine Deaminase und der Desoxycytidylate Deaminase wurde erfahren, dass das markierte mdC
vermutlich durch eine Desaminierungsreaktion im |6slichen Nukleosid/-tid Pool als markiertes dT in
die genomische DNA gelangt. Zudem wurden Hinweise auf eine Beteiligung der DNA-Reparatur-

machinerie, wie der Mismatch-Reparatur (MMR) oder der Basenexzisionsreparatur (BER), erhalten.
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Abbildung 1: Untersuchte Wege der aktiven Demethylierung und Riickgewinnung von dC. Oxidations-
unabhdngige Demethylierung durch Desaminierung und DNA-Reparatur (blau). Der zweite und der dritte
mutmaRliche Weg beinhalten die Exzision von fdC bzw. cadC im Verlauf der BER (violett) oder die direkte

Demodifikation der oxidierten mdC-Derivate lber einen C-C-Bindungsbruch (griin).

Der Schwerpunkt dieser Dissertation lag auf der Untersuchung der Entfernung der nicht-kanonischen
DNA-Bausteine fdC und cadC im Zuge der aktiven Demethylierung. Kiirzlich konnte gezeigt werden,
dass die Thymin-DNA Glykosylase (Tdg) die modifizierten Basen erkennt und die glykosidische Bindung
spaltet. Zuriick bleibt eine abasische Stelle, welche im Rahmen der BER weiter prozessiert wird, um
unmodifiziertes dC zuriickzugewinnen. Als Teilprojekt dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Tdg nur die
Halfte aller fdCs an einer bestimmten genomischen Stelle entfernt, was darauf hindeutet, dass dieser

epigenetische Baustein an bestimmten Genompositionen durchaus stabil etabliert werden kann.

Die Hinweise verdichten sich zunehmend, dass die aktive Demethylierung Gber die
Basenexzisionsreparatur stattfindet. Es ist jedoch schwer nachzuvollziehen, aus welchem
DNA-Baustein eine abasische Stelle entsteht. Daher wurde eine UHPLC-MS/MS-basierte Methode zur
Analyse dieser kurzlebigen BER-Intermediate entwickelt. Dies ermoglichte erstmals eine simultane
Quantifizierung von abasischen Stellen und R-Eliminierungsprodukten. Eine Akkumulation der von dC
stammenden, abasischen Stellen konnte nicht beobachtet werden. Es wurde vermutet, dass diese
Intermediate zu schnell prozessiert werden, wodurch eine Exposition der abasischen Stelle nicht
zugelassen wird. In einer kirzlich veroffentlichten Studie konnte gezeigt werden, dass die
bifunktionalen Neil-Glykosylasen die Prozessierung der abasischen Stellen durch Tdg beschleunigen.

Daher ware es moglich, dass diese in Abwesenheit der Neil-Glykosylasen akkumulieren.



Zusammenfassung

Mit der entwickelten Analysemethode wurde jedoch keine Anhdufung von abasischen Stellen oder
R-Eliminierungsprodukten festgestellt. Es wurde spekuliert, dass Tdg aufgrund seiner hohen Affinitat
zu abasischen Stellen deren weitere Prozessierung beeinflusst. Daher wurden zur weiteren
Untersuchung der Tdg-Beteiligung an der aktiven Demethylierung mit Hilfe des CRISPR-Cas9-Systems
ein Tdg-Knockout und eine katalytisch inaktive Tdg-Mutante in embryonalen Stammzellen der Maus

(mESCs) hergestellt.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde mit Hilfe von Isotopenverfolgungsexperimenten und der
Fitterung alternativer DNA-Nukleoside eine direkte Demodifikation von fdC zu dC in mESCs und
somatischen Zellen nachgewiesen. Hierzu wurden dem Kulturmedium fluorierte oder mit stabilen
Isotopen markierte fdC-Derivate zugesetzt (Abbildung 2A) und die Bildung des Demodifizierungs-
produktes mittels UHPLC-MS/MS verfolgt. Die Demodifikation fand in allen untersuchten Zelltypen
statt und zwar unabhangig von Dnmt oder Tet Enzymen. Dariber hinaus wurde festgestellt, dass das
Demodifizierungsprodukt [*3Cs][*°N;]-2"-Desoxycytidin (3Cs®N,-dC) bzw. 2’-(R)-Fluordesoxycytidin
(F-dC) aktiv methyliert wird, was zur Annahme fiihrte, dass die beobachtete

C-C Bindungsbruchreaktion an der Genregulation beteiligt sein konnte.
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Abbildung 2: Demodifikation {iber einen C-CBindungsbruch. A)Verwendete Sondenmolekile:
[*3C5][*°N,]-5-Formyl-2’-desoxycytidin (B3C5*°N,-fdC), 2°-(R)-Fluoro-5-formyldesoxycytidin (F-fdC),
[*3Cs][D4]-2"-Desoxycytidin -~ (33CsD;-dC), [*3Cs][Di1]-Cytidin  (}3CsD;-rC). B) Schematische Darstellung des

C-C Bindungsbruchs in pluripotenten oder verschiedenen somatischen Zellen.

Dariber hinaus konnten weitere Belege fiir die Existenz der beobachteten direkten
C-C-Bindungsspaltung aus lIsotopenverfolgungsstudien in mESCs und induzierten pluripotenten
Stammzellen (iPSCs) mit verschiedenen deuterierten Sondenmolekiilen gewonnen werden (siehe

Abbildung 2A).



Zusammenfassung

Ein starker Hinweis auf die C-C Bindungsspaltung wurde aus einem Pulse-Chase Experiment in
Neurogenin-induzierbaren iPSCs nach Induktion der Neurogenese gewonnen. Hierbei wurde ein
deutlicher Anstieg des Demodifizierungsproduktes *3Cs-dC 72 h nach der Induktion beobachtet. Da
diese Zellen ab dem 48 h Zeitpunkt postmitotisch sind, konnte von einer aktiven Akkumulation des

Spaltungsproduktes ausgegangen werden.

Nach dem erfolgreichen Nachweis des C-CBindungsbruchs als Mechanismus der aktiven
Demethylierung wurde im Folgenden nach Faktoren gesucht, die diesen Prozess beglinstigen konnten
(siehe Abbildung 2B). So konnten gezeigt werden, dass sowohl Dnmt Enzyme selbst, als auch
NAD-abhdngige Enzyme, wie z.B. die Sirtuine, einen klaren Einfluss auf das F-dC zu F-fdC Verhaltnis
hatten. Die Identifizierung des verursachenden Faktors oder Enzyms erfordert jedoch weitere
Untersuchungen. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse aller bisherigen Experimente kann davon

ausgegangen werden, dass weitere Prozesse an der beschriebenen Demodifikation beteiligt sind.



Summary

Summary

All cells of a multicellular organism, despite having an identical deoxyribonucleic acid (DNA) sequence,
still differ in their function and properties. For this purpose, certain genes are switched on or off at
defined timepoints in the course of cellular development. DNA can be covalently modified by
DNA methyltransferases (Dnmts) to form 5-methyl-2’-deoxycytidine (mdC) to inactivate genes. The
pattern of methylation is of particular importance for numerous cellular processes and determines the
fate of a cell. While the creation of mdC has already been well investigated, its removal is not yet fully
understood. With the discovery of the oxidation products of the Ten eleven translocation (Tet)
enzymes: 5-hydroxymethyl-2’-deoxycytidine (hmdC), 5 formyl-2’-deoxycytidine (fdC) and 5-carboxyl-
2’-deoxycytidine (cadC), the genetic code was recently extended by further non-canonical DNA
modifications. Recently, these cytosine modifications have been proposed as intermediates of an
active DNA demethylation pathway and could also exert independent roles in DNA repair and control

of gene expression.

The Ph.D. thesis focuses on the investigation of different mechanisms of DNA demethylation during
early embryonic development, particularly during the transition from the naive preimplantation to the
primed post-implantation epiblast. Three potential demethylation pathways were considered that are
depicted in Figure 1.

First, the route of a direct demethylation of mdC was monitored by metabolic labelling and analyzed
using isotope-dilution mass spectrometry. A pulse-chase experiment revealed during priming, a rapid
decrease of the isotopically labelled mdC and a simultaneous increase of the labelled deamination
product 2'-deoxythymidin (dT). The higher oxidized dC derivatives remained longer in the genomic
DNA, suggesting different erasure kinetics. Double knockout of two deaminases important for the
nucleoside metabolism, cytidine deaminase and deoxycytidylate deaminase, showed that the labelled
mdC probably enters the genomic DNA as labelled dT through a deamination reaction in the soluble
nucleoside/tide pool. In addition, evidence for the involvement of the DNA repair machinery, such as

mismatch repair (MMR) and base excision repair (BER), was obtained.
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Figure 1: Investigated active demethylation pathways. Oxidation-independent demethylation of mdC via
deamination and DNA repair (blue). The second and the third putative pathways involve excision of fdC and cadC,
respectively, in the course of BER (violet) or direct demodification of the oxidized mdC derivatives via C-C bond

cleavage (green).

The main focus of this work was the investigation of the removal of the non-canonical DNA building
blocks fdC and cadC during active demethylation. Recently, it has been shown that the thymine DNA
glycosylase (Tdg) recognizes modified bases and cleaves the glycosidic bond. What remains is an abasic
site, which is processed further as part of the BER process to reestablish unmodified dC. We could
show that Tdg removes only half of all the fdCs at a given genomic site suggesting that the epigenetic

mark is permanent at specific positions.

Accumulated evidence suggests that active DNA demethylation processes through BER. However, it is
difficult to determine from which DNA building block an abasic site is formed. Therefore, a
UHPLC-MS/MS-based method for the analysis of the short-lived BER intermediates was developed.
This allowed a simultaneous quantification of abasic sites and B-elimination products for the first time.
Based on isotope tracing data it was concluded that dC does not contribute to the formation of abasic
sites in the genome. It was therefore concluded that these intermediates are located in a closed
complex with only limited exposure of the abasic site. A study published recently has revealed that the
bifunctional Nei endonuclease VllI-like (Neil) glycosylases accelerate the processing of abasic sites by
Tdg. It would therefore be possible for these to accumulate in the absence of the Neil glycosylases.
However, no accumulation of abasic sites or 3-elimination products was detected with the developed

analytical method.
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Summary

It has been suspected that Tdg affects further processing of abasic sites due to its high affinity to abasic
sites. Thus, a Tdg knockout and a catalytically inactive mutant were generated in mouse embryonic
stem cells (mESCs) to further investigate Tdg contribution to active demethylation using the

CRISPR-Cas9 system.

In another study, isotope tracking experiments and feeding of alternative DNA nucleosides were used
to demonstrate a direct demodification from fdC to dC in mESCs and somatic cells. Therefore,
fluorinated or stable isotope-labelled fdC derivatives were added to the culture medium (Figure 2A)
and the generation of the demodification product was traced by UHPLC-MS/MS. The demodification
was observed in all investigated cell types and was independent of the presence of Dnmt or Tet
enzymes. In addition, it was found that the demodification product [**Cs][**N,]-2"-deoxycytidine
(33Cs¥>N,-dC) and 2’-(R)-Fluoro-deoxycytidine (F-dC), respectively, is actively methylated, which led to

the assumption that the observed demodification reaction could be involved in gene regulation.
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Figure 2: Demodification via C-C bond cleavage. A)Probe molecules used: [*3Cs][**N,]-5-Formyl-
2’-deoxycytidine  (}3Cs®Np-fdC), 2'-(R)-Fluoro-5-formyldeoxycytidine  (F-fdC), ['3Cs][D:]-2"-Deoxycytidine
(*3CsD;-dC), [*3Cs][D4]-Cytidine (3CsD;-rC). B) Schematic representation of the C-C bond cleavage reaction in

pluripotent stem cells or various somatic cells.

In addition, further evidence for the existence of the observed direct C-C bond cleavage could be
obtained from isotope tracing studies in mESCs and, in particular, induced pluripotent stem cells
(iPSCs) using different deuterated probe molecules (Figure 2A). The strongest support was gained in a
Pulse-Chase experiment post induction of neurogenesis in Neurogenin-inducible iPSCs. Thereby, a clear
increase of the demodification product *Cs-dC was observed 72h post induction. As these cells are
post-mitotic from the 48h timepoint on, an active accumulation of the C-C bond cleavage product

could be assumed.
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Summary

Following the successful demonstration of a C-C bond cleavage as active demethylation mechanism,
the next step was to investigate factors that could favour this process (Figure 2B). As a result, it was
shown that Dnmt enzymes and NAD-dependent enzymes, such as Sirtuins, had a clear effect on the
F-dC to F-fdC ratio. However, the identification of the causative factor or enzyme requires further
investigation. Considering the results of all previous experiments, it can be assumed that further

processes are involved in order to generate the demodification described above.
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1 Einleitung

Die Entwicklung eines vielzelligen Organismus beginnt mit der befruchteten Eizelle, der sogenannten
Zygote. Durch eine Reihe von Zellteilungen, Differenzierungs- und Reprogrammierungsprozessen kann
sich daraus ein vollstindiges Lebewesen mit hunderten spezialisierten Zelltypen unterschiedlichster
physiologischer Funktionen entwickeln.!” Alle Zellen enthalten das gleiche Erbgut, unterscheiden sich
aber dennoch in Funktion und Eigenschaften. Wieso sind beispielsweise eineiige Zwillinge
unterschiedlich? Die Tochterzellen einer einzigen Zygote unterziehen sich bei der
Embryonalentwicklung unabhangigen mitotischen Teilungen. Der daraus entstehende Organismus ist
genetisch identisch, kann aber beziiglich des Phanotyps und der Anfalligkeit gegeniber Krankheiten
signifikante Unterschiede aufweisen.” Eine mogliche Erkldrung bieten epigenetische Verdnderungen,
die im Laufe des Alterungsprozesses der Individuen wirksam werden.®! In welchem MaRe die
Epigenetik flr das Schicksal einer Zelle, ihrer Identitdit und den Phéanotyp dieser Lebensform

verantwortlich ist, muss jedoch noch vollstandig geklart werden.

1.1 Zelluldre Differenzierung und Epigenetik

Alle Zellen mehrzelliger Organismen besitzen eine identische Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Sequenz.
Dennoch sind diese somatischen Zellen in der Lage, sich auf unterschiedliche Zellfunktionen zu
spezialisieren.!” Dies geschieht durch verschiedene Arten der Regulation von Genexpression, die in der
Summe zu einem spezifischen Erscheinungsbild flihren. Die Beobachtungen von Conrad Waddington
lieferten bereits in der Mitte des letzten Jahrhunderts die Grundlage fiir den Begriff der Epigenetik.!”
Dieser beschrieb erstmalig den Prozess der Epigenese. Bei diesem fiihrte ein Genotyp im Zuge der
Entwicklung zu einem bestimmten Phinotyp.®! Die Epigenetik beschreibt eine der DNA-Sequenz
Ubergeordnete (altgr. epi) Informationsebene, wodurch die genetische Information in verschiedenen
Zelltypen unterschiedlich genutzt wird. Erst einige Jahre spater erkannten Robin Holliday und Arthur
Riggs, dass Anderungen der Genexpressionsmuster vererbbar sind.” ® Nach heutigen Erkenntnissen
beschreibt die Epigenetik molekulare Prozesse, die die Genexpression unabhangig von der eigentlichen
DNA-Sequenz verandern oder regulieren.””! AuRere Einfliisse kdnnen DNA- und Histon-Modifikationen
ausldsen und Proteine rekrutieren, die das Zellschicksal dynamisch und vererbbar beeinflussen.? In
dem Modell nach Conrad Waddington wird dieser komplexe Prozess der Spezialisierung
(Differenzierung) einer Zelle mit einer Kugel verglichen, die einen Abhang mit verzweigten Talern

hinunterrollt (siehe Abbildung 3).
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Die Taler symbolisieren dabei die Moglichkeiten der Zelle fir bestimmte Entwicklungsrichtungen. Ist
ein Pfad einmal eingeschlagen, kann die Kugel nicht ohne weiteres den Hang hinaufrollen oder
Anhohen Uberqueren. Jedes Tal stellt ein anderes Aktivitdtsmuster an Genen dar, das durch ein
komplexes Netzwerk der epigenetischen Regulation etabliert wird. Das Gegenstiick der
Differenzierung bildet die Dedifferenzierung bzw. Reprogrammierung. Bei diesem Prozess kdnnen
zelluldre Identitaten umgekehrt werden. Dies versetzt die Zelle in einen anderen Differenzierungs-
oder den nicht-spezialisierten Ursprungszustand zuriick. In Waddingtons Modell wurde dieser Weg
nicht berlicksichtigt, da die Entwicklung nicht spontan in Richtung undifferenzierter Zustande oder des
Ursprungszustands ,,zurlickrollen” kann. Die Moglichkeit der Reprogrammierung ist aber in der
modernen Forschung nicht mehr wegzudenken. Die Differenzierung und die Veranderung molekularer
Muster des Epigenoms (epigenetische Reprogrammierung) beeinflussen entscheidend den
Lebenszyklus eines Organismus schon wahrend der frilhen Entwicklungsphase bis hin zum

Erwachsenenalter.

Reprogrammierung Differenzierung

Normale
Differenzierung

Abbildung 3: Modell der zelluldren Differenzierung und Reprogrammierung. Dargestellt ist eine Abwandlung
des Waddington Modells, indem das Zellschicksal der nicht spezialisierten Vorlduferzelle mit einer Kugel
(hellblau) verglichen wird, die einen Abhang mit mehreren Talern hinunterrollt. Diese Téler stellen jeweils
vollstandig differenzierte Zelltypen dar. Durch Reprogrammierung epigenetischer Markierungen koénnen
differenzierte Zellen den Abhang hinaufrollen und in ein anderes Tal wieder hinunterrollen. Mittels direkter
Reprogrammierung bzw. Transdifferenzierung (griin) kann eine differenzierte Zelle (blau) direkt in eine andere

differenzierte Zelle (violett) umgewandelt werden.** (Abbildung nach Srivastava et al.)
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Die Moglichkeit der kiinstlichen Reprogrammierung wurde von John Gurdon zum ersten Mal genutzt.
Ihm gelang es aus einer bereits differenzierten somatischen Zelle einen vollstandigen lebensfahigen
Organismus zu entwickeln. Der Zellkern einer Epithelzelle aus einer Kaulquappe wurde dabei in eine
entkernte Eizelle transplantiert. Faktoren im Zytosol der Oozyte setzten das Epigenom der somatischen
Zelle in den Embryonalzustand zuriick, wodurch sich wieder ein normaler Frosch entwickeln konnte.?
Dieser Vorgang wurde als somatischer Kerntransfer (engl. Somatic Cell Nuclear Transfer; SCNT) oder
auch , Klonen” bezeichnet. Ein weiteres bekanntes Beispiel der Reprogrammierung mittels SCNT ist das
Klonschaf Dolly.[*3! Aus diesen Arbeiten ging die Hypothese hervor, dass auch in vitro die Moglichkeit
besteht, den Differenzierungszustand von Zellen durch gezielte Gabe bestimmter Faktoren zu
verandern und diese in einen stammzelldhnlichen Zustand zu reprogrammieren. Dies gelang im Jahr
2006 Shinya Yamanaka unter Zuhilfenahme der vier Transkriptionsfaktoren Oct4, c-Myc, KIf4 und
Sox2. In diesem Experiment wurden erstmals somatische Zellen in der Kulturschale in den Zustand
embryonaler Stammzellen (engl. Embryonic Stem Cells; ESCs) zuriickversetzt.'¥ Diese Zellen werden
als induzierte pluripotente Stammazellen (engl. Induced Pluripotent Stem Cells; iPSCs) bezeichnet. Diese
Zellen sind wiederrum in der Lage in verschiedene Zelltypen zu differenzieren und bieten einen
vielversprechenden Ansatz fur die personalisierte und regenerative Medizin. Weiterhin wurde
untersucht, ob ein Differenzierungszustand direkt in einen anderen Uberfiihrt werden kann (dem
Modell von Waddington nach, ist dies die Uberquerung von Anhdhen; siehe Abbildung 3). Dieser
Vorgang wird als direkte Reprogrammierung oder Transdifferenzierung bezeichnet.[*>7)

Inwieweit transdifferenzierte Zellen fir therapeutische Zwecke geeignet sind, ist Gegenstand aktueller
Forschung. Epigenetische Anomalien und Fehlregulationen werden haufig bei neurodegenerativen
Krankheiten, Krebs und Autoimmunerkrankungen beobachtet./”! Die Zellsysteme der iPSCs und ESCs
werden derzeit intensiv als Krankheitsmodelle, zum Test neuer Arzneimittel, fiir toxikologische Tests
und zur Zelltherapie genutzt. In Deutschland ist die Forschung an humanen embryonalen Stammzellen
und Embryonen durch das Embryonenschutzgesetz und das Stammzellgesetz streng reguliert.*®! Aus
diesem Grund wird haufig auf den Organismus Maus als Modell zuriickgegriffen. Durch die
Generierung menschlicher iPSCs werden die ethischen Probleme beim Einsatz menschlicher
Embryonen zur Generierung pluripotenter Modelle und differenzierter Derivate Gberwunden. Dies
ermoglicht, frihe menschliche Entwicklungsibergange und deren epigenetische Regulation zu
untersuchen und gréBere Mengen an menschlichem differenziertem Gewebe ohne invasive

Biopsieverfahren fiir Forschungszwecke zu erzeugen.
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1.2 Stammzellen als Modell der friihen Entwicklung

Der Begriff Stammzelle wurde erstmals durch den deutschen Biologen Ernst Héckel in der
wissenschaftlichen Literatur eingefiihrt. Er beschrieb darin den einzelligen Vorfahren, aus dem sich alle
vielzelligen Organismen entwickeln kénnen.™® Diesen Zellen wurden seither die besonderen
Eigenschaften zugeschrieben, sich nahezu unbegrenzt selbst erneuern und zu spezialisierten Zellen
ausdifferenzieren zu kénnen.?? Diese Vorldufer, die Stammzellen, gelten seither als einzigartiges
Modell zur genetischen Manipulation von zelluldren Prozessen und bieten unvorhergesehene
Moglichkeiten fiir therapeutische Ansdtze und die Simulierung von Krankheiten.

Stammzellen werden in zwei Arten unterteilt: Embryonale und somatische bzw. adulte Stammzellen.
Embryonale Stammzellen haben die intrinsische und flexible zelluldre Eigenschaft, alle Zelltypen eines
ausgewachsenen Organismus bilden zu kénnen.? Sie haben jedoch nicht die Fihigkeit eigenstindig
einen gesamten Organismus (inklusive der extraembryonalen Gewebe) zu bilden. Dies wird als
totipotent bezeichnet und obliegt nur der Zygote und den friihen Blastomeren.?? Die bemerkenswerte
Fahigkeit der ESCs, die drei Keimblatter Ektoderm, Entoderm und Mesoderm zu generieren, sowie
Zellen der Keimbahn zu erzeugen, wird als Pluripotenz bezeichnet.?® Pluripotente Zellen sind lediglich
in den frilhen Embryonen zu finden. Sie existieren nur in einem sehr kurzen Zeitfenster. Zellen mit
Stammzelleigenschaften, aber einem eingeschrankten Selbsterneuerungspotential werden als
Vorlduferzellen (engl. progenitor cells) bezeichnet.’® Adulte Stammzellen werden aus den
regenerativen Geweben ausgewachsener Organismen gewonnen. Sie haben die Fahigkeiten der
Selbsterneuerung und der Differenzierung. Sie haben jedoch die Limitierung nur Zelltypen des

Gewebes, dem sie entstammen, ausbilden zu kénnen und werden daher als multipotent bezeichnet.!*®!

1.2.1 Gewinnung der pluripotenten Stammazellen

Die Studien an pluripotenten Stammzellen begannen mit der Entdeckung einer Mauslinie, die nach
subkutaner Injektion spontan ein Karzinom ausbilden konnte, das Zellen aller Keimblatter, sowie
undifferenzierte proliferative Zellen enthielt.”* Diese mehrfach ausdifferenzierten Teratokarzinome
enthalten primitive, wachsende Zellen, die daraufhin embryonale Karzinomazellen (engl. Embryonic
Carcinoma Cells; ECCs) genannt wurden.!”! Die bereits fiir die ECCs optimierten Kulturbedingungen
erlaubten in der Folge auch die Inkulturnahme pluripotenter embryonaler Zellen aus
Praimplantationsembryonen.’?® 27! priaimplantationsembryonen entwickeln sich aus der Zygote und
diese entsteht durch Befruchtung der Oozyte. Im Gegensatz zu den ECCs sind diese ESCs genetisch
normal. Sie haben die Fahigkeit, zur Generierung von Mausen mit dem Erbmaterial unterschiedlicher

Individuen (murine Chimare) ohne, dass sie die Entwicklung von Tumoren einleiten.?®
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Im Laufe der Embryonalentwicklung durchlduft die Zygote mehrere aufeinanderfolgende
Zellteilungen, wie dem 2, 4, 8 und 16 Zell-Stadium (siehe Abbildung 4). Am Tag 3,5 der Embryonal-
entwicklung der Maus entsteht die Blastozyste. Diese beinhaltet die innere Zellmasse (engl. inner cell
mass; ICM) und wird vom Trophoblasten umschlossen, der die extraembryonalen Gewebe wie die
Plazenta ausbildet.?®! In diesem Stadium der Entwicklung konnten erstmals pluripotente ESCs durch
Entnahme von Zellen der ICM in Kultur gebracht werden.?® 27 Murine ESCs wurden zunichst auf einer
Schicht von mitotisch inaktivierten Fibroblasten, den sog. Feeder-Zellen, in Medium mit fétalem
Kalberserum kultiviert.®® Diese Kulturbedingungen waren zunichst nur auf Stammzellen eines
Ma&usestamms anwendbar.?® 27! Als jedoch wenig spater entdeckt wurde, dass die Feeder-Zellen durch
Zugabe des Zytokins Leukemia Inhibitory Factor (LIF) ersetzt werden konnten, wurden auch andere
Mausestimme fir die Generierung von Stammzellen zuginglich.F*33 Die Inhibition zweier
Signalkaskaden (siehe Abschnitt 1.2.2) ermoglichte schlieRlich die Gewinnung homogener Zellkulturen
und durchbrach die Artenbarriere.’®* 3! So konnten einige Zeit spater auch pluripotente Stammzellen

aus der Nagetierspezies Ratte gewonnen werden. 337!
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Abbildung 4:Méglichkeiten der Gewinnung pluripotenter Stammzellen. Abgebildet sind die unterschiedlichen
Stadien wahrend der Embryonalentwicklung sowie die Stammzellen die aus den unterschiedlichen Stadien in
Kultur gebracht werden kdénnen. Die Entwicklung einer Maus beginnt mit der Befruchtung der Eizelle. Diese
entwickelt sich weiter zur Zygote, dem 2, 4, 8 und 16 Zell-Stadium. Embryonale Stammzellen kdnnen der inneren
Zellmasse des Blastozysten entnommen werden, Epiblast-Stammzellen dem Eizylinder, embryonale Keimzellen
aus den primordialen Keimzellen des Fotus und reprogrammierte Stammzellen aus somatischen Zellen des

ausgewachsenen Tieres.! 3% gscs: Embryonic Stem Cells, EpiSCs: Epiblast Stem Cells, EGCs: Embryonic Germ Cells, PGCs: Primordial

Germ Cells, iPSCs: Induced Pluripotent Stem Cells.
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Neben ESCs gibt es auch murine Epiblast-Stammzellen (engl. Epiblast Stem Cells; EpiSCs). Diese werden
aus dem Postimplantationsembryo (Postimplantationsepiblast) entnommen und unterscheiden sich in
ihrem Transkriptom sowie der Kulturbedingung stark von den ESCs.[**? Humane embryonale
Stammezellen, die ebenfalls mittlerweile in Kultur gehalten werden kénnen, dhneln vorwiegend den
EpiSCs.[** %4 Auch aus den Urkeimzellen der Embryonen, den primordialen Keimzellen (engl. Primordial
Germ Cells; PGCs), kdnnen pluripotente Zellen gewonnen werden, die man als embryonale Keimzellen
(engl. Embryonic Germ Cells; EGCs) bezeichnet.[*> %! Durch Entnahme muriner Gewebezellen und
anschlieRender Reprogrammierung konnten murine iPSCs in Kultur gebracht werden.*® Kurze Zeit

spater gelang auch die Gewinnung humaner iPSCs aus menschlichen Fibroblasten.[*” 48]

1.2.2 Naive und primed Pluripotenz

Murine ESCs werden aus der ICM von Embryonen im Praimplantationsstadium gewonnen.
Pluripotente Zellen dieses Stadiums (Embryonalentwicklungstage 3,5-4,5) zeichnen sich durch
besondere Eigenschaften aus und werden als naive bezeichnet.*®! In Kultur bilden die naiven ESCs

kompakte, kuppelférmige Kolonien (siehe Abbildung 5).

Implantation

in vivo

in vitro

EpiSCs

Abbildung 5: Abnahme der Pluripotenz im Verlauf der embryonalen Entwicklung und zugehorige in vitro
Modelle. Die Abbildung zeigt den Verlust der Pluripotenz (blau) wahrend der Embryonalentwicklung des murinen
Embryos von Tag (T) 3,5-7,5 sowie mikroskopische Aufnahmen der entsprechenden in vitro Modelle. Die naive
Pluripotenz entspricht dem Praimplantations- und die primed Pluripotenz dem Postimplantationsembryo.?3!

(Abbildung nach Morgani et al.) EsCs (Embryonic Stem cells), EpiLCs (Epiblast-Like Cells), EpiSCs (Epiblast Stem Cells).
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Naive ESCs exprimieren hohe Level der Pluripotenzfaktoren Oct4, Nanog und Sox2.F° Weiterhin
zeichnen sie sich durch die Fahigkeiten aus, nach Blastozysteninjektion die ICM zu kolonisieren und
somit zu somatischen Geweben und Keimzellen in Chiméaren beizutragen, sowie in weiblichen ESCs
zwei aktive X-Chromosomen zu besitzen.®™® Einige Tage nach der Implantation verlassen die
Epiblast-Zellen allmahlich das pluripotente Stadium und spezialisieren sich fir den Eintritt in die
Keimblatter-Entwicklung. Pluripotente Zellen mit den Merkmalen der Postimplantationsepiblasten
(Embryonalentwicklungstage 6,5-8,5) werden als primed bezeichnet.®® Diese zur Differenzierung
neigenden pluripotenten Zellen unterscheiden sich morphologisch wie auch in einigen anderen
Eigenschaften von den naiven ESCs (Abbildung 5).°Y Sie tragen nur wenig zur Chimarenbildung bei,
leisten keinen Beitrag zur Bildung von Keimzellen und haben geringe Level des Pluripotenzfaktors
Nanog. Weibliche Embryonen besitzen nur noch ein aktives X-Chromosom."* % Die Pluripotenz geht
am achten Entwicklungstag aufgrund der zunehmenden Spezialisierung fir den Eintritt in die

Keimblatter verloren.?3

Obwohl die Pluripotenz im Laufe der Embryonalentwicklung nur fir einen kurzen Zeitraum besteht,
kénnen pluripotente Zellen verschiedener Entwicklungsstadien in Kultur eingefroren werden. Der
Zusatz exogener Faktoren ermoglicht zudem eine unbegrenzte Kultivierung der Zelllinien in einem
kiinstlich induzierten Selbsterneuerungszustand.” >? In vitro wird die Balance zwischen Pluripotenz
und Differenzierung unter Standardbedingungen mit fotalem Kéalberserum und dem Zytokin LIF
(Serum/LIF) aufrechterhalten.”® Unter diesen Bedingungen entstehen heterogene Kulturen,
bestehend aus Subpopulationen mit partieller Differenzierung, wobei die Selbsterneuerung der Zellen
meist iberwiegt und eine vollstindige Differenzierung verhindert.”?®! Die zentrale Komponente des
Serums ist das Bone Morphogenic Protein 4 (BMP4), welches Signalkaskaden anregt, die eine
Differenzierung der Zellen verhindern. LIF unterstitzt die Selbsterneuerung der ESCs, indem es den
Transkriptionsfaktor STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3) aktiviert und dadurch
pluripotenzférdernde Gene reguliert (siehe Abbildung 6).°3' Homogenere Kulturen werden durch
Zusatz von Inhibitoren erzielt.?* Die Zugabe des MEK-Inhibitors PD0325901 (PD) und des
GSK3-Inhibitors CHIR99021 (CHIR; zusammen als 2i bezeichnet) reguliert Signalkaskaden von
Wachstumsfaktoren, die fiir den Erhalt der Pluripotenz notwendig sind.** >4 PD blockiert den
FGF-Signalweg und verhindert die Differenzierung, wahrend CHIR Einfluss auf den WNT-Signalweg
nimmt und Uber Stabilisierung von [-Catenin die Expression pluripotenz-assoziierter Gene fordert
(siehe Abbildung 6). Zur Kultur der Stammzellen kénnen sowohl Serum/LIF als auch 2i/LIF mit und ohne
Serum verwendet werden.” Unter 2i-Bedingungen wird LIF nicht zwingend benétigt. Das Zytokin
wirkt sich aber positiv auf das Wachstum der Stammzellen aus.®®®! Je nach Kulturbedingung dhneln

die Zellen einem anderen Abschnitt der embryonalen Entwicklung.
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Abbildung 6: Signalwege zur Stabilisierung der Pluripotenz in Stammzellen. Vereinfachtes Schema
verschiedener aktiver Signalkaskaden zur Kultur von ESCs. BMP4 aus Serum aktiviert SMADs und verhindert tber
Anregung bestimmter Gene die Differenzierung. LIF nimmt Einfluss auf die JAK-vermittelte Phosphorylierung von
STAT3 und stimuliert das Pluripotenz-Netzwerk. CHIR99021 (CHIR) ahmt WNT-Signalisierung durch Inhibition von
GSK3 nach und stabilisiert so B-Catenin. Eine Differenzierung wird ferner durch den MEK-Inhibitor PD0325901
(PD) verhindert, der die FGF-Signalkaskade inhibiert. Pluripotenz und Differenzierung sind in Balance.

(Abbildung nach Hackett et 0/.) BMP4 (Bone Morphogenic Protein 4), ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase), FGF4 (Fibroblast

Growth Factor 4), GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3), JAK (Janus Kinase), LIF (Leukemia Inhibitory Factor), MEK (Mitogen-activated Protein

Kinase Kinase), STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3), 2i (two inhibitors).

Unter 2i/LIF kultivierte naive ESCs entsprechen dem Prdimplantationsepiblast. Eine weitere
Moglichkeit ESCs zu kultivieren stellt die alternative 2i (a2i)-Bedingung dar. Das Transkriptom der
mESCs unter diesen Kulturbedingungen dhnelt dem naiven Zustand. Der Methylierungsgrad ist jedoch
weiter fortgeschritten.®® Fiir die a2i/LIF-Bedingung werden CHIR und ein Inhibitor des SRC-
Signalweges, CGP77675, verwendet.®® Der SRC Inhibitor verhindert die Differenzierung und erhilt die
Selbsterneuerung sowie epigenetische Muster.’* 6 Werden diese Inhibitoren weggelassen, so
entwickeln sich primed ESCs 3hnlich des Postimplantationsepiblasten. So entsprechen Serum/LIF
Kulturen den Epiblast-Zellen der Entwicklungstage 4,5-5,5.14% 5% 62 Eine weitere Moglichkeit zur Kultur
von primed ESCs ist die CHIR/IWR1 Kulturbedingung. Diese wurde zundchst zur Kultur von EpiSCs
verwendet und beinhaltet CHIR und den niedermolekularen Inhibitor IWR1.1% % |WR1 stabilisiert
B-Catenin im Zytosol und wirkt sich positiv auf die Selbsterneuerung aus.!®® Diese Bedingung stellt eine
neue Methode zur Kultur von primed EpiSCs dar und kann auch fiir ESCs verwendet werden.®* Die
bekannteste Kulturbedingung der EpiSCs ist die Zugabe der Zytokine FGF2 und Activin A in
Abwesenheit von Serum.*® 4 Weiterhin ist es moglich EpiSCs aus ESCs zu gewinnen und ESCs aus

EpiSCs zu reprogrammieren. Letzteres gelingt jedoch sehr ineffizient.[*®
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Ferner konnte festgestellt werden, dass ESCs unter kurzzeitiger (48 h) Zugabe von FGF2 und Activin A
Epiblast-dhnliche Zellen (Epiblast-Like Cells; EpiLCs) ausbilden.?®! Dieser Zustand liegt zwischen naive
und primed (siehe Abbildung 5), da das naive, transkriptionelle Programm runterreguliert ist, aber die
ersten Marker der Keimblatter bereits vorliegen.?* ¢7!

Die Entwicklung vom Praimplantations- bis zum Postimplantationsepiblast unterliegt zahlreichen
streng kontrollierten epigenetischen Veranderungen.* Dennoch kénnen naive und primed ESCs durch
Anderung der jeweiligen Kulturbedingung ineinander Giberfiihrt und so die epigenetische Umwandlung

wahrend der embryonalen Entwicklung in vitro nachgeahmt werden.

1.3 Epigenetische Regulation

Die genomische DNA der Maus enthilt etwa 2,5 Milliarden Basenpaare.®® Um diese riesige Menge an
genetischer Information im Zellkern zu speichern, liegt das genetische Material in Form von Chromatin
vor. Die kleinste regulatorische Basiseinheit des Chromatins bildet das Nukleosom, bestehend aus DNA
und Histon-Proteinen. Der DNA-Doppelstrang ist dabei mit einer Sequenzldange von 146 bp um ein
Histon-Oktamer gewunden, das aus jeweils zwei Heterodimeren der Histon-Monomere H2A, H2B, H3
und H4, besteht.®® Durch Zusammenlagerung der Nukleosomen bzw. des Chromatins zu einer
hohergeordneten Struktur wird schlieBlich bei Bedarf das Chromosom ausgebildet. Sowohl die DNA
als auch die Histon-Proteine der Nukleosomen sind mit besonderen Modifikationen versehen. Das
Modifikationsmuster ist dabei streng regulierten Anderungen unterworfen und beeinflusst
Histon/Histon- und DNA/Histon-Interaktionen sowie die Wechselwirkung mit benachbarten
Nukleosomen.”” Dies hat einen direkten Einfluss auf die Packungsdichte der DNA und steuert damit
die Expression spezifischer Genabschnitte. DNA- und Histonmodifikationen sind daher fir die

zelltypspezifische Regulation der Genexpression von groRer Bedeutung.!*”’

1.3.1 Chromatinstruktur und Histonmodifikationen

Hohergeordnete Chromatinstrukturen und Remodelling-Komplexe sorgen fiir ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen einer gelockerten Form des Chromatins, dem Euchromatin, und einer
kondensierten Form, dem sogenannten Heterochromatin. Dabei assoziiert man Euchromatin mit einer
Aktivierung der Genexpression und Heterochromatin mit einem transkriptionell inaktiven Zustand. Die
Genregulation kann weiterhin durch dreidimensionale Strukturen wie intra- oder interchromosomale
Faltungen oder Schleifen beeinflusst werden. [ Dicht interagierende Chromatin-Bereiche, wie die
Topologically Associated Domains (TADs), sind beispielsweise fir die Organisation des Chromatins und

die Weitergabe der epigenetischen Information von Bedeutung.[’"
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Die Bindung von Proteinen oder die Anderung der Chromatinstruktur durch Histon-Modifikationen
beeinflusst die Genexpression zusatzlich. Zu diesem Zweck werden C- und N-terminale Fortsadtze der
Histone posttranslational reversibel und kovalent modifiziert. Beispiele dieser Proteinmodifikationen
sind unter anderem die Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinylierung oder
Sumoylierung der Histon-Fortsatze.”” Histone weisen einen hohen Anteil basischer Aminosauren wie
Lysin (K) und Arginin auf und sind unter physiologischen Bedingungen positiv geladen. Auf diese Weise
wird eine elektrostatische Wechselwirkung mit dem negativ geladenen Phosphat-Riickgrat der DNA
gewahrleistet. Posttranslationale Modifikationen kénnen die Wechselwirkung zwischen der DNA und
den Histonen entscheidend beeinflussen. Die Einbringung der Modifikationen erfolgt durch
spezifische, Histon-modifizierende Proteine, wobei zwischen Reader-, Writer- und Eraser-Proteinen
unterschieden wird.!*®! Der Einfluss von Histonmodifikationen auf die Genregulation soll hier anhand
eines Writer/Reader/Eraser Beispiels exemplarisch gezeigt werden: Writer sind beispielsweise
Histonacetyltransferasen (HATs). HATs konnen Acetylgruppen auf Lysine im Histon-Fortsatz
Ubertragen. Durch die Acetylgruppe wird die positive Nettoladung des Histons neutralisiert und die
Bindung der DNA zum Nukleosom geschwacht, wodurch mehr Zugriff auf die DNA erméglicht wird.[
Acetylierte Seitenketten werden wiederrum von Reader-Proteinen (iber deren spezifische
Erkennungsdomédne, die Bromodomane, gebunden. Als Gegenspieler gelten Eraser-Proteine, wie
Histondeactylasen (HDACs), welche die Acetylgruppe wieder entfernen.”! Hierdurch kommt es zu

einer transkriptionell inaktiven und kondensierten Form des Chromatins (siehe Abbildung 7).

KMTs HATs
Aktive Transkription f\ f\
offenes Chromatin ( ( g
/ / ‘/
Writer Eraser
HATs HDACs
HMTs KDMs

/AcetyI—Gruppe
,Methyl-Gruppe
HDACs y

KDMs

Reprimierte Transkription .
kompaktiertes Chromatin \ /88 i
: DR SN

Abbildung 7:Writer und Eraser epigenetischer Markierungen. Abhangig vom Status der Transkription existiert
Chromatin im offenen (Euchromatin) oder kompaktierten (Heterochromatin) Zustand. Acetylierung und
Methylierung der Histon-Fortsatze durch Histonacetyltransferasen (HATs) bzw. Lysin-Methyltransferasen (KMTs)
fihren zu offenem Chromatin, was die Transkription erleichtert. Histon-Deacetylasen (HDACs) und

Lysin-Demethylasen (KDMs) entfernen die Acetyl- bzw. Methyl-Gruppe und inaktivieren die Genexpression. [ 74
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Eine weitere Histon-Modifikation stellt die Methylierung dar. Diese wird von Lysin-Methyltransferasen
eingefiihrt (KMTs) und durch Lysin-Demethylasen (KDMs) wieder entfernt. Die Methylierung kann
sowohl aktivierend als auch inaktivierend wirken und wird ebenfalls von Reader-Proteinen erkannt,
die wiederum weitere Proteinkomplexe rekrutieren.’” Zur Erkennung methylierter Histon-
Seitenketten besitzen die Reader-Proteine Chromo- oder Tudordomanen.”®! Auf diese Weise wird tiber
Histon-Modifikationen die Interaktion von Proteinen mit der genomischen DNA reguliert und
Transkriptionsfaktoren rekrutiert. Das Modifikationsmuster gibt Hinweise auf die Packungsdichte der
DNA. So sind bestimmte Histon-Modifikationen Merkmale von Hetero- bzw. Euchromatin.
Beispielsweise wird die Trimethylierung des Histon 3 am K27 (H3K27me3) oder die Histon 3 K9
Dimethylierung (H3K9me2) in stillgelegten Genbereichen mit hoher DNA-Kondensation beobachtet.!””
781 Dagegen wird die Histon 3 K4 Trimethylierung (H3K4me3) mit aktiven genomischen Bereichen
assoziiert. Interessanterweise besitzen pluripotente Zellen grofle Mengen der transkriptionell
aktivierenden Histonmodifikationen H3K4me3. Die lose gebundenen Histone ermdglichen einen
erleichterten Zugang fiir Regulationsfaktoren und erlauben eine dynamische Anderung des
Aktivitatszustandes.l”® Dies ermdglicht den ESCs in multiple Zelllinien zu differenzieren. Das Chromatin

differenzierter Zellen ist dagegen verdichtet und weist hohe Level an H3K27me3 auf.?%

1.3.2 Nicht-kodierende RNA

Eine weitere Art epigenetischer Regulatoren sind long noncoding RNAs (IncRNA). Diese sind 200 bp
lange, nichtkodierende RNA-Strange, also nicht zu Proteinen translatierte RNA-Strange. Es wird
zwischen vier Arten unterschieden: Signal, Decoy, Guide und Scaffold. Die Signal und Decoy IncRNAs
sind an der An- und Abschaltung der Transkription beteiligt. Guides rekrutieren Chromatin
modifizierende Proteine zur Regulation der Genexpression und Scaffolds bilden einen
Ribonukleoproteinkomplex, welcher iiberwiegend Chromatin- bzw. Histon-Markierungen abandert.®%
Die IncRNAs sind beispielsweise an der Allel-spezifischen genomischen Pragung beteiligt.

Veranderungen in diesem System werden mit der Bildung von Tumoren in Verbindung gebracht.?!
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1.4 DNA-Methylierung

Neben den kanonischen DNA-Bausteinen 2’-Desoxyadenosin (dA), 2’-Desoxyguanosin (dG),
2’-Desoxythymidin (dT) und 2’-Desoxycytidin (dC) enthdlt das Genom zahlreicher Organismen
methylierte DNA-Bausteine wie 5-Methyl-2"-desoxycytidin (mdC), 4-Methyl-2"-desoxycytidin (4mdC)
und 6-Methyl-2’-desoxyadenosin (6mdA).!®3! Die Modifikation 6mdA kommt in héheren Eukaryoten in
geringen Mengen vor, wihrend sie in einzelligen Eukaryoten und Prokaryoten weit verbreitet ist.!®%
4mdC wurde bisher nur im genetischen Material von Bakterien beschrieben.®® 8! Die hiufigste
Methylierung in Eukaryoten ist mit etwa 1 % aller Nukleobasen mdC. mdC wird seit der Entdeckung
oftmals als die fiinfte Base des genetischen Codes bezeichnet.’® Wihrend die DNA-Modifikation im
Genom von Pilzen bis hin zu den Wirbeltieren weit verbreitet ist, kann sie in bestimmten Hefen,
Nematoden oder Fliegen nicht nachgewiesen werden.’®” In der DNA-Doppelhelix paaren dC und dG
unter Ausbildung von drei Wasserstoffbriickenbindungen, wobei die Methylierung der C5-Position
nicht an dieser Interaktion beteiligt ist (siehe Abbildung 8A). Die Methylierung an der C5-Position des
Cytosins wurde von der Natur nicht zufallig gewahlt. Diese Position ist einzigartig, da eine Methylierung
und potentiell weitere Modifikationen mit nur minimalem Einfluss auf die DNA-Struktur und die
Basenpaarung toleriert werden.’®® Die Methylierung an der C5-Position ist nicht nur fiir dC, sondern
auch far dT bzw. 5-Methyl-2’-desoxyuridin bekannt und verhilft der Zelle dT vom spontanen dC

Desaminierungsprodukt 2’-Desoxyuridin (dU) zu unterscheiden.®

A B
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Abbildung 8: DNA-Struktur und rdumliche Orientierung von mdC. A) Basenpaarungen in doppelstrangiger DNA.
Drei bzw. zwei Wasserstoffbriickenbindungen werden zwischen mdC und dG bzw. dT und dA ausgebildet
(gestrichelte Linien). B) Die Methylgruppe der DNA-Modifikation mdC ragt in die groRe Furche der Doppelhelix
und beeinflusst dort die Wechselwirkung zwischen DNA und Protein. Die DNA-Struktur wurde mit PyMOL nach
PDB:4GJU erstellt.[°%
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Aufgrund der exponierten Position der Methylgruppe in der groBen Furche der DNA-Doppelhelix (siehe
Abbildung 8B), wurde vermutet, dass dies Interaktionen mit Proteinen erleichtert. Tatsachlich werden
interagierende Proteine durch mdC angezogen oder abgestolRen. Die DNA-Modifikation wird
vorwiegend mit transkriptionell stillgelegtem Chromatin assoziiert. Durch Rekrutierung von
Transkriptionsfaktoren kann sich DNA-Methylierung in besonderen Fallen auch aktivierend
auswirken.®* Die DNA-Methylierung hat eine essentielle Bedeutung fiir die Kontrolle der
Genexpression und damit die Sdaugetierentwicklung und gehort zu den wichtigsten epigenetischen
Markern. In Sdugetieren wird die DNA-Methylierung hauptsachlich im Kontext symmetrischer Cytosin-
Phosphat-Guanin (CpG)-Dinukleotide auf beiden Strangen gefunden. Der CG-Gehalt im
Sadugetiergenom liegt bei etwa 42 %, wodurch CpG-Dinukleotide mit einer Haufigkeit von etwa 4,4 %
erwartet werden wirden. Tatsachlich treten die CpG-Dinukleotide nur mit etwa 20 % der erwarteten
Haufigkeit auf.®® Eine Methylierung von CpH-Dinukleotiden (H= T, C oder A) in Sdugetieren wurde
bisher nur in Oozyten, ESCs und ausgereiften Neuronen festgestellt.®?** Der Grund hierfiir ist noch
nicht vollstandig geklart, konnte aber zum Ausgleich des mdC-Mangels in CpG-armen Genombereichen
dienen.®>! Das Genom eines Menschen besitzt etwa 28 Millionen CpG-Stellen, von denen 60-80 %
methyliert sind.® Etwa 10 % der CpG-Dinukleotide liegen in Regionen mit héherer CpG-Dichte und
werden als CpG-Inseln (CGls) bezeichnet. Diese umfassen eine Liange von etwa 1kb und liegen
groRtenteils hypomethyliert vor.”” CGls sind haufig in Promotorregionen zu finden und sind an der
Regulation der Transkription beteiligt.?”! Die DNA-Methylierung dient in Sdugetieren dem Erhalt
zahlreicher zelluldrer Funktionen und der Stabilitdt des Genoms und dient zur Rekrutierung von
Repressor-Proteinen, die Bindestellen von Transkriptionsfaktoren blockieren und zur Stilllegung der
Genexpression fiihren.®® So ist mdC an Prozessen, wie der X-Chromosomeninaktivierung, der
Methylierung von regulativen Elementen und perizentromerischen Wiederholungen, der genomischen
Pragung und der Stilllegung von Transposons beteiligt.®” °°! Ebenso wurde festgestellt, dass eine
wachsende Zahl von menschlichen Krankheiten mit einer fehlerhaften DNA-Methylierung in
Verbindung gebracht werden kann.*® Zusammen mit Histon- und Chromatin-Modifikationen bildet

die DNA-Methylierung ein streng reguliertes Netzwerk zum Erhalt des Epigenoms.[*0!!

1.4.1 DNA-Methyltransferasen

Die Methylierung wird durch die DNA-Methyltransferasen (Dnmts) eingebracht. Das humane Genom
enthalt finf Dnmts mit grofRer Sequenzhomologie: hDNMT1, hDNMT2, hDNMT3A, hDNMT3B und
hDNMT3L. Nur vier der DNA-Methyltransferasen Dnmt1, 2, 3a und 3b sind katalytisch aktiv.°? Dnmt1
ist im Allgemeinen fiir den Erhalt (engl. maintenance) der Methylierungsmuster nach der

DNA-Replikation verantwortlich.
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Das Enzym erkennt zusammen mit Ubiquitin-like plant homeodomain and ring finger domain1 (Uhrf1)
hemimethylierte CpG-Stellen und fihrt eine Methylierung im Gegenstrang ein. Die Vererbbarkeit des
Methylierungsmusters gewahrt die Weitergabe erworbener Eigenschaften an Nachkommen und
fungiert damit als zentrales Mittel zu Ubertragung der epigenetischen Information.2® Neue DNA-
Methylierungsmuster werden durch die de novo-Methyltransferasen Dnmt3a und Dnmt3b
eingebracht.l'% 104 Deren Aktivitit wird zudem durch das katalytisch inaktive Dnmt3l moduliert.!*%!
Ein weiteres Mitglied der Familie, Dnmt2, wurde falschlicherweise den DNA-Methyltransferasen
zugeordnet. Es ist aber an der Methylierung von RNA beteiligt.'° Die Wichtigkeit der DNA-
Methylierung wird bei der Betrachtung der von Knockout-Mausen besonders deutlich. Deren
Embryonen weisen deutliche Entwicklungsdefizite auf.[’°*! Die Deletion von Dnmt1 fiihrt zu einem
genomweiten Verlust an DNA-Methylierung und zur Letalitit am Embryonalentwicklungstag 9,5.%"!
Die Deletion von Dnmt3b ist letal, wihrend Dnmt3a Knockout-Mause lebensfahig sind.*°* Die Dnmt3l
Knockout-Méause sind lebensfihig, besitzen jedoch keine de novo-Methylierung in der Keimbahn.!*?”!
In Nagetieren wurde kiirzlich ein weitere de novo-Methyltransferase, Dnmt3c, entdeckt. Diese ist
vermutlich an der Methylierung von Promotoren von Retrotransposons in der mannlichen Keimbahn

verantwortlich.[18!
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Abbildung 9: Katalytischer Mechanismus der DNA-Methyltransferasen. Ado: Adenosyl; B: Base; Cys: Cystein;

Glu: Glutamin; SAM: S-Adenosylmethionin; SAH: S-Adenosylhomocystein.

Alle Dnmts nutzen einen dhnlichen katalytischen Mechanismus und den Kofaktor S-Adenosylmethionin
(SAM) als Methylgruppendonor. Durch Herausdrehen der DNA-Base aus der DNA-Doppelhelix wird
diese in die katalytische Tasche des Enzyms eingebracht.'® Die Methylierung wird durch einen
nukleophilen Angriff an der C6-Position der Base durch eine konservierte Cystein-Seitenkette initiiert.

Ein Glutamin-Rest protoniert die N3-Position.
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Nach Bildung des Enamin-Intermediats erfolgt ein Angriff am Methylgruppendonor SAM. Nach
Ubertragung der Methylgruppe folgt eine Eliminierung des C5-Protons und Rearomatisierung der
Nukleobase. 19 110 Der beschriebene Mechanismus zur Bildung von mdC durch die Dnmts ist in

Abbildung 9 dargestellt.

1.4.2 Dynamik in der zellularen Entwicklung

In der frihen Entwicklung des Embryos unterliegt das DNA-Methylierungsmuster des gesamten
Genoms dynamischen Anderungen. Nach der Befruchtung wird die DNA-Methylierung langsam
zurickgesetzt und nach der Implantation wieder eingefiihrt (siehe Abschnitt 1.6.2). Wahrend der
Bildung der Urkeimzellen wird die Methylierung ebenfalls entfernt.[*** Die mESCs gehéren zu den am
intensivsten genutzten Modellsystemen zur Untersuchung der epigenetischen Regulation. Die
entscheidende Funktion der DNA-Methylierung fiir die Entwicklung der ESCs ist jedoch nicht
vollstandig verstanden. Eindeutig ist, dass die DNA-Methylierung nicht an der Aufrechterhaltung der
Pluripotenz beteiligt ist.*® ESCs, in denen alle drei katalytisch aktiven DNA-Methyltransferasen
ausgeschaltet sind, kdnnen unbegrenzt in Kultur gehalten werden und erfillen alle Merkmale von
Stammzellen. Diese  Dnmt-defizienten Zellen zeigen jedoch eine  beeintrachtigte
Differenzierungsfahigkeit.**?  Marker der Keimblitter kénnen nicht hochreguliert und
Pluripotenzfaktoren nicht abgeschaltet werden.*®! ESCs, denen nur eine der drei
DNA-Methyltransferasen fehlt, verlieren nach einiger Zeit die gesamte Methylierung, wenn auch
unterschiedlich schnell.?** Einbringung von Dnmtl in einen Dnmtl-Knockout stellt die DNA-
Methylierung mit Ausnahme der Imprinting-Regionen wieder her.[**%

Kurzlich wurde der Einfluss verschiedener ESC-Kulturbedingungen, Serum/LIF und 2i/LIF (siehe
Abschnitt 1.2.2), auf die DNA-Methylierung untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass es beim
Ubergang von Serum/LIF nach 2i/LIF-Bedingungen zu einer globalen DNA-Hypomethylierung kommt,
die vergleichbar mit dem Methylierungsgrad der ICM ist.l® 1161171 Der Verlust der DNA-Methylierung
wird mit einer Abnahme von Dnmt3a, 3b und 3l in Verbindung gebracht.**® Es wird vermutet, dass
Prdm14, ein Transkriptionsfaktor, unter 2i/LIF die Expression der DNA-Methyltransferasen
herunterreguliert.'*® ¥ |nteressanterweise reguliert Prdm14 wiederrum einen Kofaktor, der zur
Einbringung der Histon-Modifikation H3K9me2 verantwortlich ist.1*'* 2 Der Dnmt1 Kofaktor Uhrfl
bindet Uber seine Tudor-Domine an H3K9me2.'?Y) Die Histon-Modifikation liegt unter
2i/LIF-Bedingungen aber reduziert vor und konnte so die Rekrutierung von Uhrfl bzw. Dnmt1 negativ
beeinflussen.”” 78 1221 Auf welche Weise die DNA-Methylierung beim Ubergang von Serum/LIF nach
2i/LIF tatsadchlich entfernt wird, bedarf weiterer Untersuchungen. Die Erkenntnisse zeigen jedoch

deutlich, dass die betroffenen epigenetischen Prozesse eng miteinander vernetzt sind.
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1.5 Tet-vermittelte Bildung der oxidierten mdC-Derivate

Zur Entfernung des Methylierungsmusters steht die Sdugetierzelle vor einer Herausforderung. Die
chemische Stabilitdt der C-C Bindung zwischen der Methylgruppe und der C5-Position des Cytidins
macht eine direkte enzymatische Spaltung sehr problematisch.!*?3! Weiterhin ist in Saugetieren kein
Enzym bekannt, welches mdC direkt entfernen kann.*?* Aufgrund dessen wurde mdC lange Zeit als
eine irreversible DNA-Modifikation angesehen. Zunachst wurde angenommen, dass die Modifikation
durch Verdiinnung im Zuge der DNA-Replikation aus dem Genom entfernt wird. Im Jahre 2000 wurde
jedoch beobachtet, dass ein globaler Verlust an mdC in Zygoten von Mausen in
replikationsunabhidngiger Weise stattfindet.?> 12/ Obwoh| das humane Protein TET1 bereits als
anomaler Fusionspartner der H3K4-Methyltransferase MLL (Mixed Lineage Leukemia) in der akuten
myeloische Leukdmie (AML) beschrieben war, blieb die eigentliche Funktion des Proteins bis 2009
unentdeckt.?”! Heute weiR man, dass die Ten-eleven translocation (Tet) Dioxygenasen zur Familie der
Eisen und a-Ketoglutarat (otKG)-abhdngigen Dioxygenasen gehodren. Sie katalysieren die iterative
Oxidation von mdC zu 5-Hydroxymethyl-2'-desoxycytidin (hmdC),*?® 5-Formyl-2"-desoxycytidin
(fdC)1*2%: 139 ynd 5-Carboxyl-2"-desoxycytidin (cadC)™*3% 13U (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Entstehung der héher oxidierten mdC-Derivate durch Tet-Katalyse. Methylierung von dC durch
die Dnmts und iterative Oxidation durch die Tet-Dioxygenasen. Es wird angenommen, dass dieser Weg schlief3lich
zu unmodifiziertem dC zuriickfuhrt. Mittig: Aktives Zentrum des hTET2 mit den katalytisch wichtigen Resten, des
Bindungspartners von mdC und dem Zentralmetall. Anstelle des natiirlichen Cosubstrats a-Ketoglutarat wurde

mit N-Oxalylglycin (NOG) co-kristallisiert. Die Abbildung wurde mit PyMOL nach PDB: 4NM6 erstellt.[*3?]
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Dabei zeigte sich, dass die gebildeten héher oxidierten mdC-Derivate eine wichtige Funktion als
Intermediate der DNA-Demethylierung ausiben und an der epigenetischen Regulation der
Genexpression beteiligt sind.*3> 134 |m Siugetiergenom existieren drei Tet-Dioxygenasen Tetl, 2
sowie 3 und deren Isoformen.[**! Diese bis zu 235 kDa groRen Proteine besitzen eine C-terminale
katalytische Domaéne, die sich aus einer doppelstrangigen 3-Helix (DSBH)-Domane und einer Cystein-
reichen Region zusammensetzt.[*?® 1361 Dje DSBH-Domaine beinhaltet dabei die Bindestelle fiir Fe?* und
aKG. Im aktiven Zentrum konnen die Tet-Enzyme einen Fe(IV)oxo-Komplex ausbilden, der aus einer
Decarboxylierung von aKG zu Succinat resultiert. Durch Ubertragung eines Sauerstoffatoms des
Oxo-Komplexes auf die Methylgruppe von mdC entsteht hmdC, wobei das Fe(lV) zum Fe(ll) reduziert
wird.[*¥”! Tet1 und Tet3 besitzen weiterhin eine CXXC-Domiane am N-Terminus. Diese Doméne dient
vielen Chromatin-assoziierten Proteinen als DNA-Bindungsmotiv unmethylierter CpG-Positionen.!*38!
Das Tet2-Gen durchlief im Laufe der Evolution eine chromosomale Inversion, wobei die CXXC-Domane
verloren ging. Aus dieser Domane entwickelte sich schlieRlich ein eigenstandiges Protein, genannt
IDAX (Inhibition of the dcl and axin complex).**' Es wird vermutet, dass IDAX mit Tet2 oder einer CXXC-
losen Tet3 Isoform interagiert und so die Bindung verschiedener Tet-Isoformen mit der DNA
reguliert.®® Kirzlich konnte die Kristallstruktur des humanen Tet2 im Komplex mit einer mdC
enthaltenden DNA gelést werden.*3 Ahnlich der DNA-Methyltransferasen wird die Base aus der DNA
herausgedreht (Base Flipping), um sie in der katalytischen Tasche des Enzyms zu positionieren. Zur
katalytischen Umsetzung wird die Methylgruppe schlieBlich dem Cosubstrat oKG und dem
Zentralmetall zugewandt. Bindung und Erkennung von mdC erfolgen liber zwei Wasserstoffbriicken
mit einer Histidin (H) und Arginin (R) Seitenkette in der katalytischen Tasche (siehe Abbildung 10).[3%
141] Ferner wurde beobachtet, dass das Enzym keinen direkten Kontakt mit der Methylgruppe eingeht,
wodurch genligend Platz fiir die weiteren Oxidationsprodukte fdC und cadC im aktiven Zentrum
sichergestellt wird.[**? Interessant ist diesem Zusammenhang auch, dass die Tet-Enzyme dT zu
5-Hydroxymethyl-2"-desoxyuridin (hmdU) zu oxidieren vermdgen.[**? Eine biologische Bedeutung des
enzymatisch generierten hmdUs ist bisher noch nicht bekannt. Kirzlich entwickelte Methoden zur
Sequenzierung von hmdU kdnnten einen groBen Beitrag zur Aufklarung der Funktion und der

Verteilung von hmdU im Genom liefern.[143 144

1.5.1 5-Hydroxymethyl-2'-desoxycytidin

Die epigenetische Modifikation hmdC wurde erstmals 1952 als Bestandteil des Genoms geradzahliger

(1451 |n Siugetieren wurde hmdC einige Jahre spéiter ebenfalls

T-Bakteriophagen beschrieben.
entdeckt.’*®! Die Mengen waren allerdings fragwiirdig hoch.® Da diese Werte in einer
weiterfiihrenden Studie nicht bestatigt werden konnten,™*”" wurde hmdC zunichst nur fiir einen

oxidativen Schaden von mdC gehalten.*®!
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Rao und Mitarbeiter konnten jedoch zeigen, dass hmdC durch enzymatische Oxidation aus mdC
gebildet wird.*?® Noch im selben Jahr konnten Heintz und Kriaucionis die Existenz der Modifikation in
der genomischen DNA von Sdugetieren bestdtigen und die Level an hmdC genauer bestimmen. Die
Studien ergaben einen hmdC-Gehalt von 0,1 % aller Cytidine in Stammzellen und einen Wert von 0,6 %
pro dC in Purkinje-Neuronen. %% Unter Zuhilfenahme der Liquid-Chromatography Tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS) wurden die Level an hmdC im Gehirn und weiteren Organen der Maus
bestimmt.[*>% 151 Dje untersuchten Gewebe zeigten deutliche Unterschiede in ihren hmdC-Werten. Das
humane Gehirn wies dabei mit 1,3 % die groRten hmdC-Werte auf.*>? Interessanterweise werden in
Tumoren vorwiegend geringere Mengen an hmdC gefunden, wahrend hohere Level an mdC
vorliegen.*>3Vermutlich verursacht der Sauerstoffmangel (Hypoxie) in Tumoren eine Reduktion der
Tet-Aktivitit, wobei weniger mdC zu hmdC oxidiert wird.[*>* Seit kurzem wird die Verteilung von hmdC
auch als diagnostischer Biomarker fiir bestimmte Krebsarten genutzt.[*>*) Wahrend somatische Zellen
konstante Werte an mdC von etwa 4-5 % aller Cytidine besitzen, wurde festgestellt, dass die Level an
hmdC gewebespezifisch und altersabhingig variieren.*>) Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Menge an hmdC nicht von der Expression des jeweiligen Gens abhangig ist. So weist das gleiche Gen,
trotz unterschiedlich starker Expression, in verschiedenen Geweben unterschiedliche Mengen an
hmdC auf.*>> ¢! Studien zeigten ebenfalls eine inverse Korrelation zwischen dem hmdC-Gehalt und
dem Grad des zelluliren Wachstums.[**®! Dies legt die Vermutung nahe, dass hmdC nur in
postmitotischen und ausdifferenzierten Zellen akkumuliert. Dagegen konnten Bachman et al. zeigen,
dass hmdC nach der Replikation mit Verzogerung neu gebildet wird, was auf einen
Erhaltungsmechanismus von hmdC hindeutet.!*>”) Untersuchungen zur Verteilung von hmdC konnten
zeigen, dass hmdC fast ausschlieRlich in CpG-Dinukleotiden auftritt.[*>®! Hierbei handelt es sich meist
um eine asymmetrische Hydroxymethylierung der CpG-Dinukleotide. Eine Hydroxymethylierung an
beiden Strdngen tritt nur in etwa 20 % der hmCpG-Stellen auf.[*>® 1 Die Modifikation wird in
Promotoren mit mittlerer Expression und durchschnittlicher CpG-Dichte gefunden.[*3% 19 Wihrend
mdC typischerweise mit Promotoren stillgelegter Gene assoziiert wird, markiert hmdC meist aktiv
transkribierte Gene.l'*¥ Inwieweit hmdC eine eigenstindige epigenetische Funktion ausiibt oder

vorwiegend als Intermediat der aktiven Demethylierung fungiert, bedarf weiterer Studien.

1.5.2 5-Formyl-2’-desoxycytidin und 5-Carboxyl-2"-desoxycytidin

Die nicht-kanonischen DNA-Bausteine fdC und cadC entstehen durch Tet-vermittelte Oxidation
ausgehend von mdC und kdnnten daher als Intermediate einer enzymvermittelten Demethylierung
fungieren.['?> 130 pfgffeneder et al. konnten erstmals fdC mit einer Haufigkeit von 0,02 % pro dG im
Genom von Stammzellen massenspektrometrisch nachweisen.?°! Kurze Zeit spater wurde auch cadC

als Tet-Oxidationsprodukt im Genom detektiert.[*3"
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Nur wenig ist bisher tiber cadC bekannt, welches mit etwa 0,002 % pro dG 10-mal seltener als fdC
vorkommt.[®> 1621 He et al. berichteten noch im selben Jahr, dass der Knockout der Thymin-DNA-
Glykosylase (Tdg) zu einem Anstieg der fdC und cadC-Menge fiihrt.*3* Eine weitere Studie zeigte, dass
diese Glykosylase fdC und cadC erkennt und ausschneiden kann.!*®3! Die beiden DNA-Modifikationen
kommen wesentlich seltener vor als hmdC. Der Grund hierfiir ist nicht ganz klar. Als Ursachen werden
eine schnelle Entfernung durch Tdg und eine ineffiziente Umsetzung von hmdC zu fdC und cadC
diskutiert.® Im Einklang mit einer effizienten Entfernung durch Tdg konnten in Tdg-Knockout mESCs
5-6-mal héhere Werte an fdC bzw. 8-9-mal mehr cadC detektiert werden.[*** Neben mESCs wurden
fdC und cadC auch in Neuronen und verschiedenen Geweben detektiert.!**> ! Die beiden DNA-
Modifikationen wurden ebenfalls in regulativen Elementen des Genoms gefunden. Darunter fallen
active Enhancer, die der Initiation der Transkription durch Rekrutierung von Protein-Komplexen an
Promotoren dienen und poised Enhancer, die zwar Ubergangsweise stillgelegt, aber bereit zur
Reaktivierung sind.'®® Unter Zuhilfenahme neuester Sequenziertechniken konnte so eine
Anreicherung von fdC und cadC an diesen Genompositionen in mESCs und in verschiedenen
embryonalen Geweben der Maus gezeigt werden.!*** 7] Neben der Funktion als Intermediate einer
aktiven Entfernung von mdC, kénnten fdC und cadC auch als eigenstidndige epigenetische Signale
fungieren. Diese Annahme ist im Einklang mit Interaktionsstudien von Proteinen aus Stammazellen,
neuronalen Vorlduferzellen und dem Gehirn. Es konnten unterschiedliche Reader-Proteine fir die
verschiedenen DNA-Modifikationen identifiziert werden, die eine Beteiligung der modifizierten
DNA-Bausteine an der DNA-Reparatur, der Regulation der Transkription und dem Chromatin-

Remodelling vermuten lassen.[16% 169

Die eigenstandige biologische Funktion wurde durch
Isotopenverfolgungsexperimente von Bachmann etal. und in Studien von Suetal ebenfalls
bekraftigt.'7® Sie zeigen, dass fdC, wie auch hmdC, eine teilweise stabile DNA-Modifikation ist.*”%
Weiterhin konnten Studien eine Destabilisierung des DNA-Duplexes durch fdC und cadC
beobachten.[*®®! Raiber et al. beschrieben, dass fdC Einfluss auf die DNA-Konformation nimmt.72
Allerdings berichtete im Gegensatz dazu eine weitere Gruppe, dass fdC nicht zu einer Anderung der
Konformation fiihrt.®® Die Unterschiede dieser Studien kénnten auf der Dynamik beruhen, die durch
die modifizierten DNA-Basen ausgelost wird. So konnte gezeigt werden, dass fdC die Flexibilitat der
DNA erh6ht und zu einer verbesserten mechanischen Stabilitdat der Nukleosomen fiihrt. Die Flexibilitat
der DNA wird bereits durch ein fdC erh6ht.'’®! Diese erhdhte Flexibilitidt sorgt fiir eine bessere
Zuganglichkeit DNA-modifizierender Proteine. In vitro Studien konnten weiterhin Schiff'sche-Base-
Konjugate zwischen fdC und Lysin-Seitenketten von Histon-Proteinen nachweisen.’* 7! Raiber et al.
konnten kiirzlich zeigen, dass fdC mit dem Histon H3 in mESCs eine kovalente Bindung eingeht und so
die Organisation der Nukleosomen steuert.[*’® Es konnte beobachtet werden, dass die fdC Histon H3

Interaktion Einfluss auf die Elongationsrate der RNA-Polymerase Il (RNAP I1) nimmt.!*7®!
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Wang etal. postulierten zuvor, dass fdC und cadC durch die RNAPIl erkannt werden und
ibergangsweise deren Aktivitit verlangsamen.!*”” Die RNAP Il erkennt bereits kleine Unterschiede an
der C5-Position von dC. Wahrend mdC und hmdC keine Anderungen zeigen, beeintrichtigen fdC und
cadC die Elongationsrate der RNAP 1.8 Dies kdnnte ein Zeitfenster zur Rekrutierung von Proteinen
zur Regulation der Transkription schaffen und einen Schlisselschritt zur Kontrolle der Genexpression

durch modifizierte DNA-Bausteine darstellen.

1.6 DNA-Demethylierung

In den vergangenen Jahren konnte eindeutig bewiesen werden, dass die DNA-Demethylierung
wahrend der Praimplantationsphase sowohl (ber replikationsabhdngige, als auch aktive
replikationsunabhdngige enzymatische Prozesse erfolgt. Allerdings konnte der relative Beitrag der
beiden Demethylierungswege und die dabei ablaufenden Mechanismen noch nicht vollstindig
verstanden werden. Darlber hinaus ist nicht klar, auf welche Weise die Tet-Enzyme zur aktiven
Demethylierung beitragen und ob der Beitrag der Dioxygenasen in den verschiedenen
Entwicklungsphasen variiert. Ebenso kdnnten Tet-unabhdngige aktive Mechanismen eine Rolle

spielen.

1.6.1 Passive DNA-Demethylierung

Das Methylierungsmuster wird wahrend der DNA-Replikation durch die maintenance
Methyltransferase Dnmt1 und dem Hilfsprotein Uhrfl aufrechterhalten.!’® 8% Kommt es zu einer
Beeintrichtigung der Erhaltungsmethylierung, wie beispielsweise beim Ubergang von primed nach
naive ESCs, erfolgt ein Verlust der Methylierung im Zuge der DNA-Replikation.*?? Uber mehrere
Replikationszyklen hinweg, kommt es auf diese Weise zu einer fortschreitenden, breiten und
unspezifischen Demethylierung. Demzufolge fihrt die Abwesenheit der Erhaltungsmethylierung oder
eine Storung der Aktivitat der Methyltransferasen zu einem replikationsabhangigen Verlust von mdC.
Dieser Prozess wird als passive DNA-Demethylierung bezeichnet. Auch die Tet-Enzyme kdnnten an
einer passiven Demethylierung beteiligt sein. Uber die Tet-Aktivitit werden die héher oxidierten dC-
Spezies hmdC, fdC und cadC, ausgehend von mdC generiert (siehe Abschnitt 1.5). Sie kdnnten die
Methylierung storen, was eine zielgerichtete passive Demethylierung ermoglichen wiirde. Es konnte
in der Tat gezeigt werden, dass Dnmtl CpG-Dinukleotide mit oxidierten dC-Derivaten anders
prozessiert. Dnmtl bevorzugt hemimethylierte {iber hmdC-, fdC- oder cadC-modifizierte
CpG-Stellen.!*818] Dagegen haben Dnmt3a und Dnmt3b eine vergleichbare Aktivitit fir mdC und
hmdC enthaltende CpG-Positionen,!*8% 182l wobei sich fdC sogar positiv auf die Aktivitit von Dnmt3a

auswirkt.[183!
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Aufgrund der veranderten Dnmt-Aktivitat an hmdcC, fdC oder cadC enthaltenden Positionen, kénnte
auf diese Weise eine Demethylierung im Zuge der DNA-Replikation trotz aktiver

Erhaltungsmethylierung stattfinden.

1.6.2 Dynamik nicht-kanonischer DNA-Bausteine in der Embryonalentwicklung

Kurz nach der Befruchtung werden die murine, wie auch die humane Zygote einer epigenetischen
Reprogrammierung unterzogen, die unter anderem eine globale Demethylierung des paternalen und
maternalen Genoms beinhaltet.® Bereits im Jahr 2000 wurde beobachtet, dass das mdC-Signal des
vaterlichen Genoms schneller abnimmt, als durch passive Verdiinnung im Zuge der DNA-Replikation

erklarbar. 12> 1261

Derzeit wird angenommen, dass dies durch eine Kombination aus
replikationsabhangiger Verdliinnung sowie Tet3-vermittelter Oxidation (aktiv) geschieht, wohingegen
die Demethylierung des maternalen Genoms vorwiegend in einer replikationsabhdngigen Weise
erfolgt.®® Abbildung 11A zeigt schematisch die Dynamik der DNA-Methylierung und der

Tet-Oxidationsprodukte in den frithen Entwicklungsstadien.
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£ ﬁ
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Abbildung 11: Dynamik der DNA-Methylierung vor der Implantation. A) In Praimplantationsembryonen werden
das maternale (hellblaue Linie) und paternale Genom (dunkelblaue Linie) Uber passive und aktive Prozesse
demethyliert. Der Verlauf der mdC-Oxidationsprodukte ist ebenfalls gezeigt (gestrichelte Linien). Im Stadium der
Blastozyste wird die Methylierung zurlickgewonnen. Dieser Prozess kann anhand der ESCs in vitro untersucht
werden. B) Schematische Darstellung der Expressionslevel der beteiligten Enzyme. Die Abbildung wurde nach

Wu et. al und Kohli et. al erstellt.[184 1851
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Der schnelle Verlust der Methylierung im paternalen Genom wird von einer Generierung der
DNA-Modifikationen hmdC, fdC und cadC begleitet,[**¢*%8! die anschlieBend replikationsabhingig aus
dem Genom entfernt werden.['87 18 1901 \Weiterhin werden im Stadium der Zygote sehr geringe
Expressionslevel an Tdg mRNA detektiert (Abbildung 11B),**" weswegen eine Demodifizierung durch
die Glykosylase unwahrscheinlich erscheint. Im Einklang damit ist auch die Detektion von fdC und cadC
bis hin zum 4 Zell-Stadium.'®”" Interessanterweise sterben Tdg Knockout-Mause am
Embryonalentwicklungstag 11,5. Die katalytische Aktivitdit von Tdg scheint daher erst zu einem
spiteren Zeitpunkt der Entwicklung essentiell zu sein.'®! Bekannt ist, dass die Bildung der
mdC-Oxidations-produkte durch Tet3 katalysiert wird.[*8% 188 1921 |m maternalen Genom sind ebenfalls
detektierbare Mengen der oxidierten mdC-Derivate vorzufinden. Allerdings sind die Level wesentlich
geringer,18¢188] wverden aber ebenfalls durch eine Tet3-vermittelte Oxidation generiert.['* 1% Der
Unterschied resultiert vermutlich aus einer Interaktion von Stella mit Tet3, was die enzymatische
Aktivitat der Dioxygenase inhibiert.**! Die globalen Level an mdC erreichen im Stadium der Blastozyste
den niedrigsten Wert. Im korrespondierenden in vitro Modell, den naiven ESCs, liegt mit 1 % aller dC
eine Hypomethylierung des Genoms vor.’® Erst nach Implantation wird das Methylierungsmuster
wieder eingefiihrt, wobei die entsprechenden primed Kulturen Methylierungswerte von 4-5 % aller dC
aufweisen.’® 11 Amouroux et al. konnten kiirzlich zeigen, dass die Entfernung von Tet3 eine
Akkumulation von hmdC verhindert, aber nicht den frithen Verlust des paternalen mdC abwendet.[*¢!
Ein alternativer Mechanismus der DNA-Demethylierung wurde daher angenommen. Im weiteren
Verlauf dieser Studien wurden Hinweise erbracht, dass die Tet3-vermittelte Oxidation zur
Sicherstellung der DNA-Demethylierung dienen kdnnte und auf diese Weise neu eingebrachtes mdC
lokusspezifisch durch Oxidation zu hmdC entfernt.'*® Eine positionsabhingige Oxidation kénnte die
DNA-Methylierung zum einen entfernen und zum anderen an definierten Positionen, wie imprinted
Genen, erhalten.®71%! Weitere Studien sind notwendig um die ortsspezifischen Anderungen und

essentiellen Faktoren dieses komplexen Prozesses hinreichend genau zu erfassen.

1.6.3 Aktive DNA-Demethylierung

Eine aktive Demethylierung wurde, wie im Abschnitt 1.6.2 beschrieben, bereits in der Zygote
beobachtet.[?> 1881921 Ehenso wurde in postmitotischen Zellen des Gehirns und bei Anderungen des
Zellschicksals eine lokusspezifische aktive Demethylierung gezeigt.?°> 2°% Auf welchem Weg die
Demethylierung in diesen Systemen erfolgt, ist jedoch nicht vollstandig geklart. In Pflanzen kdnnen die
DNA-Glykosylasen der Repressor Of Silencing 1 (ROS1)/DEMETER (DME) Familie mdC direkt aus dem
Genom ausschneiden und so kanonisches dC (ber die Basenexzisionsreparatur (BER)
zuriickgewinnen.? |n Siugetieren wurden derartige Enzyme nicht identifiziert, weswegen die

Methylierung auf einem anderen Weg aus der genomischen DNA entfernt werden muss.
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Seit der Entdeckung der Tet-Dioxygenasen riickten die hohere oxidierten dC-Derivate, im Besonderen
fdC und cadC, als Intermediate einer aktiven Demethylierung immer mehr in den Fokus. Durch die
Entdeckung der Glykosylaseaktivitdt von Tdg gegeniiber fdC und cadC, wurde vermutet, dass die BER
an der aktiven Demethylierung ebenfalls beteiligt ist.[¢> 2% |n diesem Kapitel werden daher drei
mogliche Reaktionswege einer aktiven Demethylierung naher beleuchtet. Zwei davon beziehen die
BER mit ein, der andere Weg basiert auf einer direkten C-C Bindungsspaltung. Diese potentiellen

aktiven Demethylierungswege sind in Abbildung 12 dargestellt.

(C Direkter C-C Bindungsbruch )
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Abbildung 12: Wege der aktiven Demethylierung. Die nicht-kanonischen Bausteine mdC und hmdC kénnten
durch Desaminierung zu dT bzw. 5-Hydroxymethyl-2‘-desoxyuridin (hmdU; blau) entfernt werden. Weitere
Moglichkeiten sind die Demodifikation von fdC bzw. cadC lber die BER (violett) und die direkte Demodifikation
Uber einen C-C Bindungsbruch (griin). Der C-C Bindungsbruch wirde zur Freisetzung von Formaldehyd (hmdC),
Ameisensdure (fdC) oder Kohlenstoffdioxid (CO,) fiihren. Alternativwidre auch eine Ubertragung auf

unterschiedliche Akzeptormolekiile denkbar.

1.6.3.1 Aktive Demethylierung durch Tdg-vermittelte BER

Es wird vermutet, dass die BER neben ihrer Hauptaufgabe, der Reparatur der DNA, auch an der aktiven
Demethylierung beteiligt ist. Dabei wird die modifizierte Base mittels schadenspezifischer
Reparaturglykosylasen unter Ausbildung einer abasischen Stelle ausgeschnitten. Diese Enzyme spalten
die N-glykosidische Bindung zwischen der Desoxyribose und der modifizierten bzw. fehlgepaarten
Base. Unter den Glykosylasen der BER wird zwischen mono- und bifunktionalen Glykosylasen

unterschieden.
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Wahrend monofunktionale Glykosylasen eine apurine oder apyrimidine (AP)-Stelle generieren, die
weiter durch die Endonuklease Apurinic/Apyrimidinic-Endonuclease 1 (Apel) prozessiert wird,
besitzen die bifunktionalen Glykosylasen eine Lyase-Aktivitdt. Diese filihrt zu einer P- oder
[, 0-Eliminierung der abasischen Stelle. Die monofunktionale DNA-Glykosylase Tdg ist nach ihrer
Fahigkeit benannt dT:dG Fehlpaarungen im Rahmen der BER zu prozessieren. AnschlieBende Exzision
der fehlgepaarten Base durch die Glykosylase wiirde durch Ausbildung einer abasischer Stelle zu
gefahrlichen Einzelstrangbriichen und im symmetrischen CpG-Kontext sogar zu einem
Doppelstrangbruch fithren. Zahlreiche Studien lassen die Vermutung zu, dass methyliertes Cytidin im
Zuge der aktiven Demethylierung schrittweise durch die Tet-Enzyme oxidiert wird. Die hoher
oxidierten Derivate fdC bzw. cadC werden dabei durch Tdg aus dem Genom entfernt und
unmodifiziertes Cytidin kdnnte so zuriickgebildet werden.!*3® 631 Tdg gehért zur Familie der Uracil-
DNA-Glykosylasen, die fehlgepaarte oder oxidierte Basen aus der doppelstrangigen DNA herausdrehen
(Base flipping) und die glykosidische Bindung spalten kdnnen. Die steigenden Werte von fdC und cadC
im Knockout der Glykosylase deuten darauf hin,*3® dass die BER an der aktiven Demethylierung
beteiligt sein kdnnte.!?* Die nachweisliche Entfernung von fdC und cadC durch Tdg ist der bislang
populdrste Weg der aktiven Demethylierung. Die schnellere Exzision von fdC und cadC, verglichen mit
der Entfernung von dT,*®% |4sst spekulieren ob die Prozessierung dieser Fehlpaarungen nicht die
eigentliche Aufgabe von Tdg ist. Im Gegensatz zu anderen Glykosylasen interagiert Tdg mit
Transkriptionsfaktoren,?®! den Dnmts,!?°®! Tet1 und Histon-modifizierenden Enzymen.?°7-2%°! Zudem
arbeitet Tdg mit Apel zur Prozessierung der abasischen Stelle im Zuge der BER zusammen. Weiterhin
gibt es Hinweise, dass die bisher als eigenstandige bifunktionale DNA-Glykosylasen beschriebenen
Enzyme Nei endonuclease Vlli-like (Neil) 1 und 2 im Zusammenspiel mit Tdg die Prozessierung der
abasischen Stelle beschleunigen kénnten.?®! Neil3 ist iiberwiegend als monofunktionale Glykosylase
bekannt und fiihrt zu einer B-Eliminierung.’?** 22l Neil1 und Neil2 sind bifunktionale Glykosylasen, die
oxidativ geschadigte Pyrimidine sowie chemisch veranderte Purine aus der DNA ausschneiden.?*?
Leonhardt und Mitarbeiter folgerten aus ihren Studien, dass Neill und Neil2 redundant mit Tdg
arbeiten kdnnten.'?**! Schomacher et al. bestritten dies und schlugen vor, dass Tdg die bifunktionalen
Glykosylasen anstelle von Ape1l rekrutiert, um die Desoxyribose schneller zu prozessieren.!**% In vitro
Studien von Slyvka et al. konnten zeigen, dass NEIL1 die Aktivitdt von Tdg stimuliert, was die

Beobachtungen von Schomacher et al. unterstiitzt.?*>
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1.6.3.2 Aktive Demethylierung durch Desaminierung

Ein weiterer potentieller Weg der Demethylierung lauft Giber eine enzymatische Desaminierung ab. Als
potentielle Desaminasen wurden die Enzyme der Activation Induced cytidine Deaminase (Aid)/
Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-like (Apobec)-Familie vorgeschlagen.!*8*
211 Durch eine Desaminierung von dC, mdC und hmdC, entstehen 2’-Desoxyuridin (dU), dT und hmdU
fehlgepaart mit dG. Die so entstandene Fehlpaarung konnte anschliefend durch DNA-Glykosylasen im
Zuge der DNA-Reparatur behoben und unmodifiziertes dC zuriickgewonnen werden. Resultierende
dT:dG Fehlpaarungen kénnten durch die Glykosylasen Tdg oder Methyl-CpG-binding protein 4 (Mbd4)
repariert werden.?*3! Die Desaminase Aid arbeitet jedoch vorwiegend auf einzelstrangiger und nicht
auf doppelstriangiger DNA.[2*¢218] Weiterhin desaminiert Aid bevorzugt dC zu dU und im geringeren
MaRe mdC zu dT.?**! Allerdings konnte durch Knockout von Aid in B-Zellen ein Effekt auf die mdC-
Werte erzielt werden. Durch Aid-vermittelte Desaminierung von dC zu dU werden auf diese Weise die
Class Switch Recombination und die somatische Hypermutation ausgeldst.??% 22!] Bezugnehmend auf
diese Beobachtungen wurde ein indirekter Mechanismus postuliert, der eine Desaminierung mit
grofRraumiger DNA-Reparatur verbindet, wobei eine punktartige Desaminierung auch zur Entfernung
benachbarter mdC fiihren kénnte.??? 223! Dies wiirde zu einer umfassenderen DNA-Demethylierung
fiihren.*®® Weitere Studien konnten in vitro keine Desaminierung von hmdC und fdC zeigen.[216 219,224
Ebenso ist eine Beteiligung von Aid an der DNA-Demethylierung umstritten.??>22’] Eine
Demethylierung im Gehirn von Mausen wurde mit einer BER-gekoppelten Desaminierung in
Verbindung gebracht, da ein Komplex bestehend aus Aid, Tdg und Gadd45a entdeckt wurde. Die
Aktivitit von Aid konnte jedoch nicht direkt nachgewiesen werden.*®"! Rai et al konnten zeigen, dass
Aid in Zebrafischen durch Desaminierung eine aktive Demethylierung des Genoms einleitet.??®! Diese
Beobachtungen wurden jedoch bald darauf in Frage gestellt.??!

Eine Desaminierung von hmdC zu 5-Hydroxymethyl-2‘-desoxyuridin (hmdU) ist generell denkbar.
hmdU:dG Fehlpaarungen kénnen durch die Glykosylasen Tdg, Mbd4 und Single-strand-selective
monofunctional Uracil-DNA glycosylase 1 (Smugl) prozessiert werden.”*3! Neben der Rolle als
oxidativer Schaden kdnnte hmdU auch eine regulative Funktion innehaben. In einer Studie wurden
Aid/Apobec in HEK-Zellen uberexprimiert, wodurch in kotransfizierten hmdC enthaltenden
Reporterstrangen hmdU generiert wurde.'?*” Daraufhin wurde vermutet, dass hmdU als Intermediat
der aktiven Demethylierung fungiert. Obwohl eine Studie Hinweise zugunsten einer Aktivitat der
Desaminasen gegeniiber hmdC sammeln konnte,'?°” wurde in einer weiteren Studie nur eine geringe
Aktivitit dieser Enzyme festgestellt.?*®) Mit Hilfe einer Isotopenverfolgungsstudie konnte
massenspektrometrisch die Generierung von hmdU durch eine Tet-vermittelte Oxidation von dT

nachgewiesen werden. Ein geringer Beitrag einer Desaminierung von hmdC wurde nur in Abwesenheit

von Tdg beobachtet.!**?!
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Auf diese Weise generiertes hmdU ist vermutlich nur fiir eine kurze Zeit in der Zelle vorhanden. So
[asst sich zusammenfassend sagen, dass diese Ergebnisse die Idee der aktiven Demethylierung durch
Desaminierung von dC zu dU, mdC zu dT bzw. hmdC zu hmdU eher in Frage stellen. Aufgrund der
widersprichlichen Daten ist eine eindeutige Aussage (ber eine Beteiligung der Desaminierung, und

damit einhergehender Reparatur, an der aktiven Demethylierung nicht zu treffen.

1.6.3.3 Aktive Demethylierung iiber einen direkten C-C Bindungsbruch

In der Zygote findet die aktive Demethylierung aufgrund der niedrigen Expressionslevel vermutlich
unabhingig von Tdg statt (siehe Abschnitt 1.6.2).1*%%! Dies ldsst vermuten, dass es auch einen weiteren
Weg zur Entfernung von mdC geben kénnte. In der Theorie sind C-C Bindungsbruchreaktionen der C5-
Position von hmdC, fdC und cadC mit steigender Wahrscheinlichkeit chemisch méglich.?3% Dies wiirde
den Reparaturweg der BER umgehen und unmodifiziertes dC ohne die Entstehung mutagener
abasischer Stellen oder gefahrlicher Strangbriiche wiederherstellen. Entsprechend konnten die
beteiligten Enzyme die katalytische Aktivitat einer Dehydroxylase, Deformylase oder Decarboxylase
aufweisen. Das Vorkommen oxidativ demethylierender, deformylierender und decarboxylierender
Enzyme in der Natur ist bereits bekannt. Bereits gut untersucht wurde die oxidative Demethylierung
der Lysin-spezifischen Demethylasen und der Jumonji-Enzyme.?** Ahnlich der Tet-Enzyme
katalysieren die Jumonji-Dioxygenasen die Demethylierung der Lysin-Seitenketten von
Histonfortsatzen in Abhingigkeit von Fe" und a-Ketoglutarat.?*? In Prokaryoten und Organellen
fungieren Deformylasen als wichtiger Bestandteil der Proteinbiosynthese. Zur Initiation der Translation
wird in diesen Organismen eine N-terminale Formyl-Gruppe an der Aminosaure Methionin genutzt
und cotranslational mit Hilfe einer Peptid-Deformylase wieder entfernt.?33

In allen hier genannten Fallen ist die Formyl-Gruppe jedoch haufig an ein Heteroatom gebunden, was
die Entfernung der Modifikation ermdglicht. Im Falle von fdC bzw. cadC liegt eine Bindung an ein
aromatisches Csp?-Zentrum vor, was eine Defunktionalisierung bedeutend erschwert. Eine solche
Aktivitat ist nur als Redoxprozess denkbar. So wurde bereits fiir die Lanosterin-Demethylase und die
Aldehyd-deformylierende Oxygenase eine Deformylierung an einem Csp3-Zentrum beobachtet.[234-23¢]
Die Deformylierung der Lanosterin-Demethylase ist ein wesentlicher Bestandteil der Cholesterin-
Biosynthese.l*¥ Dieses Enzym nutzt das Fe'-Peroxyl-Anion des Kofaktors Him zum nukleophilen
Angriff an der Formyl-Gruppe des Lanosterins, woraufhin Formiat freigesetzt wird.??>”) Ein besonderes
Beispiel einer Decarboxylase ist die Isoorotat-Decarboxylase (IDCase) aus Neurospora crassa, die eine
Demodifikation an der C5-Position eines Pyrimidins katalysiert.?*®! Im Zuge des Thymine Salvage
Pathways wird Thymin zu Isoorotat umgewandelt. Durch schrittweise Oxidation der Basen wird
Thymin zunachst Gber 5-Hydroxymethyluracil (hmU) und 5-Formyluracil (fU) zu 5-Carboxyluracil (caU)

bzw. Isoorotat oxidiert.
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1 Einleitung

Dies wird durch eine o-Ketoglutarat abhingige Fe'"-Oxygenase, Thymine-7-Hydroxylase (T7H),
katalysiert, die dhnlich der Tet-Enzyme arbeitet.!?>®! Mit Hilfe der IDCase wird die Base caU schlieRlich
zu Uracil (U) decarboxyliert. Diese mechanistisch vollig unklare Reaktion wird vermutlich durch das Zn"
des aktiven Zentrums und einem Wassermolekiil das als Nukleophil fungiert, katalysiert. Abbildung 13
zeigt den Katalysezyklus der IDCase und das aktive Zentrum co-kristallisiert mit dem Inhibitor 5-Nitro-
U.12%8] Eine geringe Decarboxylaseaktivitit der IDCase gegeniiber des Nukleosids cadC konnte bereits

beobachtet werden.[?4%
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Abbildung 13: Decarboxylierung eines Pyrimidins im Zuge des Thymine Salvage Pathway. Das Schema zeigt die
schrittweise Oxidation von T zu caU katalysiert durch die Thymine-7-Hydroxylase (T7H). Im nachsten Schritt
decarboxyliert die Isoorotat-Decarboxylase (IDCase) Isoorotat (caU) zu U, welches zur Nukleotid-Biosynthese der
Pyrimidine genutzt wird. Mittig befindet sich die Kristallstruktur des aktiven Zentrums der IDCase mit dem

Inhibitor 5-Nitro-U. Die PyMOL-Struktur (PDB: 4HK6) wurde nach Carell et al. erstellt.!8> 240

Ein vergleichbares eukaryotisches Enzym konnte bisher noch nicht identifiziert werden. Die nachsten
verwandten humanen Proteine sind die a-Amino-f-carboxymuconate-&-semialdehyde decarboxylase
(ACMSD) und die Cytosin-Desaminasen.®> 241242 Dje direkte Entfernung der Carboxylgruppe des cadC
durch eine putative Decarboxylase ware der eingangigste und mechanistisch einfachste Weg. Bei der
Suche nach dem Enzym mit Deformylase oder Decarboxylaseaktivitat stieS man paradoxerweise auf
die Dnmts. In vitro Studien mit bakteriellen C5-MTasen, sowie den entsprechenden murinen und
humanen Enzymen, gelang die Detektion einer Decarboxylierung von cadC.?**! Eine weitere in vitro
Studie konnte eine geringe Decarboxylaseaktivitat fir DNMT3A und DNMT3B zusammen mit DNMT3L

in Abwesenheit physiologischer Mengen des Kofaktors SAM beobachten. 243 244!
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Chen et al. berichteten in diesem Zusammenhang ebenfalls von einer reversiblen Umwandlung von
hmdcC in kanonisches dC in Abwesenheit von SAM.12*> 2481 Allerdings scheint dieser Weg aufgrund der
hohen intrazelluldren SAM-Konzentration eher unwahrscheinlich. Zudem konnte in vivo bisher kein
Hinweis auf eine Beteiligung der Dnmts an der aktiven Demethylierung erbracht werden.
Schiesser et al. fanden jedoch Hinweise, dass die Decarboxylierung (iber einen Dnmt-dhnlichen
Mechanismus (siehe Abschnitt 1.4.1) erfolgen kdnnte. In diesen Studien imitiert ein Thiol die Cystein-
Seitenkette der hypothetischen Decarboxylase und fiihrt einen nukleophilen Angriff an der C6-Position
durch, woraufhin die Desaturierung der C5-C6 Bindung die Eliminierung von CO; erleichtert.?3"
Dariber hinaus konnte bei der Inkubation eines cadC-haltigen Oligonukleotids in Stammzelllysat eine
Decarboxylaseaktivitit beobachtet werden.?*”” Eine kirzlich veréffentlichte Isotopen-
verfolgungsstudie von /wan et al. unterstiitzt die Idee eines direkten C-C Bindungsbruchs in vivo.
Hierzu wurden isotopen- und Fluor-markiertes fdC in Stammzellen sowie verschiedenen somatischen
Zellen eingebracht und die Entstehung des Deformylierungsprodukts massenspektrometrisch verfolgt.
Die erhaltenen Daten deuten eher auf eine Deformylierungs- als eine Decarboxylierungsreaktion

hin.!%! Die Identitat der putativen Deformylase blieb jedoch ungeklart.

28



2 Zielsetzung

2 Zielsetzung

Seit ihrer Entdeckung im frihen 20. Jahrhundert, etablierte sich die nicht-kanonische DNA-Base
5-Methylcytosin zur am besten charakterisierten epigenetischen DNA-Modifikation. Diese und die
oxidierten Derivate 5-Hydroxymethylcytosin, 5-Formylcytosin und 5-Carboxylcytosin wird eine
fundamentale Rolle bei der Steuerung zahlreicher biologischer Prozesse, wie der Genregulation und
der epigenetischen Reprogrammierung zugeschrieben. Wahrend der Prozess der DNA-Methylierung
bereits gut untersucht wurde, ist die Entfernung von mdC noch nicht vollstandig verstanden. Jiingste
Entdeckungen ziehen zwei potentielle Wege der DNA-Demethylierung in Betracht: Der erste Weg flihrt

Uber den Weg der Basenexzisionsreparatur und der Zweite (iber einen direkten C-C Bindungsbruch.

Diese Arbeit befasst sich vorranging mit der Untersuchung der aktiven Demethylierung liber eine
C-C Bindungsbruchreaktion in Form einer Deformylierung bzw. einer Decarboxylierung (Kapitel 3.1).
Als Sondenmolekiile wurden isotopenmarkiertes 5-Formyl-2‘-desoxycytidin (fdC) und ein 2‘-fluoriertes
fdC-Derivat synthetisch hergestellt. Durch Einbringung der Markierung in verschiedene somatische
und pluripotente Zelllinien sollte zunadchst die Existenz der C-C Bindungsbruchreaktion in diesen
Organismen nachgewiesen und der Metabolismus des inkorporierten, modifizierten DNA-Bausteins
massenspektrometrisch verfolgt werden. Nach dem Nachweis des C-C Bindungsbruchs sollten der
Mechanismus aufgeklart und die beteiligten Enzyme identifiziert werden. Hierfiir sollten verschiedene

Knockout-Zelllinien und Inhibitor-Strategien genutzt werden.

Als zweites Thema sollte die Entfernung der oxidierten Cytidin-Spezies fdC und cadC Uber die
Basenexzisionsreparatur naher beleuchtet werden (Kapitel 3.2). Im Arbeitskreis wurde hierfiir ein
Derivatisierungsreagenz zur massenspektrometrischen Quantifizierung der BER-Intermediate
entwickelt. Diese sensitive Methode soll zur genauen Bestimmung von abasischen Stellen und
B-Eliminierungsprodukten in vitro und in vivo optimiert werden. Mittels stabiler Isotope sollten die
entstandenen BER-Intermediate nach Einbringung markierter DNA-Bausteine ins Genom pluripotenter
Zellen quantifiziert werden. Weiterhin sollte eine Quantifizierung der Intermediate in Knockout-Linien

Aufschluss auf die Beteiligung der BER an der aktiven Demethylierung geben.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Erforschung eines alternativen DNA-Demethylierungsweges tiber
die direkte Entfernung von mdC im Zuge der DNA-Reparatur (Kapitel 3.3). Mittels Zugabe von
isotopenmarkiertem 3CDs-L-Methionin zum Kulturmedium der Zellen, sollte eine *CDs-Markierung an
der Methylgruppe von mdC eingefiihrt werden, was eine massenspektrometrische Verfolgung des
Katabolismus ermoglichen sollte. Grundlage dieser Messung ist eine bereits im Arbeitskreis Carell

etablierte Isotopenverfolgungsmethode.
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Die Generierung von *CDs-mdU aus *CDs-mdC sollte in pluripotenten Zellen wihrend des Ubergangs
vom Praimplantations- zum Postimplantationsepiblasten naher betrachtet werden. Durch die
Generierung verschiedener Zelllinien unter Verwendung der CRISPR-Cas9 Genomeditierungstechnik
sollten mogliche DNA-Reparaturwege zur Entfernung von mdC und Generierung von genomischem

13CD3-mdU betrachtet werden.
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3 Ergebnisse und Publikationen

3.1 Studien zur DNA-Demethylierung iiber eine C-C Bindungsbruchreaktion

Zahlreiche Mechanismen wurden bereits fiir die DNA-Demethylierung von mdC und seinen
Oxidationsprodukten postuliert. Dieses Kapitel befasst sich mit dem Nachweis eines alternativen
DNA-Demethylierungsweges Uber eine C-C Bindungsbruchreaktion. Dieser Weg konnte (iber eine
direkte Demodifikation in Form einer Deformylierung von fdC oder einer Decarboxylierung von cadC
erfolgen, was zum Verlust der Aldehyd- bzw. Carboxy-Funktion und so zuriick zu dC fihren

wiirde (Abbildung 14).

( Direkter C-C Bindungsbruch )
- o,
- HCO H -co,
NH, NH, ? NH, O
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Abbildung 14: DNA-Demethylierung liber einen C-C Bindungsbruch. Das Schema zeigt die Riickgewinnung von

kanonischem dC Uber eine direkte Deformylierung von fdC bzw. Decarboxylierung von cadC.
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3.1.1 Umwandlung von 5-Formyldesoxycytidin zu Desoxycytidin liber einen C-C Bindungsbruch in

lebenden Zellen

,5-Formylcytosine to cytosine conversion by C-C bond cleavage in vivo“ Katharina Iwan,”

René Rahimoff, Angie Kirchner,¥ Fabio Spada,” Arne S. Schroder, Olesea Kosmatchev,

Shqiponja Ferizaj, Jessica Steinbacher, Edris Parsa, Markus Miller & Thomas Carell

#: Diese Autoren haben zu gleichen Teilen beigetragen.

Prolog

Schréder et al. konnten in einer vorangehenden Veroéffentlichung zeigen, dass 2°-(R)-fluorierte
Nukleoside von Tdg nicht als Substrat erkannt, jedoch von Polymerasen in die DNA eingebaut werden
kénnen.?*¥! Demnach bieten fluorierte Nukleoside einen vielversprechenden Ansatz die Entfernung
von fdC bzw. cadC in Abwesenheit der Basenexzisionsreparatur zu betrachten. Im nachfolgenden
Manuskript  wird  2°-(R)-Fluoro-5-formyl-2’-desoxycytidin  (F-fdC), sowie isotopenmarkiertes
[**Cs][*°N,]-5-Formyl-2’-desoxycytidin ([*3Cs][**N,]-fdC), in das Genom von Siugetierzellen eingebracht
und der Metabolismus dieser fdC-Derivate mittels UHPLC-MS/MS verfolgt (Abbildung 15). Hierdurch
konnte quantitativ gezeigt werden, dass nach Einbringung der fdC-Nukleoside eine direkte
Umwandlung in unmodifiziertes 2’-(R)-Fluorodesoxycytidin (F-dC) bzw. [**Cs][**N,]-dC stattfindet.
Diese C-C Bindungsbruchreaktion kdnnte einen alternativen Demethylierungsweg darstellen der ohne

die Bildung von DNA-Schaden ablauft.
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Abbildung 15: Studien zum C-CBindungsbruch mit Hilfe der fluorierter und isotopenmarkierter
Sondenmolekiile. Nach Einbringung in lebende Zellen, Isolation der genomischen DNA und enzymatischem

Verdau, wird eine Demodifizierung von fdC zu dC mittels UHPLC-MS/MS beobachtet.
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Autorenbeitrag

Alle verwendeten Zelllinien wurden von mir kultiviert. Die Isotopenmarkierungsexperimente und die
Fitterung der fluorierten Nukleoside wurden von mir entworfen und durchgefiihrt. Erste
Markierungsexperimente mit F-fdC bzw. F-dC und die Studie zur Vitamin C Behandlung, wurden von
Fabio Spada vorgenommen. Weiterhin wurde die genomische DNA aller Proben von mir isoliert. Die
Extraktion des l6slichen Nukleosid- bzw. Nukleotidpools wurde von mir in Zusammenarbeit mit
Shqgiponja Ferizaj vorgenommen. Die erhaltenen Daten wurden von den Erstautoren, gemeinsam mit
Thomas Carell, interpretiert. Weiterhin war ich an der Abfassung des Manuskriptes beteiligt. Eine

detaillierte Auflistung der Autorenbeitrdge ist im nachfolgenden Manuskript zu finden.

Lizenz

Kopie der Publikation mit Erlaubnis des Verlags; Copyright 2017 Springer Nature.
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5-Formylcytosine to cytosine conversion by C-C
bond cleavage in vivo

Katharina lwan'2®, René Rahimoff2®, Angie Kirchner"2®, Fabio Spada'2®, Arne S Schréder’,
Olesea Kosmatchev', Shqgiponja Ferizaj', Jessica Steinbacher, Edris Parsa’, Markus Miiller’
& Thomas Carell™

Tet enzymes oxidize 5-methyl-deoxycytidine (mdC) to 5-hydroxymethyl-dC (hmdC), 5-formyl-dC (fdC) and 5-carboxy-dC
(cadC) in DNA. It was proposed that fdC and cadC deformylate and decarboxylate, respectively, to dC over the course of
an active demethylation process. This would re-install canonical dC bases at previously methylated sites. However, whether
such direct C-C bond cleavage reactions at fdC and cadC occur in vivo remains an unanswered question. Here we report the
incorporation of synthetic isotope- and (R)-2’-fluorine-labeled dC and fdC derivatives into the genome of cultured mammalian
cells. Following the fate of these probe molecules using UHPLC-MS/MS provided quantitative data about the formed reaction
products. The data show that the labeled fdC probe is efficiently converted into the corresponding labeled dC, most likely after
its incorporation into the genome. Therefore, we conclude that fdC undergoes C-C bond cleavage in stem cells, leading to the

© 2017 Nature America, Inc., part of Springer Nature. All rights reserved.

direct re-installation of unmodified dC.

of DNA-binding factors with the genome, thus affecting

gene expression and chromatin structure'?. The primary
and most prevalent modification is methylation to mdC, which
in mammals is catalyzed by the DNA methyltransferases Dnmt1,
Dnmt3a and Dnmt3b, at least partly in co-operation with the cata-
Iytically inactive Dnmt3l®. Because Dnmtl is a maintenance methyl-
transferase that copies the methylation pattern during replication,
the information that this pattern conveys is inherited through cell
division. Genomic mdC can be iteratively oxidized to hmdC*,
fdC%” and cadC”® by the Ten-eleven translocation (Tet) family of
o-ketoglutarate-dependent dioxygenases (Fig. 1a). These oxidized
cytidine derivatives are prominently detected in DNA isolated from
neuronal tissues®*'® and in the genome of embryonic stem cells
(Fig. 1b), in which their levels change during differentiation*”!!. For
example, hmdC can reach levels of up to 1.3% per deoxyguanosine
(dG) in DNA isolated from brain'2. Although the presence of mdC
and hmdC is believed to influence the transcriptional activity of
genes'>!, no clear function has yet been assigned to the higher oxi-
dized modifications fdC and cadC. Recent reports, however, show
that fdC is a stable', or at least semi-stable'®, base in the genome.
These discoveries and the identification of specific reader proteins
that recognize fdC and cadC suggest that they might have regulatory
purposes as well'7-2°. So far, however, f{dC and cadC are mainly con-
sidered to be intermediates of an active demethylation process that
allows cells to replace mdC by a canonical dC nucleotide?*-22. One
such scenario involves fdC and cadC as substrates of the thymine-
DNA glycosylase (Tdg), which cleaves the corresponding glyco-
sidic bond. This converts fdC and cadC into abasic sites, which are
further processed through base excision repair (BER) as depicted
in Figure la. This Tdg-initiated process establishes an active de-
methylation pathway, ultimately incorporating unmodified dC
nucleotides at former fdC and cadC sites®?. A problem associated
with this mechanism is that the removal of every mdC creates a
potentially harmful single-strand break intermediate. If an mdC is
close to the first in the opposite DNA strand, even double strand
breaks may be generated. In addition to these concerns, it was shown

I\/\ odification of genomic cytosine modulates the interaction

that both maternal and paternal genomes of mouse zygotes undergo
active demethylation independently of Tdg?. To explain such an
excision-independent demethylation and provide an alternative to
generating harmful repair intermediates, it was suggested that fdC
and cadC may directly deformylate and decarboxylate, respectively,
under C-C bond cleavage (Fig. 1a)**. Indeed, chemical pathways
that allow such a direct deformylation and decarboxylation of fdC
and cadC have been described?*?. These pathways involve addi-
tion of a helper nucleophile to the C6 position of fdC and cadC
in a Michael-addition-type reaction followed by deformylation or
decarboxylation and final elimination of the helper nucleophile®.
The chemistry is therefore quite similar to the known reaction
mechanisms employed by the Dnmt proteins®. Although chemically
plausible, it is unclear whether such direct C-C bond cleavage reac-
tions occur within the genome?:. This process would provide a new
and harmless way to convert mdC back into dC in the genome with-
out forming potentially harmful abasic site intermediates.

Here we report a sensitive MS-based isotope tracing study inves-
tigating whether a C-C bond cleavage reaction occurs on fdC bases
(Fig. 1c). We supplemented the medium of cultured mammalian
cells with synthetic isotope- and fluorine-labeled fdC derivatives to
metabolically integrate the nucleosides as reporter molecules into
their genome. After isolation of the genomic DNA, the levels of the
modified dC derivatives were measured by ultra-high performance
liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry
(UHPLC-MS/MS), thereby tracing isotopically or fluorine-labeled
dC derivatives.

RESULTS

Isotopically labeled fdC is directly converted into dC

We started the study with a [BC;][**N,]fdC (1; Fig. 2a), in which all
five C-atoms of the ribose ring were exchanged with '*C and the two
in-ring nitrogen atoms replaced with N (Supplementary Note).
This provides compound 1, which is seven mass units heavier than
naturally occurring fdC and hence easily distinguishable by MS. The
large mass difference allows exact tracing of all transformations that
may take place on this base with high sensitivity, because the natural

'Center for Integrated Protein Science Munich CiPSM at the Department of Chemistry, Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen, Munich, Germany.
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Figure 1| Isotope tracing studies. (a) Suggested pathways of active demethylation. Thymine-DNA glycosylase (Tdg)-based cleavage of the glycosidic
bond of 5-formyl-dC (fdC) and 5-carboxy-dC (cadC) results in an abasic site, which initiates a BER process that leads to the replacement of fdC and cadC
by canonical dC (blue). Deformylation of fdC (~HCOOH) and decarboxylation (-CO,) of cadC provides dC directly (red). (b) UHPLC-coupled MS/MS
experiments allow exact quantification of various dC derivatives in mESCs. Mean and s.d. of technical triplicates from two independent cultures are shown.
() Schematic depiction of the feeding experiment using synthetic isotope and fluorine-labeled fdC derivatives, which are metabolically integrated into the

genome. @ =3C atoms.

abundance of such highly isotopically modified dC derivatives is
essentially null. Possible transformations are the deformylation of
1 to [*C,][**N,]dC (2) and its deamination to [PC,]["*N,]dU (3),
followed by methylation of 3 to [*C,][*N,]dT (4). Alternatively,
compound 1 can deaminate to [*C,][**N,]fdU (5) and, finally, the
deformylated compound 2 can be methylated to [*C,]['*N,]JmdC
(6). Analysis of the MS pattern of 1 showed that cleavage of the
glycosidic bond is the dominant fragmentation pathway. This leads
to a clearly detectable fingerprint mass transition of m/z = 263.1
to m/z = 142.1 (Fig. 2b). Detection of the demodified product
dC 2 would be possible on the basis of its mass transition from
m/z = 235.1 to m/z = 114.0. For the experiment, we added 1 to the
medium of mouse embryonic stem cells (mESCs) under prim-
ing conditions. After 3 d, the genomic DNA was isolated using a
standard protocol and digested to the individual nucleosides. The
obtained nucleoside mixture was analyzed by UHPLC coupled to a
triple quadrupole mass spectrometer. We noted that 1 was indeed
metabolically incorporated into the genome of mESCs. The mass
transition of 1 (m/z = 263.1 to m/z = 142.1) was clearly detectable
at a retention time of 5.50 min under our conditions (Fig. 2b). By
using the mass transitions specific for all the expected natural dC
derivatives, we were also able to detect next to 1, natural mdC,
hmdC and fdC (Fig. 1b).

Analysis of the nucleoside mixtures revealed the presence of a
new isotope-labeled dC derivative at a retention time of 1.95 min
displaying the expected mass transition (m/z = 235.1 to m/z = 114.0)
for 2, showing that ["*C;][**N,]fdC is indeed demodified (Fig. 2c).
To unequivocally prove the identity of 2, an even heavier isotopically
modified dC isotopologue, [*C,][**N,]dC (7), with a characteristic
MS transition of m/z=240.1to m/z=119.1 (Supplementary Results,
Supplementary Fig. 1), was used as an internal standard. Compound

7 was added to the nucleoside mixture and it eluted at the same reten-
tion time as 2 (Fig. 2¢), confirming that the UHPLC-MS/MS signal at
1.95 min is caused by 2. Exact quantification of the conversion
showed that when 1 was supplied to mESC cultures at 50 uM for 3 d,
steady state incorporation levels of about 3-5 x 107 of ['*C,][**N, ]fdC
per deoxynucleoside (dN) in genomic DNA were reached (Fig. 2d).
We observed higher levels of product 2 (up to a factor of 10), as
shown in Figure 2d.

Whereas we can exclude spontaneous deformylation of 1 based
on previous stability studies?, 2 can in principle form either by
C-C bond cleavage in the genome or at the level of the soluble
nucleoside/nucleotide pool. Conversion of 1 in the soluble pool
to 2 would then be followed by metabolic incorporation of the
2-triphosphate into the genome. It is known that soluble 2 is the
substrate for other metabolic processes such as deamination to 3
(catalyzed by cytidine deaminase and deoxycytidylate deaminase),
which is followed by methylation by thymidylate synthase to give 4
(refs. 29,30). To distinguish the two possible conversion scenarios
(genomic DNA or soluble pool), we reasoned that if 1 is converted
into 2 in the soluble pool, we would find compounds 3 and, particu-
larly, 4 in the genome.

To investigate the behavior of soluble dC, we cultured mESCs
in the presence of an isotopically labeled dC derivative, [*C,][**N;]
dC, and indeed detected the expected presence of the correspond-
ing isotopically labeled deamination products [*C,][**N,]dT and
[PC][**N,]dU (8 and 9, respectively) in the genome (Fig. 2e). In con-
trast, when 1 was supplied to mESC cultures, we detected next to 2
only the direct deamination product 5 in the genome, but not 3 and
4 (Fig. 2d). Even after three consecutive days of feeding compound
1 to mESCs, we were unable to detect even traces of 4 in the genome.
This argues against formation of 2 in the soluble pool. We next
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Figure 2 | Conversion of isotopically labeled fdC into dC in mESCs. (a) Overview of the compounds that may be detected after feeding of 1 or 7 to mESCs.
(b) Feeding of 1to mESCs results in incorporation of the isotopologue into the genomic DNA, as proven by its fingerprint MS transition. a.u., arbitrary units.
() Analysis of gDNA after feeding of 1 shows the presence of labeled dC 2. (d) Quantitative data obtained upon feeding 1to mESCs. Mean and s.d. of
technical triplicate measurements from a single culture are shown. (e) Quantitative data obtained upon feeding of 7 to mESCs. Mean and s.d. of technical
triplicates from two independent cultures are shown. For a schematic overview of the dC or fdC metabolic pathways see Supplementary Figure 3.

analyzed the soluble nucleoside/nucleotide pool directly for the
content of 2 after feeding of 1 (Supplementary Fig. 2). To this end,
we fed 1 to mESCs over 3 d. The cells were washed extensively and
finally resuspended in 50% (v/v) MeCN to extract soluble meta-
bolites. After further purification by solid-phase extraction, the
nucleotides were dephosphorylated to nucleosides. Analysis of this
solution by UHPLC-MS/MS did not give any signal for 2. All these
control experiments suggest that 1 undergoes C-C bond cleavage to
2 directly in the genome and not in the soluble pool, although the
latter scenario cannot be fully ruled out because of the complexity
of the metabolic pathways (Supplementary Fig. 3). Interestingly,
we also noted the presence of the remethylated product 6 in the
genome of mESCs fed with 1, but because of the low signal intensity
we were unable to obtain quantitative data (Fig. 2d).

2’-fluorinated cytosines detect biochemical conversions
To reach higher sensitivity, we experimented with various other iso-
tope-labeled fdC derivatives, and finally found that 2’-fluorinated
dC derivatives 10-17 are excellent probe molecules (Fig. 3a and
Supplementary Fig. 4). The exchange to an F-atom makes the
compound 18 atom units heavier. The compounds also have a
slightly shifted retention time (Fig. 3b) and give sharp signals in
the UHPLC-MS/MS analysis because of a glycosidic bond that is
more labile in the MS-fragmentation step. Furthermore, the 2’-(R)-
configured compounds are well tolerated by the cells used for this
study. The F-substituent does affect the ability of the molecule to
undergo further biochemical conversions, but the effect is small.
(R)-2’-F-dC (10), for example, is efficiently methylated by DNA
methyltransferases® and (R)-2’-F-mdC (11) is also oxidized to (R)-
2’-F-hmdC (12) by the Tet enzymes (Fig. 3a,c), although a reduced
speed of oxidation is observed*.

To show that the fluorinated compounds are valid probe
molecules, we first added 10 to the mESC culture at 0.5 uM, 1.0 uM
or 2.5 UM for 3 d. Under these conditions, UHPLC-MS/MS analysis

of the isolated genomic DNA showed a clear dose-dependent
integration of 10 into the genome, up to 1 x 10~ per dN. We next
searched for other 2’-fluorinated pyrimidine nucleosides and
detected a dose-dependent presence of (R)-2’-F-dU (13) and (R)-
2’-F-dT (14), which was formed by deamination of 10 to 13 fol-
lowed by methylation to 14 (Fig. 3c). In addition, we detected a
dose-dependent formation of (R)-2"-F-mdC and (R)-2’-F-hmdC,
confirming that compound 10 is biochemically converted, as
expected (Fig. 3¢).

To quantify the levels of methylation, we synthesized the isotope-
labeled compounds (R)-2’-[D;]F-mdC (18), (R)-2-[*N,]F-dC (19)
and (R)-2’-["*N,]F-fdC (20) and used them as internal standards for
quantification (Fig. 3a). Upon feeding mESCs with 1 uM 10 for 3 d,
we detected around 3% (+0.5%) of 11 relative to 10, which is similar to
proportions observed for the natural bases (Supplementary Fig. 5).

(R)-2'-F-fdC is converted into (R)-2'-F-dC in mESCs

To study the direct C-C bond cleavage process, we again cultured
mESCs in the presence of (R)-2’-F-fdC (15; 350 uM for 3 d), iso-
lated the DNA and analyzed the nucleoside composition. Next to
genomic (R)-2"-F-fdC (5.7 x 107/dN), we detected (R)-2’-F-dC at a
level of 7.3 x 10-%/dN (Fig. 3d). Because the nucleosides 13 and 14
were not detected, we suspected again that the observed reaction of
15 to 10 occurs directly within the genome. The detection limit of
13 and 14 is, however, around 5 fmol, and so the compounds may
just escape observation.

To substantiate the conclusion that genomic 15 undergoes
intragenomic C-C bond cleavage to 10, we first assessed whether
15 can spontaneously deformylate. To investigate this possibility, we
heated an aqueous solution of 15 to 60 °C for 3 d; however, we did
not detect compound 10. We also incubated 15 in culture medium
for 3 d and were unable to detect any 10. Finally, we added a 28-mer
oligonucleotide containing a single 15 to culture medium for 3 d,
then re-isolated the DNA strand and searched for 10. Formation
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Figure 3 | F-fdC is converted into F-dC within the genome. (a) Chemical structures of 2’-fluorinated dC and dU derivatives that were investigated and
internal standards used. (b) Resulting UV and MS traces of the nucleosides under investigation. Light blue, canonical bases; black, natural dC derivatives;
red, fluorinated bases. (¢) Quantitative data of fluorinated pyrimidine derivatives after feeding with 10 for 3 d at different concentrations (0.5 uM,

1.0 uM and 2.5 uM). A DNA sample from a single culture was measured as technical triplicates. (d) Quantitative data of fluorinated pyrimidine
derivatives after feeding with 15 at 350 uM for 3 d. Technical triplicates from four independent cultures were measured. (e) HPLC of three consecutive
purifications of 15 (1-3, blue line). Material from the dashed-line box was collected. The purple dashed line marks the position where a peak of
contaminating F-dC would be expected. (f) Quantitative data after feeding of 15 that has been purified three consecutive times (from e). The levels

of the deformylation product 10 remain the same, ruling out any contribution from a possible contamination. (g,h) Quantitative data of fluorinated
pyrimidine derivatives in the soluble pool after feeding 10 at 1 uM (g) and 15 at 350 uM (h) for 3 d. Technical triplicates from single cultures were

measured. In ¢, e-h mean values with s.d. are shown.

of 10 was again not detected. Together, these experiments exclude
background deformylation.

We next analyzed the possibility that 15 is contaminated with
traces of 10. To this end, the purity of 15 was checked by MS, and
indeed, 10 was not found. To exclude the presence of even traces
of 10 below the detection limit, we performed three consecutive
HPLC purifications of 15. This compound 15 is well separable
from 10 because 10 elutes 7.50 minutes earlier than 15 during the
HPLC purification (Fig. 3e). Feeding of the material 15 obtained
from three consecutive purifications resulted in unchanged values
of genomic 10, arguing against the possibility that the detected 10 is
an accumulated impurity (Fig. 3f).

To further substantiate that the C-C bond cleavage does not
occur in the soluble nucleoside/nucleotide pool, we added 10 to the
mESC culture for 3 d. UHPLC-MS/MS analysis of the soluble pool
allowed us to detect 10, 14 and, in traces, 13 (Fig. 3g). However,
when we repeated the study with 15 (Fig. 3h), we detected just 15 in
the soluble pool plus the deaminated compound (R)-2"-F-fdU (17),
but not 10. We next determined the medium concentration of 10
that would be needed to reach the measured value for genome-inte-
grated 10 (7.3 x 10-%/dN; Fig. 3d) and found that a concentration of

5-10 nM would be required (Supplementary Fig. 6) in the soluble
pool. With a detection limit of 30 amol for 10 (40 pL injection), this
is a concentration at which 10 is unambiguously detectable.

All of these control experiments support the idea that the C-C
bond cleavage to F-dC occurs within the genome. Interestingly, upon
feeding of 15 to mESCs, we also detected the methylated derivative
11, demonstrating that the demodified product 10 is methylated
to 11 in the genome. Using the isotopically labeled internal stan-
dards (R)-2’-[D;]F-mdC, (R)-2’-[**N,]F-dC and (R)-2’-[**N,]F-fdC
(Fig. 3a), we found that remethylation of 10 results in levels of 2.8%
(£0.3%) F-mdC (Fig. 3d), which is only slightly lower compared to
the level observed with direct feeding of 10 (Supplementary Fig. 5).

To study the time dependence of the C-C bond cleavage process,
we fed compound 15 and measured the genome-integrated levels of
15, 10 and 11. Already at 0.5 h, we detected a stable incorporation
of 15 (Fig. 4a). The C-C bond cleaved product 10 appeared after
about 1 h and the levels increased steadily (Fig. 4b). After about 4 h,
we saw the first remethylated product 11 (Fig. 4¢). If 10 was a con-
tamination in the preparation of 15, we would expect faster incor-
poration kinetics. When we fed both 15 and 10 simultaneously, a
steady increase in the level of 10 was already observed after 5 min
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Figure 4 | Demodification of 2’-fluorinated fdC is a rapid process, does not require Dnmt or Tet enzymes and occurs also in somatic cell types.

(a-c) Time-course study showing the genomic build-up of F-fdC 15 (a), F-dC 10 (b) and F-mdC 11 (c) upon metabolic labeling with 15. LOD, limit of
detection. (d-f) Genomic levels of 15 and 10 upon metabolic labeling of Dnmt triple knockout (TKO) mESCs (d), Tet TKO and corresponding wild-type
mESC lines (e) and various somatic cell lines (f) with 15. Genomic levels of 11 are also shown in d. In all panels, mean values and s.d. of technical triplicate
measurements from single representative experiments are shown. Data from two additional independent experiments are shown in Supplementary

Figures 8 and 9.

(Supplementary Fig. 7), confirming that our probe nucleosides are
quickly incorporated into the genome. These data show that the
C-C bond cleavage is a rapid process.

Dnmt or Tet enzymes are not required for demodification

To investigate whether the remethylation of 10 is driven by the
known DNA methyltransferases and whether these are involved
in demodification, we added 15 (350 uM for 3 d) to mESCs defi-
cient in all active DNA methyltransferases Dnmtl, Dnmt3a and
Dnmt3b (Dnmt triple knockout (TKO)) and analyzed the DNA. In
this experiment, the demodified product 10 is again detected, but
the methylated product 11 is not seen (Fig. 4d and Supplementary
Fig. 8), showing that DNA methyltransferases are responsible for
methylation of 10 and are not required for demodification of 15.
We finally investigated whether the Tet enzymes are involved in
demodification of 15. However, repeating the feeding experiment
with mESCs lacking all three members of the Tet family (Tet TKO)
resulted in full demodification activity (Fig. 4e and Supplementary
Fig. 9). The fact that the conversion of 15 to 10 does not change
in the absence of Tet proteins is particularly noteworthy. Because
Tet enzymes were shown to accept 11 as a substrate and convert
it into 12, 15 and (R)-2’-F-cadC 16 (ref. 32), we can exclude the
possibility that the observed C-C bond cleavage is in fact a Tet-
dependent decarboxylation of 16. Indeed, this result implies either
that 15 is directly deformylated to 10 or that factors other than Tet
enzymes can oxidize 15 to 16, which would then be decarboxy-
lated to 10. Ascorbic acid has been shown to increase Tet enzymatic
activity in vitro and the levels of oxidized mdC derivatives in vivo®-.
Ascorbic acid treatment of mESC cultures fed with 15 indeed
resulted in increased levels of naturally occurring fdC and cadC,
but had no effect on conversion of 15 into unmodified product 10

(Supplementary Fig. 10). This further supports that demodifica-
tion of 15 to 10 does not depend on the enzymatic activity of the
Tet enzymes.

Finally, we tested whether conversion of 15 into 10 occurs in
nonpluripotent cells by feeding 15 to cell lines representing a variety
of cell types (Fig. 4f and Supplementary Fig. 11). Albeit to various
degrees, we detected the conversion of 15 to 10 in all these cell lines,
arguing that this is rather widespread in mammalian cell types.
In summary, our data prove that f{dC is converted into dC in vivo
through C-C bond cleavage and strongly suggest that this conver-
sion is an intragenomic process.

DISCUSSION

In recent years, several mechanisms for active erasure of cytosine
methylation from the genome have been proposed®. Among these,
the best-established mechanism entails Tet-mediated iterative oxi-
dation of mdC to fdC or cadC followed by the replacement of these
higher oxidized derivatives with unmodified dC through BER*.
Considering the frequent occurrence of mdC in high-density clus-
ters and prevalent symmetrical configuration at CpG sites in verte-
brate genomes, a BER-based erasure mechanism poses a substantial
risk of creating clustered single and double strand breaks with
potentially deleterious consequences. It is possible that excision of
fdC and cadC by Tdg, processing of the abasic site and insertion of
unmodified dC are orchestrated by a single multimolecular com-
plex, thus allowing tight control of strand breaks. Alternatively, it is
also conceivable that to minimize the potentially deleterious conse-
quences of BER, complementary mechanisms are in place to remove
fdC and cadC that do not involve DNA repair. In this context, it
should be kept in mind that Tet3-dependent active demethylation of
maternal and paternal genomes in the mouse zygote may not require
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Tdg?!. With an isotope-tracing experiment using labeled dC-derived
nucleosides in combination with highly sensitive UHPLC-MS/MS
detection, we show here that in mammalian cells fdC is converted
to dC while the glycosidic bond is kept intact. Evidence is provided
to support the theory that the C-C bond cleavage reaction hap-
pens when fdC is located inside the genome. This establishes an
intragenomic demodification process independent of DNA repair.
We also show that this process does not require any of the Tet-family
enzymes. Therefore, unless other factors are able to oxidize fdC to
cadC, this demodification process is likely a direct deformylation of
fdC. Although we have firmly established the occurrence of a C-C
bond cleavage of fdC or cadC to dC, the mechanism of this process
remains to be defined, including the identification of the factors that
mediate the demodification reactions.

We would like to emphasize that in our approach the probe
nucleosides are randomly incorporated into the genome through
DNA replication. Consequently, we cannot determine the sequence
and genomic context wherein the demodification of fdC or cadC to
dC takes place. Obviously, this would require a sequencing approach
that allows identification of the converted dC bases. In addition, we
detected conversion of 2’-fluorinated fdC to 2’-fluorinated dC in
mESCs and different somatic cell types. This indicates that the abil-
ity to carry out the demodification reaction may be widespread in
mammalian cells and tissues rather than being restricted to events of
active genomic demethylation known to occur in specific develop-
mental and tissue contexts. Assuming that the deformylation of
fdC to dC establishes an active demethylation pathway, we need to
emphasize that deformylation reactions and deformylases are wide-
spread in nature. A prominent example is the enzyme lanosterol
140-demethylase (CYP51A1), which oxidizes the Cl4a. methyl
group of lanosterol to a formyl group to achieve deformylation under
concomitant introduction of a double bond (dehydrating deformy-
lation). This enzyme, a P450-type monooxygenase, contains a heme
cofactor that seems to utilize a nucleophilic Fe peroxyl anion species
to attack the substrate’”. Another well studied enzyme that cata-
lyzes deformylation is the aldehyde-deformylating deoxygenase,
which again uses a nucleophilic metal bond peroxyl anion radical
as the attacking species. This enzyme shortens fatty acid chains by
oxidizing the terminal methyl group to a formyl group, which is fol-
lowed by deformylation®*. In contrast to fdC, these deformylation
reactions take place on formyl groups attached to saturated C atoms,
whereas in fdC the formyl group is linked to an aromatic hetero-
cycle. Such structures are known for decarboxylations, and they are
catalyzed by the enzymes orotate*! and isoorotate® decarboxylase.
Indeed, it was suggested that the isoorotate decarboxylase could be
a blueprint for a putatively existing cadC decarboxylase®. Our data
now support the idea that f{dC and possibly also cadC are converted
to dC by a direct C-C bond cleavage. The questions as to when and
where these reactions occur in vivo now require the identification of
putative catalytic factors.
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METHODS

Methods, including statements of data availability and any associ-
ated accession codes and references, are available in the online ver-
sion of the paper.
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ONLINE METHODS

Chemical synthesis. Synthetic schemes, detailed procedures and characteriza-
tion of synthesized products can be found in the Supplementary Note. Unless
noted otherwise, all reactions were performed using flame- or oven-dried
glassware under an atmosphere of nitrogen. Compounds 7 (B.A.C.H. UG) and
10 (Carbosynth) were commercially available. 15 was synthesized as previously
described in the literature®. Identities of these compounds were confirmed
by NMR and LC-MS/MS. Molsieve-dried solvents were used from Sigma-
Aldrich, and chemicals were bought from Sigma-Aldrich, TCI, Carbolution
and Carbosynth. Technical grade solvents were distilled before extraction or
chromatography of compounds. Reaction controls were performed using TLC
Plates from Merck (Merck 60 F254), flash-column chromatography purifica-
tions were performed on a Merck Geduran Si 60 (40-63 uM). Visualization
of the developed TLC plates was achieved through UV absorption or through
staining with Hanessian’s stain. NMR spectra were recorded in deuterated sol-
vents on Varian VXR400S, Varian Inova 400, Bruker AMX 600, Bruker Ascend
400 and Bruker Avance III HD. HR-ESI-MS spectra were obtained from a
Thermo Finnigan LTQ FT-ICR. Infrared (IR) spectroscopic measurements
were performed on a PerkinElmer Spectrum BX FT-IR spectrometer with a
diamond ATR (attenuated total reflection) unit. HPLC purifications were
performed on a Waters Breeze system (2487 dual array detector; 1525 binary
HPLC pump) using a Nucleosil VP 250/10 C18 column from Macherey Nagel,
HPLC-grade MeCN was purchased from VWR.

Cell culture. Basal medium for mESC culture was DMEM high glucose contain-
ing 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 pig/mL streptomycin,
1x MEM Non-essential Amino Acid Solution and 0.1 mM B-mercaptoethanol
(all from Sigma). All mESC lines were maintained in their naive state on gela-
tin-coated plates by supplementing basal medium with 1,000 U/mL LIF (ORF
Genetics), GSK3 inhibitor CHIR99021 at 3 uM and Mek inhibitor PD0325901
1 uM (“21”). Metabolic labeling experiments with fluorine- or isotope-labeled
nucleosides were performed by plating mESCs in priming conditions consist-
ing of basal mESC medium supplemented with 3 uM CHIR99021 and Wnt
pathway inhibitor IWR1-endo at 2.5 UM as previously reported*. Under these
conditions primed cells remained pluripotent for at least seven days as deter-
mined by epifluorescence with an Oct4-YFP knock-in cell line*. Priming and
labeling was performed for 3 d. Over this period naturally occurring genomic
mdC and hmdC (Fig. 1b) reached levels similar to those recently reported
for epiblast-like cells, which are regarded as the closest in vitro counterpart
to noncommitted post-implantation epiblast‘*¥’. All inhibitors were pur-
chased from Selleckchem. Dnmt TKO J1 mESCs were described in ref. 48. Two
independent sets of Tet TKO and respective wt mESC lines were used: wt #17
and Tet TKO #3 were reported in ref. 49 and wt #4 and Tet TKO #29 were
described in ref. 50. J1 mESCs are from the 129/Sv/Jae strain, while all Tet TKO
and corresponding wt mESC lines are from mixed genetic backgrounds.

The time-course experiment was performed by culturing J1 mESCs under
priming conditions for 48 h. The medium was exchanged to priming medium
containing 350 uM F-fdC and cells were harvested after 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0,
16 and 24 h, as described.

RBL-2H3, HeLa, NIH3T3 and Neuro-2a cells were cultured in DMEM
high glucose containing 10% FBS, 2 mM r-glutamine, 100 U/mL penicillin,
100 pug/mL streptomycin. CHOKI cells were maintained in DMEM/F12 sup-
plemented as reported above for the other somatic cell lines. ENC1 neural stem
cells were cultured as previously described®'. Cells were exposed to labeled
nucleosides for 4 (RBL-2H3 and NIH3T3), 5 (CHO-K1), 6 (Neuro-2a) and
7 d (HeLa and ENC1).

Labeled nucleosides were added to the culture medium at the following
concentrations: F-fdC (15), 350 uM; F-dC (10), 0.5, 1.0 and 2.5 uM; [*C,][°N,]
fdC (1), 50 uM; [PC,][**N;]dC (7), purchased from B.A.C.H. UG), 100 uM.

Isolation of genomic DNA. Cultures were washed with PBS and lysed by
adding RLT buffer (Qiagen) containing 400 uM each of 2,6-di-tert-butyl-4-
methylphenol (BHT) and desferoxamine mesylate (DM) directly to the plates.
Isolation of genomic DNA was performed with Zymo-Spin V, V-E or IIC-XL
columns according to the instruction of the ZR-Duet DNA/RNA MiniPrep Kit
(Zymo Research) with the following modifications. DNA was sheered by bead
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milling in 2 mL microfuge tubes using one 5-mm diameter stainless steel bead
per tube and a MM400 bead mill (Retsch) set at 30 Hz for 1 min. Lysates were
then loaded onto spin columns and the bound material was first incubated
for 15 min with Genomic Lysis Buffer (Zymo Research) supplemented with
0.2 mg/mL RNase A (Qiagen). After washing genomic DNA fragments were
eluted with water containing 0.4 UM of each BHT and DM.

DNA digestion. 0.5-10 pg of genomic DNA in 35 uL H,O were digested as
follows: An aqueous solution (7.5 uL) of 480 uM ZnSO,, containing 42 U
nuclease S1 (Aspergillus oryzae, Sigma-Aldrich), 5 U Antarctic phosphatase
(New England BioLabs) and specific amounts of labeled internal standards
were added, and the mixture was incubated at 37 °C for 3 h. After addition
of 7.5 uL of a 520 uM [Na],-EDTA solution, containing 0.2 U snake venom
phosphodiesterase I (Crotalus adamanteus, USB corporation), the sample was
incubated for 3 h at 37 °C or overnight and then stored at —20 °C. Prior to
UHPLC-MS/MS analysis, samples were filtered by using an AcroPrep Advance
96 filter plate 0.2 pum Supor (Pall Life Sciences).

LC/MS-MS analysis of DNA samples. Quantitative UHPLC-MS/MS analy-
sis of digested DNA samples was performed using an Agilent 1290 UHPLC
system equipped with a UV detector and an Agilent 6490 triple quadru-
pole mass spectrometer. Prior to every measurement series, external cali-
bration curves were measured to quantify the levels of the F-nucleosides
(Supplementary Fig. 12). Additionally, (R)-2’-[**N,]F-dC (19), (R)-2"-["*N,]
F-hmdC (37) and (R)-2’-["*N,]F-fdC (20) were used to validate the result-
ing peaks by co-injection. For exact quantification of fluorinated nucle-
osides also internal quantification with stable isotope dilution techniques for
F-fdC, F-dC and F-mdC were developed (Supplementary Fig. 13). Natural
nucleosides were quantified with the stable isotope dilution technique. An
improved method, based on earlier published work?¢2$52-% was developed,
which allowed the concurrent analysis of all nucleosides in one single ana-
Iytical run'’. The source-dependent parameters were as follows: gas tem-
perature 80 °C, gas flow 15 L/min (N,), nebulizer 30 psi, sheath gas heater
275 °C, sheath gas flow 11 L/min (N,), capillary voltage 2,500 V in the positive
ion mode, capillary voltage —2,250 V in the negative ion mode and nozzle volt-
age 500 V. The fragmentor voltage was 380 V/ 250 V. Delta EMV was set to 500
(positive mode) and 800 (negative mode). Compound-dependent parameters
are summarized in Supplementary Tables 1-4. Chromatography was per-
formed by a Poroshell 120 SB-C8 column (Agilent, 2.7 um, 2.1 mm x 150 mm) at
35°Cusinga gradient of water and MeCN, each containing 0.0085% (v/v) formic
acid, at a flow rate of 0.35 mL/min: 0-4 min; 0- 3.5% (v/v) MeCN; 4-7.9 min;
3.5-5% MeCN; 7.9-8.2 min; 5-80% MeCN; 8.2-11.5 min; 80% MeCN; 11.5-
12 min; 80-0% MeCN; 12-14 min; 0% MeCN. The effluent up to 1.5 min
and after 12 min was diverted to waste by a Valco valve. The autosampler was
cooled to 4 °C. The injection volume was 39 uL.

Quantification of nucleosides. Prior to every sample set, calibration curves
to quantify all fluorine labeled nucleosides were measured under the same
conditions and settings. All calibration curves are valid within the range of
1-500 fmol with five measuring points and measured as technical triplicates.
Supplementary Fig. 12 shows representative calibration curves for all Fluoro-
nucleosides used for the quantification.

To obtain the internal calibration curves for exact quantification, we
analyzed each standard, namely (R)-2’-["*N,]F-fdC (20; n = 205 fmol),
(R)-2"-[N,]F-dC (19; n =793 fmol) and (R)-2’-[D,]F-mdC (18; n =461 fmol),
in comparison to the corresponding nonlabeled nucleoside with constant
concentration. Technical triplicates were measured, and the linear regres-
sion was applied using Origin 6.0 (Microcal). Therefore, the ratio of the
area under the curve of unlabeled nucleoside (A) to the labeled standard
(A*) was plotted against the ratio of the amount of unlabeled nucleoside
(n) to the labeled one (n*) (see Supplementary Fig. 13). Acceptable preci-
sion (<20% relative s.d. within each triplicate) and accuracy (80%-120%)
was achieved for all three calibration curves. The accuracy is calculated as
the ratio of the measured to the calculated ratios of the areas (A/A*) under
the curves in percent. The ratios of the areas (A/A*) can be calculated by
using the linear equations for the corresponding ratio of amount (n/n*).
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The lower limit of detection was defined as the detected amount, which
is three times higher than the blank response (LOD). The lower limit of
detection (LLOQ) and the upper limit of detection (ULOQ) are the lowest
and the highest amounts (n) and the ratio of the amounts (A/A*) fulfilling the
requirements of the corresponding linear equation, respectively.

Nucleoside stability test. Compounds 1 and 15 were incubated at 100 UM in
mESC culture medium at 37 °C and 5% CO, for 3 d. For the recovery of the nucl-
eosides Supel-Select SPE HLB cartridges from Sigma-Aldrich were used. Prior
to use, the cartridges were equilibrated with MeOH, followed by acidified H,O
(with HCl to pH = 4). The pH of the samples was adjusted to 4, and the acidic
solution was loaded on the cartridges. After washing with 10 mL of H,O, the
cartridges were dried in vacuo. The nucleosides were eluted with MeOH/MeCN
(1:1), evaporated to dryness via speedvac and resuspended in H,O.

Oligonucleotide stability test. An oligonucleotide (6.9 pmol) containing one
F-fdC (28-mer) was incubated in mESC culture medium at 37 °C and 5% CO,
for 3 d. For the recovery of the oligonucleotide, Oligo Clean & Concentrator
from Zymo Research was used according to the manual. The resulting oligonu-
cleotide was dissolved in H,0O and digested as described for genomic DNA.

Extraction of nucleoside/nucleotide soluble pools. J1 mESCs were plated
under priming conditions (as described above) for 3 d. The culture medium
wassupplementedwith 1.0 uM F-dC(10),50 uM [*C,] [N, ]fdC (1) or 350 uM
F-fdC (15). Cells were washed twice with PBS (Sigma-Aldrich), harvested
by trypsinization and pelleted by centrifugation for 3 min at 300g. 500
uL ice-cold 50% (v/v) acetonitrile was added dropwise to the pellet and
vortexed®. The mixture was incubated on ice for 10 min. The insoluble
fraction was then separated from the soluble pool by centrifugation for
10 min at 21,000 x g at 0 °C. The supernatant was removed and used for
nucleoside isolation. The soluble fraction containing the nucleosides was
dried by lyophilization and metabolites were purified using Supel-Select
SPE HLB cartridges (as described in the nucleoside stability test) before
UHPLC-MS/MS analysis.
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Life Sciences Reporting Summary. Further information on experimental
design and reagents is available in the Life Sciences Reporting Summary.

Data availability. The data that support the findings of this study are available
from the corresponding author upon reasonable request.
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3 Ergebnisse und Publikationen

3.1.2 Untersuchung der aktiven Demethylierung in pluripotenten Zellen mittels

isotopenmarkierter Cytidin-Derivate

3.1.2.1 Prolog

In  Abschnitt 3.1.1 konnte durch isotopenmarkierte und fluorierte Sondenmolekiile eine
C-C Bindungsbruchreaktion in lebenden Zellen nachgewiesen werden. Der Nachweis eines alternativen
DNA-Demethylierungsweges (iber eine Deformylierungs- bzw. Decarboxylierungsreaktion wird in
diesem Kapitel unter Zuhilfenahme deuterierter Sondenmolekiile fortgefiihrt. In der Gruppe wurden
hierzu bereits Vorarbeiten geleistet, die in den Dissertationen von Dr. Jessica Steinbacher und
Dr. Arne Schréder beschrieben sind.[*> 2°%1 Das nachfolgende Kapitel beinhaltet eine Weiterfiihrung
der bisherigen Markierungsstudien mit neuen Sondenmolekiilen (Abbildung 16) und verbesserten
UHPLC-MS/MS-Methoden. Dabei wird der Metabolismus der markierten dC-Derivate unter diversen

Kulturbedingungen sowie unterschiedlichen pluripotenten Zelllinien betrachtet.

NH, NH, NH,

7 “N IL ? \N 7 | SN
/& HO N/&O
OH OH .:13C
15N -dC -d BC,D,-dC BC,D,-rC

Abbildung 16: Chemische Strukturen der vier Sondenmolekiile.

Zur massenspektrometrischen Verfolgung des C-CBindungsbruchs wurde zunachst ein
2’-Desoxycytidin-Derivat von Dr. Arne Schréder synthetisiert, welches zwei Deuterium- und zwei
15N-Markierungen in der Base aufweist. Dieses Molekiil (D2*°N,-dC) ist damit um vier Masseneinheiten
schwerer als das natirlich vorkommende Homolog (dC). Aufgrund der kommerziell erhéltlichen
Ausgangsmaterialien war eine Isotopenreinheit von 95% erreichbar. Nach Zugabe des
Sondenmolekiils zum Kulturmedium wird dieses in die genomische DNA der Zellen eingebaut und kann
durch die DNA-Methyltransferasen methyliert und die Tet-Dioxygenasen weiter oxidiert werden.
Dabei geht die Deuterium-Markierung an der C5-Position verloren, wodurch das Molekil nur noch
einen Massenunterschied von drei Einheiten aufweist. Nach einer Deformylierung oder
Decarboxylierung entsteht so ein um drei Masseeinheiten schwereres Cytidin. Dagegen geht durch
Entfernung des markierten fdC oder cadC durch Tdg im Zuge der Basenexzisionsreparatur die
Isotopenmarkierung am Cytidin ganzlich verloren oder es kommt zum Einbau der markierten

Ausgangsverbindung. Abbildung 17 illustriert den eben beschriebenen Zusammenhang.

44



3 Ergebnisse und Publikationen

NH,
B (
Deformylierung oder Decarboxylierun,
e B o ylierung ylierung )
fo) 3
ODNA -HCOOH - €O,
D,*N,-dC
NH, NH, NH, O NH, O NH,
D
SisN SisN HO SisN SisN HO SisN
| | | I PY |
DNAO_ D7 "N" 7O pamts DNAO D7 “N" 7O taps  DNAOL D7 N0 Tatg DNAO D7 "NTTO  Tetg DNAO DT “NTTO
o —_ :o: —_— :o: —_— :o: e o
ODNA { ODNA ODNA ODNA ODNA
15N - 15
D,*N,-dC D,**N,-mdC D,*N,-hmdC D,**N,-fdC D,*N,-cadC
NH,
ﬁN ngL DNAO Jng
O~ ,~OH
DNAO NAO b
:o: ODNA
ODNA < |
dcC ( B —
asenexzisionsreparatur )

Abbildung 17: Unterscheidung der moglichen Wege einer aktiven DNA-Demethylierung durch Verfolgung der
Isotopenmarkierung. Das Schema zeigt die unterschiedlichen isotopenmarkierten 2’-Desoxycytidin-Derivate

nach Einbau von D,'°N,-dC in die genomische DNA und die beiden putativen Demethylierungswege.

Die Akkumulation der D:®N,-dC Verbindung wiirde auf einen C-C Bindungsbruch schlieRen lassen,
wobei jedoch die Verunreinigung der Ausgangsverbindung bei dieser Betrachtung nicht aufler Acht
gelassen werden darf. Da die Verunreinigung die gesuchte Spezies D:°N,-dC selbst ist, kénnte es sich
auch um ein falsch positives Ergebnis handeln, was Gberprift werden muss.

In einem ersten Experiment wurde die Verbindung von Dr. Fabio Spada an humane induzierte
pluripotente Stammzellen gefittert. Erste Isotopenverfolgungsexperimente, durchgefiihrt von
Dr. Jessica Steinbacher, zeigten eine Inkorporation der D,**N,-dC Verbindung von etwa 7 %. Diese war
jedoch zu gering, um alle hoher oxidierten Spezies verldsslich quantifizieren zu kénnen. Die D1**N,-dC
Spezies konnte ebenfalls detektiert werden. Es blieb jedoch unklar, ob es sich um die Verunreinigung
der Ausgangsverbindung oder um eine aktive Entstehung Uber eine C-C Bindungsbruchreaktion

handelte.
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3.1.2.2 Ergebnisse

In einem ersten Schritt wurde eine Nachdeuterierung des Sondenmolekiils D,*N,-dC durch
Dr. René Rahimoff vorgenommen. Es konnte eine Isotopenreinheit von 97 % erreicht werden. Um
hohere Mengen an oxidierten Cytidin-Spezies und damit Substraten fiir einen moglichen
C-C Bindungsbruch zu erzeugen, wurden Epiblast-like Zellen (EpiLCs) fiir weitere Experimente gewahlt.
Pfaffeneder et al. konnten bereits zeigen, dass diese Zellen nach 48 h hohe Mengen an fdC und cadC
aufweisen, weshalb ein hoher Umsatz der oxidierten dC Verbindungen zu erwarten wire.**? EpilLCs
werden unter serumfreien Bedingungen kultiviert und das Priming durch Zugabe von
Wachstumsfaktoren initiiert. Auf diese Weise konnen EpiLCs aus ESCs gebildet werden. Diese Zellen
dhneln beziiglich des Transkriptoms dem Postimplantationsepiblasten.?>) Auch unter serumfreien
Bedingungen werden die naive mESCs unter Zugabe der beiden Inhibitoren PD0325901 und CHIR99021
sowie LIF kultiviert. Werden diese drei Komponenten entfernt und die Zyktokine Fibroblast Growth
Factor-2 (FGF2) und Activin-A zugegeben, kénnen EpilLCs erhalten werden.?*? Diese Priming-Methode
erzielt eine homogenere Kultur und erzeugt einen deutlichen Anstieg der oxidierten dC-Spezies.
Abbildung 18A zeigt die unterschiedliche Menge an fdC und cadC beim Vergleich der Werte vor (0 h)
und nach (48 h) Zugabe der Zytokine. Die fdC-Werte steigen um das Zehnfache an, wahrend es bei
cadC zu einer Verdopplung der Werte kommt. Die EpilLCs stellen somit ein vielversprechendes Modell

zur Studie einer potentiellen Deformylierung bzw. Decarboxylierung dar.
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Abbildung 18: Untersuchung des C-C Bindungsbruchs in Epiblast-like Zellen. A) Absolute Quantifizierung der fdC
und cadC Level in EpilCs =zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Abgebildet sind die normierten
Quantifizierungsergebnisse zweier biologischen Replikate, jeweils gemessen als technisches Triplikat. B) Relative
Darstellung der markierten Cytidin-Spezies. C) Absolute Quantifizierung der D,'°N,-dC und D;**N,-dC Nukleoside
zum Zeitpunkt 0 h und 48 h. Berechnung der prozentualen Menge an D;*°N,-dC bezogen auf die Summe aller

markierter Verbindungen. Eine biologische Probe wurde als technisches Triplikat vermessen.
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Im Zuge dessen wurden Stammzellen der Linie J1 fiir zwei Passagen unter naiven Bedingungen und
Zusatz von 100 uM D,**N,-dC serumfrei kultiviert. Diese Vorfitterung sollte sicherstellen, dass sich
eine ausreichend groBe Menge des markierten Nukleosids im Genom der Zellen befindet. Innerhalb
48 h wurden aus den mESCs durch Zugabe der genannten Faktoren und 100 uM D,">N,-dC EpilCs
generiert. Nach Isolation der DNA wurde diese enzymatisch verdaut und massenspektrometrisch
untersucht. Die Messung und Auswertung der Daten wurde von Dr. Jessica Steinbacher
unternommen. %!

In Abbildung 18B ist die Verteilung der isotopenmarkierten Cytidin-Derivate in Bezug auf dC
dargestellt. Die relativen Mengen an dC, D,**N,-dC und D1*°N,-dC sind als prozentualer Anteil aller dC
Spezies dargestellt. Die Daten zeigen eine Inkorporation der D,°N,-dC Spezies von etwa 16-18 %. Auch
die Level an D;®N,-dC sind mit etwa 0,6 % gut detektierbar. D:*®N,-dC kénnte sowohl durch die
Verunreinigung im Zuge der Synthese, als auch durch eine Deformylierung bzw. Decarboxylierung ins
Genom der Zellen gelangen. Interessanterweise nimmt der Anteil an D:*N,-dC wihrend des Primings
im Vergleich zum D,*®N,-dC weniger stark ab. In Abbildung 18C sind die Werte der D,*>N»-dC bzw.
D:%*N,-dC Verbindung auf alle Nukleoside bezogen, dargestellt. Nach 48 h ist trotz kontinuierlicher
Kultivierung in isotopenhaltigem Medium ein geringer Abfall der D,-Modifikation zu erkennen. Bei
Berechnung des prozentualen Anteils der D1*°N,-dC Spezies bezogen auf die Summe der beiden
deuterierten Verbindungen, ist nach 48 h ein Anstieg von 0,21 % zu beobachten. Dieser Anstieg kdnnte
auf eine mogliche C-C Bindungsbruchreaktion hindeuten. Um diese Beobachtung zu bekraftigen,

wurde ein weiteres Sondenmolekiil entwickelt und untersucht.

Untersuchung der aktiven Demethylierung mit dem Sondenmolekiil D;-dC

Das neue Molekiil sollte einen Massenunterschied von mindestens vier Einheiten zum natirlichen dC
aufweisen und mindestens eine Isotopenmarkierung in der Desoxyribose aufweisen (siehe
Abbildung 19). Der Verlust des Deuteriums an der C5-Position der Base sollte erneut Hinweise auf eine
aktive Demethylierung Uber einen C-CBindungsbruch geben. Die Isotopenreinheit des neu
synthetisierten Nukleosids Ds-dC betrug 98,34 % und ist damit um 1,34 % isotopenreiner als die
Vorliduferverbindung D,N,-dC. Analog des Metabolismus aus Abbildung 17 wird das markierte
Nukleosid in die genomische DNA eingebracht, durch die Dnmts methyliert und mittels der Tet-

Dioxygenasen oxidiert, wodurch die jeweilige oxidierte Ds-dC-Spezies entsteht.
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Abbildung 19: Verfolgung der aktiven Demethylierung mit Hilfe des isotopenmarkierten Nukleosids D,-dC.
Abgebildet ist die chemische Struktur des Molekiils und die, nach C-C Bindungsbruch, erwartete Verbindung

Ds-dC. Die Reinheit des deuterierten Ausgangsmolekiils ist ebenfalls angegeben (hellblau).

Um einen direkten C-C Bindungsbruch ohne den Einfluss der BER auf die Entfernung von fdC und cadC
betrachten zu kénnten, wurde ein Experiment analog der D,'°N,-dC Fiitterung in Tdg-defiziente mESCs
unternommen. Die verwendeten Tdg”" bzw. Tdg” mESCs wurden durch Einbau einer Antibiotika-
Resistenzkassette mittels homologer Rekombination aus der Parentallinie erzeugt.?** Durch Einbau
dieser Kassette wurden Exon 6 und 7 des fiir Tdg kodierenden Gens gleichzeitig entfernt. Die Tdg*”
Zellen enthalten das aktive Gen auf nur einem Allel. Durch kontinuierliche Steigerung der
Konzentration des Antibiotikums, konnte aus der heterozygoten Zelllinie die Tdg” Linie erhalten
werden.[?>* 24 Dje beiden Zelllinien wurden zunichst unter naiven 2i/LIF-Bedingungen fiir drei Tage
kultiviert und dabei 200 UM D4-dC zugesetzt. Nach Ablauf der 72 h wurde ein Teil der Zellen geerntet
und der andere Teil unter Priming-Bedingungen, sowie 200 uM D,-dC Zugabe, weiter kultiviert. Hierbei
wurde die C/R-Bedingung zur Kultur der mESCs verwendet.?>! Nach 72 h des Primings wurden die
Zellen geerntet, die genomische DNA isoliert und diese massenspektrometrisch analysiert.

Die UHPLC-MS/MS-Ergebnisse der natirlichen und isotopenmarkierten dC-Derivate sind in
Abbildung 20 dargestellt. Die Daten zeigen einen zweifachen Anstieg der natlirlichen mdC-Werte in
beiden Zelllinien unter Priming-Bedingungen. Weiterhin konnten in den Tdg*”" Zellen etwa 39 %
isotopenmarkiertes mdC pro natiirlichem mdcC in der DNA festgestellt werden. Im Falle der Tdg”
Zelllinie konnten 26 % mehr D3-mdC pro mdC detektiert werden. Es scheint als ob es sich entweder um
einen Isotopeneffekt handelt oder die isotopenmarkierte Verbindung in der Tdg*”” Zelllinie bevorzugt
ausgeschnitten wird. Dieser Trend ist auch unter C/R-Bedingungen erkennbar. Bei der Betrachtung von
hmdC fallt eine Abnahme der natirlichen Werte bei einem Vergleich von naiven und primed
Kulturbedingungen auf, wobei erneut mehr D3-hmdC im Knockout zu detektieren ist. Ebenso finden
sich unter naiven Bedingungen im Tdg”" erwartungsgemaR viermal hohere fdC Werte verglichen mit
dem Tdg*". Dieser Trend ist auch unter Priming-Bedingungen zu beobachten, wobei die Absolutwerte

etwas geringer ausfallen. Das markierte fdC verhalt sich entsprechend.
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Abbildung 20: Absolute Quantifizierung der natiirlichen und isotopenmarkierten Cytidin-Derivate nach D;-dC
Fiitterung. Die Graphen zeigen die quantifizierten Werte aus Tdg*" sowie Tdg”" mESCs unter verschiedenen
Kulturbedingungen. Die angegebenen Prozentzahlen beziehen sich auf die prozentuale Menge an
isotopenmarkiertem D3-mdC, D3-hmdC bzw. D3-fdC pro natiirlichem mdC, hmdC bzw. fdC. Die Daten wurden aus

einer biologischen Probe, gemessen als technisches Triplikat, erhoben.

Die generell prozentual etwas hohere Menge an isotopenmarkierter Spezies unter
Priming-Bedingungen, kénnte aus der Vorfiitterung unter naiven Bedingungen resultieren. Die Ds-fdC,
wie auch die naturlichen fdC-Werte befinden sich unter Priming-Bedingungen unter dem Lower Limit
of Quantification (LLOQ), was die Messgenauigkeit beeintrachtigt. Die geringe Menge an analysierter
genomischer DNA reicht hier nicht aus um fdC verldsslich zu quantifizieren. GroRere Verdauansdtze
und eine Anpassung der Analysemethode kdnnten hier zu einem genaueren Ergebnis fiihren.
Zusammenfassend konnte die Ds,-dC Verbindung erfolgreich eingebaut und der Metabolismus der
oxidierten dC Verbindungen verfolgt werden. Als ndchstes sollte nun die Entstehung des
C-C Bindungsbruchprodukts D3-dC untersucht werden. Die ermittelte Markierungseffizienz und die
jeweiligen prozentualen Anteile der markierten dC-Nukleoside bezogen auf alle deuterierten dC

Spezies sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Verteilung der deuterierten Spezies in Tdg*- sowie Tdg”- unter verschiedenen Kulturbedingungen.
Dargestellt ist die prozentuale Markierungsrate an D4-dC bezogen auf alle dC-Nukleoside. Der prozentuale Anteil
der jeweiligen deuterierten Verbindung ist bezogen auf die Summe (Z) aller deuterierter dC-Spezies dargestellt.

Die Daten wurden aus einer biologischen Probe, gemessen als technisches Triplikat erhoben.

Ds-dC/dC [%] Da-dC/Z [%] Ds-dC/Z[%]  D-dC/Z [%]

) Tdg*" 19,7 96,7 1,86 1,44
nane Tdg” 28,5 97,2 1,84 0,95
' Tdg* 21,6 96,6 1,88 1,56
primed Tdg”- 25,7 97,1 1,89 1,02
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Bei Betrachtung der Ds;-dC-Spezies konnte eine Inkorporation von 19-28 % bezogen auf alle dC
festgestellt werden. Weiterhin ist grundsatzlich eine hohere Inkorporation im Knockout zu
beobachten. Beim Vergleich der prozentualen Menge an Ds-dC im Tdg*” und Tdg”" ist erneut eine
geringe Anreicherung unter Priming-Bedingungen zu erkennen. Die ebenfalls detektierte
D,-dC-Spezies entsteht vermutlich aus der Verunreinigung oder durch einen spontanen D/H Austausch
nach Angriff eines Nukleophils an der C6-Position, was zum Verlust des Deuteriums fiihren kann. Wird
die C5-Position nun methyliert oder weiter oxidiert, entsteht eine D,-Spezies, welche zudem schwerer
vom natirlichen Isotopenhintergrund zu unterscheiden ist. Bei Betrachtung der Werte konnte
festgestellt werden, dass die D,-dC-Spezies beim Vergleich der beiden Zelllinien im Knockout etwas

abnimmt.

Unter der Annahme, dass der C-C Bindungsbruch im Zuge der aktiven Demethylierung stattfindet,
sollte eine Zelllinie als Negativkontrolle betrachtet werden, die kein mdC enthalt und somit auch die
Tet-Oxidationsprodukte nicht herstellen kann. Hierzu wurde eine Dnmt Triple Knockout mESC-Linie
untersucht, die die DNA-Methyltransferasen Dnmt 1, 3a und 3b nicht enthdlt und mit dem
korrespondierenden Wildtyp verglichen. Im Experiment wurden die mESCs unter naiven Bedingungen
fir 72 h mit der D4-dC Spezies (100 uM) im Medium kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde geerntet und
die Ubrigen Zellen fir weitere 72 h unter Priming-Bedingungen und Zugabe der isotopenmarkierten
Verbindung kultiviert. Im Anschluss wurde die DNA Isoliert und das Genom auf die Menge an Ds-dC
und Ds-dC analysiert. Zur Vollstandigkeit wurde auch die Menge an D,-dC bestimmt. In Tabelle 2 ist die
Inkorporationsrate an Ds-dC bezogen auf alle dC-Nukleoside und die Quantifizierungsergebnisse als

relative Menge aller deuterierter Spezies gezeigt.

Tabelle 2: Prozentualer Anteil der deuterierten Spezies in Dnmt TKO sowie Wildtyp mESCs unter
verschiedenen Kulturbedingungen. Dargestellt ist die prozentuale Markierungsrate an D,-dC bezogen auf alle
dC-Nukleoside. Der prozentuale Anteil der jeweilige deuterierten Verbindung ist bezogen auf die Summe (2) aller
deuterierter dC-Spezies dargestellt. Die Daten wurden aus zwei biologischen Replikaten, gemessen als
technisches Triplikat erhoben.

Ds;-dC/dC[%] Da-dC/%[%]  Ds-dC/Z[%]  D»-dC/% [%]

Wildtyp 25,4 96,3 1,97 1,71
naive
Dnmt TKO 29,4 96,8 2,11 1,12
Wildtyp 24,9 96,3 1,97 1,71
primed
Dnmt TKO 27,1 96,5 2,03 1,46
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Die Inkorporationsrate an Ds-dC betrdgt etwa 25-30% was trotz der geringeren
FlUtterungskonzentration von 100 uM Futterung bemerkenswert ist. Weiterhin ist die inkorporierte
Menge an isotopenmarkiertem Nukleosid abhangig von der jeweiligen Zelllinie. Die Inkorporation an
D4-dC ist im Wildtyp um 2 % geringer als im Dnmt TKO. Dies ist sowohl im naiven als auch im primed
Zustand der Fall. Bei Betrachtung der D3-dC Werte ist ein kleiner Anstieg in den jeweiligen Dnmt TKO
Daten zu erkennen. Die Bildung von Ds-dC scheint daher unabhdngig des aktiven
Demethylierungsweges zu sein. Bei Betrachtung der D,-dC Werte ist ein gegenlaufiger Trend zu
beobachten. Hier nimmt der Anteil an D,-dC im TKO ab, was durch einen D/H-Austausch in
Anwesenheit der Dnmts erklart werden kénnte. Geringe Unterschiede in den D,-dC Werten kdnnen,
aufgrund des natiirlich vorkommenden Isotopenhintergrunds an 3C,-dC, nicht verlasslich quantifiziert
werden, was zu einer Verfalschung der Werte fiihren konnte. Weiterhin konnte der Vergleich von
Dnmt TKO und Wildtyp zur Verfalschung der Ergebnisse aufgrund eines potentiellen D/H-Austausches

an der C6-Position fiihren, weshalb eine weitere Zelllinie untersucht wurde.

Die Tet TKO Zelllinie enthilt keine der drei Tet-Dioxygenasen Tetl, 2 und 3. Die Dnmts sind in beiden
Zelllinien vorhanden und kénnten in Wildtyp und TKO gleichermaRRen zu einem D/H-Austausch
beitragen. Die TKO-Linie dient als Negativkontrolle, da in diesen Zellen kein hmdC, fdC oder cadC
entstehen kann. Ohne fdC bzw. cadC, sollte keine Deformylierung oder Decarboxylierung stattfinden
kénnen. Diese Linie wurde aus einer Wildtyp mESC-Linie mit Hilfe des CRISPR-Cas9 Systems erzeugt.!?>®!
Die Zellen wurden analog des Dnmt TKO Experiments kultiviert, markiert und geerntet. Tabelle 3 zeigt

ebenso analog der Dnmt TKO Daten die prozentuale Verteilung der detektierten Spezies.

Tabelle 3: Prozentualer Anteil der deuterierten Spezies in Tet TKO sowie Wildtyp mESCs unter verschiedenen
Kulturbedingungen. Dargestellt ist die prozentuale Markierungsrate an Ds-dC bezogen auf alle dC-Nukleoside.
Der prozentuale Anteil der jeweilige deuterierten Verbindung ist bezogen auf die Summe (2) aller deuterierter

dC-Spezies dargestellt. Die Daten wurden aus zwei biologischen Replikaten, gemessen als technisches Triplikat

erhoben.
D;-dC/dC [%] Ds-dC/Z [%] Ds-dC/Z [%] D,-dC/z [%]
Wildtyp 26,3 96,5 2,02 1,50
naive
Tet TKO 28,3 96,7 2,02 1,30
Wildtyp 25,4 96,4 2,01 1,63
primed
Tet TKO 29,7 96,8 2,09 1,08

Die Wildtyp und Tet TKO Zellen inkorporierten die deuterierte Verbindung mit 26-30 % aller dC
Nukleoside. Zudem weisen die Tet TKO Zellen beim Vergleich mit dem Wildtyp eine hohere

Inkorporationsrate auf.

51



3 Ergebnisse und Publikationen

Die Werte der Ds-dC Spezies sind nur im Tet TKO unter Priming-Bedingungen etwas hoher. Die D,-dC
Verbindung zeigt, wie bereits im DnmtTKO beobachtet, einen gegenlaufigen Trend. Eine
ausfiihrlichere Analyse dieser Ergebnisse ist in der Dissertation von Dr. Katharina Iwan

beschrieben.?!

Die hier gezeigten Daten stlitzen die in Abschnitt 3.1.1 gezeigten Beobachtungen, dass der
C-C Bindungsbruch ohne Beteiligung der Tet und Dnmt Enzyme ablauft. Weiterhin ist unter
Priming-Bedingungen meist eine Anreicherung des Demodifikationsprodukts Ds-dC zu beobachten.
Allerdings lasst sich nicht ausschlieRen, dass die D3-dC Verbindung auch lber andere Wege wie einen
D/H-Austausch oder durch bevorzugte Inkorporation der Verunreinigung entsteht. Weiterhin kénnte
die Existenz der D,-dC Spezies, die ebenfalls aus einem C-C Bindungsbruch entstehen kdnnte, zu einer
Verfélschung des Ergebnisses fihren. Die beiden moglichen Ds-dC Spezies (Deuterium an der C5 oder
C6-Position) konnten mit dieser Messmethode nicht unterschieden werden, was eine weitere
Ungewissheit schafft. Aufgrund der zahlreichen entstandenen Spezies und der teils anspruchsvollen

massenspektrometrischen Detektion, wurde ein neues Sondenmolekiil entworfen.

Untersuchung der aktiven Demethylierung mit dem Sondenmolekiil *CsD;-dC

Die Molekilstruktur des verbesserten Sondenmolekdils ist in Abbildung 21 dargestellt. Alle C-Atome
der Desoxyribose weisen eine *C-Isotopenmarkierung auf und ein Deuterium befindet sich in 99.2 %
Reinheit an der C5-Position der Base. Das Molekiil ist demnach um sechs Masseeinheiten schwerer als
das natilirliche Homolog und kann auf diese Weise gut vom natirlichen Isotopenhintergrund
unterschieden werden. Das neue Sondenmolekiil konnte mit einer verbesserten Reinheit hergestellt
werden. Die Verunreinigung des potentiellen C-C Bindungsbruchprodukts 3Cs-dC betrdgt nur

noch 0,8 %.
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Abbildung 21: Verfolgung der aktiven Demethylierung mit Hilfe des isotopenmarkierten Nukleosids *CsD;-dC.
Abgebildet ist die chemische Molekiilstruktur und das nach C-C Bindungsbruch erwartete Nukleosid *Cs-dC. Die
ausgefillten Kreise zeigen die 3C-Markierung in der Desoxyribose. Die Reinheit des Ausgangsmolekiils ist

ebenfalls angegeben (hellblau).
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In bisherigen Experimenten wurde die Dynamik der markierten dC-Verbindungen aulRer Acht gelassen,
weswegen im ndchsten Schritt ein Pulse-Chase Experiment durchgefiihrt werden sollte. Hierzu sollte
die Verdiinnung der isotopenmarkierten dC-Verbindungen in Dnmt TKO mESCs und dem
korrespondierenden Wildtyp im Zuge der DNA-Neusynthese verfolgt werden. Um die DNA-Synthese
verfolgen zu kénnen wurde dem Kulturmedium zusatzlich zu 100 uM *3CsD;-dC auch 5 uM 3C10°N,-dT
(dT**?) beigemischt. Da Thymidin dafiir bekannt ist, im geringerem MaRe chemisch geschidigt zu
werden und gute Markierungsraten von etwa 85 % zu ergeben, wurde dT**? zur Verfolgung der
DNA-Synthese gewihlt.[*8! Zunichst wurden die Zellen fiir 36 h unter Priming-Bedingungen kultiviert,
anschlieBend das Kulturmedium erneuert und die Isotopenmarkierung fiir 12 h zugegeben (Pulse).
Nach dieser Zeit wurde nukleosidfreies Medium zugegeben (Chase) und die Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten geerntet. Dies sollte den zeitlichen Riickgang der Isotopenmarkierung und Unterschiede

zum Vorschein bringen. Der Ablauf des Experiments ist in Abbildung 22 schematisch dargestellt.
Pulse Chase

36 h 12 h

gl U W uan
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+
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Abbildung 22: Ablauf des Pulse-Chase Experiments mit Dnmt TKO mESCs. Die Stammzellen werden zunachst
flir 36 h unter Priming-Bedingungen kultiviert. Nach Einbringung der isotopenmarkierten Nukleoside, erfolgt ein
Wechsel des Kulturmediums. AnschlieBend werden die Zellen zu definierten Zeitpunkten geerntet. Die

Mikroskopiebilder zeigen die mESCs unter naive (links) und primed (rechts) Kulturbedingungen.

Die Verlaufe der isotopenmarkierten Nukleoside sind in der nachfolgenden Abbildung 23 gezeigt. Die
Menge an 3CsD;-dC ist in beiden Zelltypen zu Beginn etwa gleich (siehe Abbildung 23A). Die Werte
entsprechen einer Einbaurate von etwa 20 %. Auch die Abnahme findet in beiden Fallen etwa gleich
schnell statt. Abbildung 23B zeigt den Abfall der 3Cs-dC Spezies. Interessant ist hierbei, dass im
Wildtyp, verglichen mit dem Dnmt TKO, nach 12 h etwa 35 % mehr *Cs-dC zu detektieren ist. Dies
entspricht einer beachtlichen Menge von 1,3 % bezogen auf 3CsD;-dC und ist ein weiterer Hinweis auf
eine aktive Entstehung der *Cs-dC Verbindung. Nach der Hypothese ist der Wildtyp befahigt *CsD;-dC
im Zuge der aktiven Demethylierung lber eine Deformylierung oder Decarboxylierung in *Cs-dC

umzuwandeln.
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Abbildung 23: Ergebnisse des Pulse-Chase Experiments nach Fiitterung der *CsD;-dC Spezies an pluripotente
Zellen ohne die DNA-Methyltransferasen. A) Absolute Quantifizierung der *CsD;-dC Verbindung nach 0, 4, 8,
12 h im Dnmt TKO und dem korrespondieren Wildtyp bezogen auf alle Nukleoside. B) Absolute Quantifizierung
der 3Cs-dC Verbindung im TKO und dem korrespondieren Wildtyp. C) Quantifizierungsergebnisse der
13C10*°N,-dT Verbindung in beiden Stammzelllinien. Die Daten wurden aus einer biologischen Probe, gemessen

als technisches Triplikat ermittelt.

Im Dnmt TKO sollte dieser Weg nicht moglich sein, da der erste Schritt, die Methylierung durch
Abwesenheit der Dnmt-Enzyme, nicht stattfinden kann. So ist die recht groRe Menge an *Cs-dC im
Dnmt TKO verwunderlich, da die Spezies in diesen Zellen nicht generiert werden sollte. Es handelt sich
somit entweder um die Inkorporation der Verunreinigung oder einen alternativen Weg der
Demethylierung. Weiterhin liegen zum Zeitpunkt 0 h 87 % aller dT im Genom des Wildtyps markiert
vor. Zudem ist der Dnmt TKO ist nahezu vollstandig markiert (siehe Abbildung 23C). Im nachsten Schritt
sollten die Werte der deuterierten Verbindungen auf dT**? normiert werden, um die Verdiinnung durch
die DNA-Synthese mit einzubeziehen. Die folgende Abbildung 24 stellt die Normierung der eben
beschriebenen Quantifizierungsergebnisse auf dT**? dar. Die Menge an *CsD;-dC steigt bezogen auf
dT**2in beiden Zelltypen an. Es wire anzunehmen, dass die Verbindung mindestens im gleichen MaRke
abnimmt wie das markierte dT und daher ware weder ein Anstieg noch eine Abnahme zu erwarten.
Vermutlich befindet sich nach 12 h noch eine zu groRe Menge an **CsD;-dC im I8slichen Pool, das
verzogert ins Genom eingebaut wird. Zugabe von unmarkiertem dC kénnte diesen Effekt abschwachen.
Interessant ist der Trend der normierten *Cs-dC Werte. Im Dnmt TKO bleiben die Werte etwa
konstant, wihrend im Wildtyp eine deutliche Zunahme der *Cs-dC Verbindung zu erkennen ist. Im
Laufe der 12 h wéchst der Anteil an 3*Cs-dC im Wildtyp bezogen auf den 0 h Zeitpunkt um etwa 55 %
an. Im Dnmt TKO ist nur ein kleiner Anstieg von etwa 16 % zu verzeichnen. Die Zunahme an *Cs-dC im
Wildtyp spricht flr eine aktive Demethylierung tber einen C-C Bindungsbruch. Weiterhin zeigen die
Daten die Notwendigkeit einer Normierung auf die DNA-Synthese, da die beiden Zelltypen die

markierten Spezies in unterschiedlichen Mengen einbauen.
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Abbildung 24: Normierung der Quantifizierungsergebnisse des der Pulse-Chase Experiments auf 3C1°>N,-dT in
Abwesenheit der Dnmt-Enzyme. Absolute Quantifizierung der '3CsD;-dC und 3Cs-dC Mengen pro
isotopenmarkiertem dT in Wildtyp und Dnmt TKO mESCs. Die angegebenen Zeitpunkte entsprechend den
Erntezeitpunkten der Zellen im Laufe des Chase. Die Daten wurden aus einer biologischen Probe, gemessen als

technisches Triplikat erhoben.

Das entsprechende Experiment wurde mit der Tet TKO mESC Linie und dem korrespondierenden
Wildtyp ebenfalls durchgefiihrt. Diese Zellen kdnnen die markierte Spezies zwar methylieren aber
nicht weiter oxidieren. Dieses Experiment soll nochmals Aufschluss liber die Beteiligung eines
D/H-Austausches geben und die Abhingigkeit der beobachteten Reaktion von den Tet-Dioxygenasen
betrachten. Wird die Entstehung der 3Cs-dC Verbindung durch die Dnmt-Enzyme katalysiert, so sollte
dies in beiden Zellen nun im gleichen MaRe stattfinden. Entsteht die Verbindung durch einen
C-C Bindungsbruch, so sollte das Ergebnis dem des Dnmt TKOs ahneln. Abbildung 25 zeigt die

erhaltenen Werte der isotopenmarkierten Verbindungen normiert auf das schwere dT*2.
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Abbildung 25: Normierung der Quantifizierungsergebnisse des Pulse-Chase Experiments auf 3C3'>N,-dT in
Abwesenheit der Tet-Enzyme. Absolute Quantifizierung der *CsD;-dC Mengen pro isotopenmarkiertem dT*'2in
Wildtyp und Tet TKO mESCs. Die angegebene Zeitdauer, entspricht den Erntezeitpunkten der Zellen im Laufe des

Chase. Die Daten wurden aus einer biologischen Probe, gemessen als technisches Triplikat erhoben.
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Im Wildtyp wird mehr 3CsD;-dC eingebaut und ist auch nach 12 h noch in einer gréReren Menge im
Genom vorhanden. Demnach ist ein Anstieg an 3Cs-dC im Wildtyp zu diesem Zeitpunkt nicht
verwunderlich. Die Werte beider markierter Verbindungen bleiben im Tet TKO etwa gleich. Die
Generierung des 3Cs-dC sollte im Tet-TKO nicht iiber den angenommenen Weg der aktiven
Demethylierung ablaufen und misste als Hintergrund abgezogen werden. Demnach wiirde die
Zunahme an 3Cs-dC im Wildtyp fir einen C-C Bindungsbruchreaktion im Zuge der aktiven

Demethylierung sprechen.

Untersuchung der aktiven Demethylierung mit den Sondenmolekiilen 3CsD;-dC und 3CsD;-rC

Die bisher genutzten Sondenmolekiile weisen keine vollstandige Isotopenreinheit auf, weswegen nicht
klar ist, ob der gesehene Effekt tatsachlich aus einer C-C Bindungsbruchreaktion oder einer
Verunreinigung kommt. In Abschnitt 3.2.3.2 wurde bereits festgestellt, dass RNA-Nukleoside zu einer
hoheren Inkorporationsrate fihren. Der RNA-Baustein wird liber den RNA Salvage Pathway in die
genomische DNA eingebaut. Da die Ribonukleotidreduktase auf Diphosphat-Ebene arbeitet, wird der
Weg (ber die |6slichen Desaminasen groBtenteils umgangen. Im nachsten Schritt erfolgt direkt die
Phosphorylierung zum Triphosphat, wodurch vermutlich mehr markiertes Nukleosid eingebaut wird.
Als neues Sondenmolekiil wurde daher das RNA-Derivat der 3CsD;-dC Verbindung von Dr. René
Rahimoff synthetisiert.l?*®! Weiterhin wurde eine neue UHPLC-MS/MS Detektionsmethode von

(2571 Dije chemische Struktur und die potentiell aus einem

Dr. Katharina Iwan entwickelt.
C-C Bindungsbruch entstehende Verbindung sind in Abbildung 26 dargestellt. Schlielich wurde
13CsD;1-rC mit einer Isotopenreinheit von 99,7 % synthetisiert und war demnach nur zu 0,3 % an 3Cs-rC
verunreinigt.

Die Pulse-Chase Experimente in Dnmt TKO und Tet TKO mESCs wurden mit dieser Verbindung
wiederholt. Die Inkorporation konnte durch Fiitterung der Ribo-Verbindung auf etwa 43 % 3CsD;-dC
erhoht werden, was einer doppelt so hohen Menge, verglichen mit der Desoxy-Verbindung entspricht.
Die Ergebnisse dieses Experiments deuten ebenfalls auf die Existenz eines C-C Bindungsbruchs hin. Die
Daten und eine genauere Diskussion dieser, sind jedoch in der Dissertation von Dr. Katharina Iwan

[140]

aufgefihrt.
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Abbildung 26: Verfolgung der aktiven Demethylierung mit Hilfe des isotopenmarkierten Nukleosids 3CsD;-rC.
Abgebildet ist die chemische Struktur des Sondenmolekils und die durch C-C Bindungsbruch entstandene
Verbindung 3Cs-dC. Die ausgefiillten Kreise zeigen die *C-Markierung. Die Reinheit des Ausgangsmolekiils ist

ebenfalls angegeben (hellblau).

In einem weiteren Experiment wurden die bereits beschriebenen Tdg*”- und Tdg” mESCs mit der
isotopenmarkierten Spezies gefiittert, um erneut die C-C Bindungsbruchreaktion in Abwesenheit des
Tdg/BER-Demethylierungsweges betrachten zu kénnen. Hierzu wurden die Zellen fur drei Tage unter
naiven Bedingungen kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde geerntet und der andere nochmals fiir drei
Tage mit der Ribo- bzw. Desoxy-Verbindung unter Priming-Bedingungen kultiviert. Fir die Fltterung
wurde stets eine Konzentration von 200 uM '3CsD;-dC bzw. 50 uM 3CsD:-rC zum jeweiligen
Kulturmedium zugegeben. Nach Isolation der genomischen DNA wurde diese massenspektrometrisch

analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Verteilung der markierten Spezies in Tdg*/- sowie Tdg”- unter naive und primed Kulturbedingungen.
Dargestellt ist Markierungsrate an 3CsD;-dC bezogen auf alle dC-Nukleoside. Der prozentuale Anteil der
jeweiligen isotopenmarkierten Verbindung ist bezogen auf die Summe (Z) beider markierter dC-Spezies

dargestellt. Die Daten wurden aus einer biologischen Probe, gemessen als technisches Triplikat erhoben.

13¢;D,;-dC/dC [%] 13¢5D;-dC/E [%) 13¢5-dC/s [%)

naive Tdg* 29,8 99,70 0,30
13¢Dy-dC

Tdg”" 37,1 99,68 0,32

Tdg*" 45,1 99,68 0,32
13C5D1-rC

Tdg”" 50,4 99,68 0,32

primed Tdg*” 31,5 99,68 0,32

13

CsD;-dC

Tdg” 36,0 99,72 0,28

Tdg*” 46,0 99,65 0,35
13C5D1-rC

Tdg”" 46,8 99,66 0,34
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Die Markierungseffizienz nach Fiitterung der 3CsD;-dC Spezies betrdgt unter naive Kulturbedingungen
etwa 30-37 %, wohingegen nach 3CsD1-rC Fiitterung Werte von 46-50 % erreicht werden konnten. Ein
dhnliches Ergebnis lieferte die Markierungsrate unter Priming-Bedingungen. Demnach ist die Art der
Kulturbedingung nicht ausschlaggebend fiir die Markierungseffizienz. Wird die 3Cs-dC Spezies bezogen
auf die Summe der markierten dC-Nukleoside betrachtet, so ist keine auffillige Anderung des Wertes
unter den analysierten Bedingungen zu beobachten. Auch die Steigerung der Markierungseffizienz
nimmt keinen Einfluss auf die *Cs-dC Werte.

Nach diesen Ergebnissen wird klar, dass es trotz Abwesenheit des Tdg/BER-Prozesses zu keinem
deutlichen Anstieg des C-C Bindungsbruchproduktes kommt. Ebenso hat die Kulturbedingung, bei
Betrachtung dieser mESC-Linie, keinen Einfluss auf die *3Cs-dC Werte. Zusammenfassend scheinen auf
diese Weise kultivierte mESCs kein geeignetes Modellsystem zum eindeutigen Nachweis eines
C-C Bindungsbruchs zu sein, was auf die hohe Teilungsrate und die kontinuierliche Inkorporation der

markierten Verbindung zuriickzufiihren sein kdnnte.

Untersuchung der aktiven Demethylierung in postmitotischen Zellen

Die bisherigen Pulse-Chase Experimente lassen die Frage offen inwieweit Rlickstande der deuterierten
Spezies im l6slichen Nukleosid/-tid Pool die erhaltenen Daten beeinflussen. Eine kontinuierliche
Neubildung sowie Re-Metabolisierung der *Cs-dC Verbindung kénnte im Gleichgewichtszustand ein
signifikantes Ergebnis verdecken. Dazu kommt, dass sich der zu beobachtende Prozess komplementar
zur passiven Demethylierung verhdlt und die genutzten Sondenmolekile nur in sich aktiv teilende
Zellsysteme eingebracht werden kénnen. Daher wurde fiir die nachfolgende Studie ein Modellsystem
gewihlt, wo der Ubergang von proliferierenden zu postmitotischen Zellen aktiv herbeigefiihrt werden
kann. So konnte die Markierungs- von der Beobachtungsphase separiert werden und moglicherweise
eine vermehrte Aktivitat des aktiven Prozesses nachgewiesen werden.

Als Modellsystem wurden die humanen, induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSCs) gewahlt. An
diese Zellen wurden sowohl die dC- als auch die rC-Verbindung gefiittert und eine neuronale
Differenzierung zum Erhalt postmitotischer Neuronen ausgeldst. Die Neurogenese wurde in diesen
iPSCs durch eine bicistronische, Doxycyclin-induzierbare Neurogenin-1 und 2 Expressionskassette
induziert. Die resultierenden Zellen werden als small molecule-inducible neurogenin iPS-line (INGNs)
bezeichnet und bilden bereits nach vier Tagen eine bipolare Morphologie mit langen Neuriten aus.
Neuronen mit anregbaren Aktionspotentialen werden nach zwei Wochen in Kultur beobachtet.?%"!
Kurz nach Induktion der Differenzierung nimmt die Wachstumsrate der Zellen stark ab. Dies wurde fir
postmitotische Neuronen bereits beobachtet und scheint damit ein geeignetes Modellsystem fiir das

geplante Experiment zu sein.2%%
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In Zusammenarbeit mit Dr. Jessica Steinbacher wurden bereits die Level der natirlichen oxidierten
dC-Spezies massenspektrometrisch quantifiziert. Im Laufe der Differenzierung konnte eine Zunahme
an hmdC beobachtet werden. Die fdC und cadC-Level blieben wahrend der Differenzierung konstant
und betrugen etwa 1,0x10° bzw. 2,5x107/dN.>**! In den ersten 24 h nach Induktion konnte ein
geringer Abfall der Werte fiir beide Spezies beobachtet werden, was vermutlich auf die noch
stattfindende DNA-Synthese zuriickzufiihren ist. Erst nach etwa 48 h findet in diesen Zellen keine
DNA-Neusynthese mehr statt.?** Dieses Zellsystem scheint sich gut zur Beobachtung eines
C-C Bindungsbruchs zu eignen, da ein Neueinbau der markierten Spezies nach 48 h nicht mehr moglich
ist und die oxidierten dC-Verbindungen gut detektierbar sind. Der Ablauf des Flitterungsexperiments

wird in Abbildung 27 gezeigt.

Pulse Chase
Induktion
48 h > 24h 1 >
AR YD)
13C.D,d(r)C 24h 48h 72h
8¢, BN, dT
iNGNs vor Induktion 02 iNGNs nach Induktion

Abbildung 27: Experimenteller Ablauf zum Nachweis der C-C-Bindungsbruchreaktion in iNGNs nach neuronaler
Differenzierung. Die Mikroskopiebilder zeigen die Zellen vor und nach Induktion. Die Zellen wurden fiir 24 h

markiert und die Neurogenese nach Wechsel des Kulturmediums begonnen.

Die Zellen wurden zundchst ausgesat und fur 48 h kultiviert. Anschliefend wurde dem Kulturmedium
jeweils 140 uM 3CsD;-dC bzw. 50 uM 3CsD;-rC sowie jeweils 0,5 uM dT**? zugesetzt. Nach 24 h wurde
das Kulturmedium gegen nukleosidfreies Medium ausgetauscht und die Induktion durch Zugabe von
Doxycyclin gestartet. Die Zellen wurden vor Induktion und zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 h nach
Induktion geerntet. Nach Isolation der genomischen DNA wurde diese massenspektrometrisch
untersucht. In Abbildung 28 ist die prozentuale Verteilung aller dC-Spezies nach Markierung durch die
beiden deuterierten Nukleoside zu den unterschiedlichen Erntezeitpunkten illustriert. Die Daten

zeigen einen deutlichen Unterschied in der Markierungseffizienz der beiden gefiitterten Nukleoside.
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Abbildung 28: Prozentuale Verteilung der gemessenen isotopenmarkierten Spezies nach Induktion der iNGNs.
Prozentuale Darstellung aller gemessener Cytidin-Spezies nach Fitterung der beiden Sondenmolekiile. Die
Zeitpunkte beziehen sich auf den Beginn der neuronalen Differenzierung. Die erhaltenen Daten beziehen sich

auf eine biologische Probe gemessen als technisches Triplikat.

Trotz geringerer Flitterungskonzentration wird das deuterierte rC-Nukleosid etwa zehnmal effizienter
aufgenommen. Zum Zeitpunkt 0 h ist eine Markierungsrate von 2,2 % fiir die *3CsD;-dC Verbindung und
etwa 23 % fir die rC-Verbindung zu beobachten. Die zeitliche Abnahme nach Induktion im Zuge des
Chase ist ebenfalls gut zu sehen. Der Verlust an Markierung ist erwartungsgemaR in den ersten beiden
Tagen am deutlichsten. Dies bestéatigt, dass in den Zellen nach 48 h keine DNA-Synthese mehr
stattfindet und eine passive Verdinnung der dC-Spezies ausbleibt. Die resultierende
13Cs-dC Verbindung nimmt nach Fitterung von 3CsD;-dC im Laufe der Differenzierung (72 h) um 0,01%
zu, wahrend sie im Fall der rC-Verbindung minimal abnimmt.

Als nachstes wurden die erhaltenen Quantifizierungsdaten auf alle Nukleoside bezogen. In
Abbildung 29 sind die normierten absoluten Quantifizierungsergebnisse der zu betrachtenden
Verbindungen resultierend aus den beiden Fltterungen dargestellt. Die Quantifizierungsergebnisse
der 3CsD;-dC Level zeigen eine kontinuierliche Abnahme in beiden Fillen (siehe Abbildung 29A). Ab
dem 48 h Zeitpunkt scheinen die Werte jedoch stabil zu bleiben. Auch der groRe Unterschied in der
Markierungsrate kommt zum Vorschein. Die absoluten Werte der beiden Testmolekiile zum 0 h
Zeitpunkt unterscheiden sich etwa um das Zehnfache. Fir die absolute Quantifizierung der
13Cs-dC Verbindung ergeben sich unterschiedliche Trends (siehe Abbildung 29B). Wahrend die Werte
nach rC-Fiitterung kontinuierlich abnehmen, ist nach dC-Fiitterung nach drei Tagen Induktion eine
Zunahme zu sehen. Die *Cs-mdC Werte verhalten sich dhnlich der *CsD;-dC Level und nehmen

kontinuierlich ab (siehe Abbildung 29C).
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Abbildung 29: Absolute Quantifizierung der isotopenmarkierten dC-Derivate aus induzierten iNGNs. Die Daten

zeigen die Messergebnisse nach Fiitterung von 3CsD;-dC bzw. 3CsD;-rC an iNGNs zu unterschiedlichen

Zeitpunkten nach neuronaler Differenzierung. Die Daten wurden aus einer biologischen Probe, gemessen als

technisches Triplikat erhoben.
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Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die absoluten Quantifizierungsergebnisse der dC-Derivate auf
die Menge an isotopenmarkiertem dT**? normiert, welches ebenfalls gefiittert wurde. Dies sollte
Hinweise auf eine lbrige, stattfindende DNA-Synthese und daraus resultierende passive Verdiinnung
der jeweiligen Spezies geben. Die Normierung der *CsD;-dC Werte ist in Abbildung 30A dargestellt und
Abbildung 30B zeigt die Ergebnisse nach *CsD;:-rC Markierung. Rechts in der Abbildung ist jeweils die
Menge an markiertem dT**?, auf alle Nukleoside bezogen, gezeigt. Mit Ausnahme des 24 h Zeitpunkts

der dC-Fitterung, nehmen die Werte erwartungsgemaR kontinuierlich ab.
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Abbildung 30: Verfolgung einer C-C Bindungsbruchreaktion nach neuronaler Differenzierung der iNGNs.
A) Normierte Quantifizierungsergebnisse nach Fitterung von 3CsD;-dC an iNGNs zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Induktion. B) Normierte Quantifizierungsergebnisse nach Fiitterung von 3CsD;-rC an iNGNs zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Induktion (eine biologische Probe wurde als technisches Triplikat

vermessen).

Nach Normierung bleiben die **CsD;-dC/ dT**2 Verhiltnisse nahezu konstant. Die *CsD;-dC-Verbindung
nimmt durch passive Verdinnung im gleichen MaRe ab wie das markierte dT*2. Nach der
Arbeitshypothese entsteht die '*Cs-dC Verbindung durch eine C-C-Bindungsbruchreaktion der

metabolisierten *CsD;-dC Spezies.
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Die Normierung zeigt einen deutlichen Anstieg der *Cs-dC Verbindung nach 48 bzw. 72 h in der mit
dC-gefiitterten Kultur. Der Wert steigt um etwa 40 % in den letzten 24 h des Experiments. An diesem
Zeitpunkt findet nahezu keine DNA-Synthese mehr statt, wie die dT*?-Werte zeigen. Diese
Beobachtung spricht fir eine C-C Bindungsbruchreaktion in diesen postmitotischen neuronalen
Vorldufern. Bei Betrachtung des Experiments nach 3CsD;-rC Markierung ist eine Korrelation der
13CsD1-dC und 3Cs-dC Verbindungen nach Normierung auf das isotopenmarkierte dT*'? zu beobachten.
Beide markierten Spezies nehmen im Zuge der Differenzierung zu. Es scheint, als ob die Verbindung
trotz des Rickgangs an DNA-Synthese stetig in die genomische DNA eingebaut wird. Vermutlich ist
diese Beobachtung auf den Verbleib an markiertem Material im |6slichen Nukleosid/-tid-Pool
zuriickzufiihren. Ebenso kénnte die Verbindung *CsD1-rC iber den RNA-Metabolismus kontinuierlich
freigesetzt werden und anschlieRend tber die Ribonukleotidreduktase zu **CsD;-dC umgewandelt
werden oder im Zuge der DNA-Reparatur ins Genom eingebaut werden, was den Anstieg in
Abwesenheit der DNA-Synthese erklaren konnte. Ebenso kénnte es sich um Spuren mitochondrialer
DNA handeln. Dies verhindert, dass die Vorteile dieses Experiments tiberhaupt zum Tragen kommen.
Zusammengefasst zeigt im Besonderen die 3CsD;-dC Fiitterung der postmitotischen, neuronalen
Vorlduferzellen Hinweise auf eine aktive Entstehung und Akkumulation des hypothetischen

C-C Bindungsbruchprodukts *Cs-dC und sollte daher wiederholt werden.

3.1.2.3 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammengefasst wurden durch Markierung pluripotenter Stammzelllinien mit deuterierten
Sondenmolekiilen weitere Hinweise auf die Beteiligung einer direkten Demodifikation an der
DNA-Demethylierung gewonnen. Es stellte sich heraus, dass sich die Sondenmolekiile **CsD;-dC und
13CsD;-rC am besten zum Nachweis des C-C Bindungsbruchs eigenen. Durch diese Verbindungen
konnten erstmals konkrete Hinweise auf eine direkte Demodifikation in Form einer Deformylierung
oder Decarboxylierung erbracht werden. Pulse-Chase Experimente in Dnmt pro- und defizienten
primed mESCs zeigten einen deutlichen Anstieg des Demodifikationsproduktes. In Tet TKO und dem
korrespondierenden Wildtyp ist dies erkennbar, jedoch weniger stark ausgeprdagt. Um die aktive
Generierung des Demodifikationsproduktes final zu bestéatigen, sollten die Proben allerdings an einem
hochauflésenden Massenspektrometer vermessen werden, da der Massenunterschied zwischen
Ausgangsmaterial und Demodifikationsprodukt nur eine Masseneinheit betrdagt. Weiterhin konnten
konkrete Hinweise auf die Existenz des C-C Bindungsbruchs nach Markierung von iNGNs erhalten
werden. Im Verlauf einer neuronalen Differenzierung wurde hier ein Anstieg des
Demodifikationsproduktes beobachtet, was trotz der Limitierungen des Massenspektrometers und der

0,8 %igen Verunreinigung an 3*Cs-dC, Hinweise auf einen C-C Bindungsbruch in diesen Zellen liefert.
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Im weiteren Verlauf sollten weitere biologische Replikate der iNGN-Fiitterung mit 3CsD1-dC bzw. rC
durchgefiihrt werden. Interessant ware hierbei auch eine Reduktion der rC-Konzentration auf etwa
25 uM oder weniger, um eine Akkumulation der Nukleoside im l6slichen Nukleosid/-tid Pool zu
verringern. Eventuell kénnten so Ergebnisse dhnlich der 3CsD:;-dC Markierung erzielt werden.
Weiterhin sollten das Verdauprotokoll und die Messmethode zur Detektion der markierten hmdC bzw.
fdC Verbindungen optimiert werden. Zur Betrachtung eines BER-unabhangigen Deformylierungs- bzw.
Decarboxylierungsweges konnte die Tdg”" mESC-Linie in EpiLCs differenziert werden. Dies wiirde eine
homogenere Zellkultur mit hoheren Leveln der natirlichen oxidierten dC-Spezies ergeben und kdénnte
ein vielversprechendes Modell zum Nachweis des C-C Bindungsbruchs in Abwesenheit des
Tdg/BER-Demethylierungsweges darstellen. Weiterhin kdnnte die ENC1-Zelllinie ebenfalls zu
Neuronen differenziert werden (siehe Abschnitt 3.1.1). Dies wiirde ein weiteres Kulturmodell zum

Nachweis einer Akkumulation von 3Cs-dC in postmitotischen Zellen liefern.

3.1.2.4 Projektbeitrage

Die erste Synthese des D.dCs wurde von Alexander Schén wahrend seiner Masterarbeit unter der
Anleitung von Dr. René Rahimoff durchgefiihrt. Alle weiteren Metaboliten zur Verfiitterung (D2*°N,-dC,
13CsD1-dC und 3CsD;-rC) wurden von Dr. René Rahimoff synthetisiert. Die Zellkulturversuche der
beschriebenen Experimente wurden von mir entwickelt und durchgefiihrt. Ewelina Kamirska fiihrte
unter meiner Anleitung die Differenzierung der humanen reprogrammierten Zellen durch. Auch die
Isolation aller DNA-Proben wurde von mir vorgenommen. Die Entwicklung der
Quantifizierungsmethoden, der enzymatische Verdau, die Messung und Auswertung der Daten
wurden von Dr. Katharina Iwan und Dr. Jessica Steinbacher vorgenommen. Die Daten wurden

gemeinsam von Dr. Katharina Iwan, Dr. René Rahimoff und mir interpretiert.
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3.1.3 Untersuchung einer enzymvermittelten DNA-Demethylierung iiber einen C-C Bindungsbruch

3.1.3.1 Prolog

Die Veroffentlichung aus Abschnitt 3.1.1 und die Ergebnisse aus Abschnitt 3.1.2 geben Hinweise auf
eine direkte C-C Bindungsspaltung. Neben der Beteiligung der BER an der aktiven Demethylierung
rickt daher die viel diskutierte Route tiber einen C-C Bindungsbruch ebenfalls in den Fokus. Zu diesem
Zeitpunkt ist jedoch unklar, inwieweit die beschriebene Bindungsspaltung an der aktiven
Demethylierung beteiligt ist und ob diese Uber eine Deformylierung oder eine Decarboxylierung
stattfindet. Eindeutig ist, dass es sich hierbei um einen Dnmt- und Tet-unabhdngigen Weg zur
Entfernung von fdC bzw. cadC aus dem Siugetiergenom handelt,® der ohne die Generierung von
schadlichen abasischen Stellen abliuft.[°? Dieses Kapitel befasst sich mit der Fragestellung, welches
Enzym oder welche Faktoren eine derartige Reaktion bewerkstelligen kénnten (Abbildung 31). Im Zuge
dieser Studien soll untersucht werden, ob es sich bei der beobachteten Reaktion aus Abschnitt 3.1.1
um eine enzymatisch katalysierte Reaktion oder um einen Ubertrag der Formyl-Gruppe auf eine

bestimmte Entitat handelt.
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Abbildung 31: Methylierung von dC und oxidativer Demethylierungsweg iiber einen C-C Bindungsbruch.
Zunéachst wird dC mit Hilfe der DNA-Methyltransferasen methyliert. Das entstandene mdC wird nachfolgend
durch die Tet-Dioxygenasen schrittweise oxidiert. Die Riickgewinnung von dC kénnte Uber eine direkte
Deformylierung von fdC bzw. Decarboxylierung von cadC ablaufen. Die benétigten Enzyme oder Faktoren, die

diese Reaktion bewerkstelligen kdnnten, sind bisher jedoch nicht bekannt.
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3.1.3.2 Ergebnisse und Diskussion

Zuniachst sollte der Fragestellung nachgegangen werden, ob der C-C Bindungsbruch wahrend oder
direkt nach der Inkorporation der Nukleoside in die genomische DNA stattfindet und Hinweise auf
beteiligte Enzyme oder Faktoren geben. Da die Einbringung der modifizierten Nukleoside in die
genomische DNA im Zuge der DNA-Synthese erfolgt, sollten die Zellen zunachst vor Eintritt in die S-
Phase festgehalten werden. Als Modellsystem wurden Chinese Hamster Ovary (CHO)-K1 Zellen
gewdhlt, da diese als leicht zu synchronisierendes Zellsystem gelten und bereits eine C-

C Bindungsbruchreaktion nach Fiitterung mit F-fdC zeigten.®°!

Isotopenverfolgungsexperimente mit synchronisierten Sédugetierzellen

Nach Synchronisation der Zellen an der G1/S-Grenze wurden die Zellen nach Wideraufnahme des
Zellzyklus mit [*3Cs][°N,]-fdC gefiittert und die zeitliche Entstehung des Deformylierungsprodukts
[13Cs][*°N;]-dC massenspektrometrisch verfolgt. Die Synchronisation der CHO-K1 erfolgte durch einen
zweifachen  Thymidinblock.’®3)  Die hohe Konzentration an Thymidin inhibiert die
Ribonukeotidreduktase und so die Synthese der dNTPs. Dadurch wird die DNA-Synthese verlangsamt
und die Zellen arretieren am Ubertritt zur S-Phase.?®* Zur vollstindigen Synchronisation wurde der
Block zweimal durchgefiihrt. Abbildung 32A zeigt schematisch den Ablauf des Experiments. Die
erfolgreiche Synchronisation wurde mit Hilfe eines Durchflusszytometers nachgewiesen. Als Referenz
dienten nicht-synchronisierte  Zellen. Durch den interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs
Propidiumiodid wurde der DNA-Gehalt und anhand dessen die Verteilung der Zellzyklus-Phasen
bestimmt. Dies ergab fiir nicht-synchronisierte Zellen eine Verteilung von 41 % G1, 51% S und 7%
G2/M. Nach Synchronisation der Zellen befanden sich 93 % in der G1, 7 % in der S und keine Zellen in
der G2/M-Phase. AnschlieBend wurde das Kulturmedium erneuert und gleichzeitig [**Cs][**N,]-fdC
zugegeben. Nach Eintritt in die S-Phase wurde der Einbau des isotopenmarkierten Nukleosids im Laufe
der S-Phase verfolgt. Zum Vergleich wurden Zellen in der friihen und spaten S-Phase geerntet. Nach
Isolation der genomischen DNA wurde die Deformylierungsaktivitait massenspektroskopisch
untersucht. Die Quantifizierungsergebnisse sind in Abbildung 32B dargestellt. Die Daten zeigen einen
Anstieg an [*3Cs][*°N,]-fdC in synchronisierten Zellen verglichen mit der Kontrolle. Nach 7h, in der
spaten S-Phase, ist ein noch deutlicherer Anstieg der eingebauten Menge an markiertem Nukleosid zu

erkennen.

Weiterhin konnte, sowohl in synchronisierten, als auch nicht-synchronisierten Zellen das Resultat des
C-C Bindungsbruchs [3Cs][*°N;]-dC detektiert werden. Da auch in nicht-synchronisierten Zellen 51 %
der Zellen in der S-Phase sind, ist ein Einbau des [3Cs][*°N]-fdC und damit das Auftreten von
[*3Cs][**N3]-dC zu erwarten. In nicht-synchronisierten und besonders in synchronisierten Zellen nimmt

die Menge an isotopenmarkiertem dC mit der Zeit deutlich zu.
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Abbildung 32:Synchronisation von CHO-K1 zur Ermittlung der Zellzyklusabhangigkeit des C-C Bindungsbruchs.
A) Schematischer Ablauf des Thymidinblocks mit anschlieBender Einbringung des markierten Nukleosids.
B) Normierte Quantifizierungsergebnisse der synchronisierten (syn.) und unsynchronisierten (unsyn.) CHO-K1
Zellen 4 bzw. 7h nach Eintritt in die S-Phase. C) Unabhdngiges Experiment zur Quantifizierung der
isotopenmarkierten 5-Formyldesoxyuridin-Spezies nach Synchronisation der CHO-K1 Zellen. Die Daten wurden

jeweils aus einer biologischen Probe, gemessen als technisches Triplikat, erhoben. LOD: Limit of Detection

Weiterhin  wurde beobachtet, dass [**Cs][*’N,]-5-Formyldesoxyuridin  ([**Cs][*’N,]-fdU) in
nicht-synchronisierten Zellen detektierbar ist und in synchronisierten Zellen unter dem Limit of
Detection (LOD) liegt (Abbildung 32C). Diese Uridin-Verbindung kann spontan oder durch
enzymatische Desaminierung im l6slichen Nukleosid/-tid Pool entstehen. Allerdings deutet die
beachtliche Menge von 7,66 x10°/dN an isotopenmarkiertem fdU eher auf eine enzymatische
Entstehung hin.

Die C-C Bindungsbruchreaktion geschieht demnach wahrend oder direkt nach der Inkorporation in die
genomische DNA. Die gute Korrelation der Daten legt die Vermutung nahe, dass die Deformylierung
bereits auf Nukleosid/-tid Ebene oder direkt wahrend der DNA-Synthese stattfindet. Die Befunde
deuten weiterhin darauf hin, dass synchronisierte Zellen das isotopenmarkierte Nukleosid zu schnell
einbauen, um eine Desaminierung durch die Desaminasen des I6slichen Pools zu ermdglichen, was
gegen einen C-C Bindungsbruch im l6slichen Nukleosid- bzw. Nukleotidpool sprechen wiirde. Eine
alternative Erklarung wire eine Uberfrachtung des I6slichen Pools an dT aufgrund des

Thymidin-Blocks, wodurch dT-Derivate, wie fdU, zunachst nicht eingebaut werden.
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Eine Analyse des |6slichen Pools der synchronisierten Zellen kénnte an dieser Stelle Aufschluss geben.
Zusammenfassend konnte aus dieser Untersuchung gefolgert werden, dass der C-C Bindungsbruch

direkt nach dem Einbau in die genomische DNA erfolgen muss.

Beteiligung DNA-bindender Enzyme an der C-C Bindungsbruchreaktion

Unter der Annahme, dass die Deformylierung auf DNA-Ebene stattfindet, wurden im weiteren Verlauf
DNA-interagierende Enzyme als potenzielle Deformylasen naher betrachtet. Hierzu wurde in der
Veroffentlichung aus Abschnitt 3.1.1 bereits eine Tet Triple Knockout (TKO) Zelllinie untersucht. Diese
embryonale Stammzelllinie enthalt kein Tetl, 2, sowie 3 und kann daher die hoher oxidierten
Cytidin-Spezies hmdC, fdC und cadC nicht bilden. Die Quantifizierungsdaten zeigten, dass die

C-C Bindungsbruchreaktion nicht durch die Tet-Enzyme katalysiert wird.

Studien einer moglichen Deformylierung und Decarboxylierung zeigten bereits, dass ein nukleophiler
Angriff an der C6-Position des Cytidins einen C-C Bindungsbruch erleichtern kénnte.?>” Eine derartige
Reaktion wird von den Dnmt-Enzymen katalysiert.”® Eine geringe Dehydroxylase- und
Decarboxylaseaktivitit der Dnmts in Abwesenheit von SAM wurde bereits beobachtet.[243) [244236] pAys
diesem Grund wurde untersucht, ob die Dnmt-Enzyme die beobachtete C-C Bindungsbruchreaktion
katalysieren konnten. In Abschnitt 3.1.1 wurde eine Dnmt TKO Zelllinie, welche die Enzyme Dnmt1, 3a
und 3b nicht enthélt analysiert. Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse zeigen keinen
Einfluss auf die quantifizierten Mengen an F-dC. Im Zuge dieser Untersuchungen wurden die Knockouts
der einzelnen Methyltransferasen ebenfalls analysiert. Zur Betrachtung der Deformylierungsreaktion
wurden die Zellen fiir 72 h unter C/R-Bedingungen kultiviert. In den letzten 24 h wurde das Medium
ausgetauscht und F-fdC zugesetzt.

Nach Isolation der genomischen DNA und absoluter Quantifizierung der fluorierten Derivate mittels
UHPLC-MS/MS wurden zwei Normierungen zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Knockouts
durchgefiihrt. Zunachst wurden die jeweiligen F-dC- auf die F-fdC-Werte bezogen und das erhaltene
Verhéltnis auf den Wildtyp normiert. Abbildung 33 zeigt das Ergebnis dieser Normierung und die

dazugehorigen natlirlichen mdC-Werte.
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Abbildung 33: Verhéltnis von 2’-fluorierten Nukleosiden und natirlichem mdC in verschiedenen
Dnmt-Knockouts relativzum Wildtyp. Dargestellt sind das F-dC (blau) bzw. F-mdC (hellviolett) zu F-fdC Verhaltnis
der Dnmt KOs und die quantifizierte Menge an natirlichem mdC (hellblau) jeweils bezogen auf den Wildtyp.
Abgebildet sind die normierten Quantifizierungsergebnisse dreier biologischer Replikate, gemessen als

technisches Triplikat.

Beim Vergleich der errechneten Verhaltnisse von F-dC zu F-fdC bzw. F-mdC zu F-fdC wurden deutliche
Unterschiede zwischen den Zelllinien festgestellt. Die Inkorporation an F-fdC war in den untersuchten
Zelllinien etwa gleich und schien daher nicht zu den beobachteten Variationen beizutragen. Eine
Erhohung des F-dC zu F-fdC Verhaltnisses, wie im Dnmt TKO und im Dnmtl1 KO beobachtet, wiirde
demnach eine vermehrte C-C Bindungsbruchreaktion bedeuten. Die maintenance Methyltransferase
Dnmt1 erhalt den GroRteil des Methylierungsmusters, da diese hemimethylierte CpG-Stellen nach der
Replikation bindet und remethyliert.®® Auch die gemessenen natiirlichen mdC-Werte zeigen den
Beitrag von Dnmt1 an der Methylierung. Wahrend im Dnmt TKO kein mdC detektierbar ist, erfolgt im
Dnmtl KO eine Reduktion des natilirlichen mdC um etwa 50 %. Ebenso nimmt die Menge an
remethyliertem F-dC (F-mdC) um einen dhnlichen Prozentsatz ab. Das Verhaltnis von F-dC zu F-fdC
verhalt sich genau entgegengesetzt. Der Verlust an maintenance Methylierung fiihrt also zu einer
groBeren Menge an F-dC, was auf eine fehlende Remethylierung zurlickzufiihren sein konnte.
Allerdings sind die absoluten F-mdC Werte um zwei Zehnerpotenzen geringer als die F-dC Werte. Es
scheint daher unwahrscheinlich, dass der Beitrag der fehlenden Remethylierung maRgebend fir die
erhaltene Menge an F-dC ist.

Die Betrachtung der de novo Methyltransferasen Dnmt3a und 3b zeigte sich hingegen ein anderes Bild.
Die de novo Methyltransferasen binden unmethylierte DNA im CpG-Kontext und fihren dort eine
Methylierung ein.® Sowohl im Dnmt3a KO, als auch im Dnmt3b KO kommt es zu einer Abnahme an

nattrlichem mdC um etwa 20 %.
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Wihrend der Verlust von Dnmt3a zu keiner signifikanten Anderung der F-dC bzw. F-mdC zu F-fdC
Verhiltnisse fiihrte, war gegenteiliges der Fall fir Dnmt3b. Hier konnte erstmals eine signifikante
Abnahme beobachtet werden. Im Dnmt3b KO nimmt das F-dC zu F-fdC Verhaltnis etwa um 40 %
signifikant ab. Erstaunlich ist, dass der Dnmt TKO einen gegenldufigen Trend trotz des Verlustes an
Dnmt3b zeigt. Da der Verlust an natlrlichem mdC im Dnmt3b um einen dhnlichen Prozentsatz erfolgt
wie die Menge an F-dC bzw. F-mdC zu F-fdC, wére ein Zusammenhang denkbar. Allerdings sind hier
auch die Unterschiede der absoluten Werte zu beachten. Die Abnahme des F-dC zu F-fdC Verhaltnisses
im Dnmt3b legt jedoch die Vermutung nahe, dass dieses Protein am beobachteten C-C Bindungsbruch
beteiligt sein konnte, aber selbst nicht das gesuchte demodifizierende Enzym ist. Ansonsten sollte kein
F-dC detektierbar sein. Um auszuschlieflen, dass es sich bei dem beobachteten Riickgang um einen
Effekt einzig dieser KO-Linie handelt, wurde in einem weiteren Experiment eine unabhangige Dnmt3b
KO Linie untersucht. Diese Studie flihrte zum selben Ergebnis (Daten nicht gezeigt) und bekraftigt somit

die Beteiligung von Dnmt3b.

Um den Mechanismus der C-C Bindungsbruchreaktion zu verstehen, wurde auch die Zunahme an F-dC
genauer betrachtet. Da der Verlust an Dnmtl zu einer Erhéhung des F-dC-Wertes fiihrt und den
grofSten Anteil an Methylierung ins Genom einbringt, erschien eine genauere Betrachtung
literaturbekannter Interaktionspartner von Dnmt1 interessant. Eine Uberlegung fiihrte zur Interaktion
der maintenance DNA-Methyltransferase mit dem DNA-Reparaturenzym MutL homolog 1 (Mlh1) und
der bereits nachgewiesenen Beteiligung von Dnmtl an der Mismatch-Reparatur (MMR).[256 267]
Aufgrund der Zusammenarbeit von Dnmtl und MIh1 ist ein ahnlicher Effekt auf das F-dC zu F-fdC
Verhéltnis denkbar. Bisherige Studien konnten zeigen, dass die beiden Proteine an dieselben
Genompositionen rekrutiert werden.'?%8! Daher wire es denkbar, dass die Bindungsbruchreaktion an
eben diesen Positionen stattfindet. Zur Untersuchung dessen wurde eine MIhl KO mESC-Linie
massenspektrometrisch analysiert. Die Generierung dieser mESC-Linie wird in Abschnitt 3.3
beschrieben. Erste Quantifizierungsergebnisse zeigten hohere Werte der oxidierten dC-Spezies im
Mlh1 KO (siehe Abbildung 53). Die Werte an hmdC, fdC und cadC waren etwa zweimal hoher als im
entsprechenden Wildtyp. Um die Beteiligung von Mlh1 an der Entstehung von F-dC zu untersuchen,
wurden die Zellen fiir 72 h unter C/R-Bedingungen kultiviert und in den letzten 24 h der Kultur mit
F-fdC gefiittert. Nach Isolation der genomischen DNA wurde der Metabolismus des Nukleosids mittels

UHPLC-MS/MS verfolgt Die Ergebnisse der absoluten Quantifizierung sind in Abbildung 34 aufgezeigt.
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Abbildung 34: Beteiligung des Mismatch Repair Proteins Mlh1 an der C-C Bindungsbruchreaktion. Verhaltnis
von demodifiziertem zu 2’-fluoriniertem fdC im Mlh1 KO und dem korrespondierenden Wildtyp. Abgebildet sind

die normierten Quantifizierungsergebnisse zweier biologischer Replikate, gemessen als technisches Triplikat.

Beim Vergleich des Mlh1 KOs mit dem korrespondierenden Wildtyp konnte eine Zunahme des F-dC zu
F-fdC Verhdltnisses um etwa 60 % beobachtet werden. Interessanterweise ist diese Zunahme
vergleichbar mit der Zunahme im Dnmt1 KO. Dies spricht fiir die Hypothese, dass es sich um dieselben
Genompositionen handeln konnte, die bereits in Abwesenheit von Dnmt1 zu einem Anstieg des F-dC

zu F-fdC Verhaéltnisses fuhrten.

Identifikation beteiligter Enzyme durch Inhibitorstudien

Im weiteren Verlauf wurden die Poly-ADP-Ribose Polymerases (PARPs) auf ihre Beteiligung an der
Deformylierung untersucht. Die PARPs stellen eine groRRe Familie multifunktionaler Enzyme dar. In
Mausen existieren 16 Mitglieder dieser Proteinfamilie, wobei PARP1 das am haufigsten vorkommende
Mitglied darstellt.?®® Diese Enzymklasse katalysiert den Transfer einer ADP-Ribose von
Nicotinamiddinukleotid (NAD*) auf ein Zielprotein und ist wichtig fir die zellulare Homdostase sowie
die DNA-Reparatur.’?’ 2% Durch Verwendung der bekannten PARP-Inhibitoren Olaparib und Veliparib
sollte deren Einfluss auf die hier untersuchte C-C Bindungsbruchreaktion betrachtet werden.?’? F-fdC
wurde hierfiir 72 h mit dem jeweiligen Inhibitor an die mESCs gefiittert. Die Konzentration von
Olaparib (Selleckchem) im Kulturmedium betrug 20 nM. Fir Veliparib (Selleckchem) wurde eine
Konzentration von 1uM verwendet. Nach |Isolation der genomischen DNA und
massenspektrometrischer Untersuchung konnte keine Anderung des F-dC zu F-fdC Verhéltnisses
detektiert werden. Daher wurde gefolgert, dass die PARP-Enzyme nicht an der Deformylierung

beteiligt sind.
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Demethylierungen, Deformylierungen und Decarboxylierungen sind in der Natur bereits bekannt
(siehe Abschnitt1.6.3). Ebenso existieren Enzyme die eine Deacetylierung katalysieren kdnnen.
Entsprechend ware eine Deformylierung liber einen dhnlichen Weg denkbar. Die Enzymklasse der
Histon-Deacetylasen (HDACs) katalysiert die Entfernung posttranslational eingefiihrter
Acetyl-Gruppen der Lysin-Seitenketten von Histonen. Die Acetylierung fiihrt zu einer gelockerten
Chromatinstruktur und so zu einer besseren Erreichbarkeit der DNA fiir Transkriptionsfaktoren.!?”3!
Diese Proteinfamilie besitzt in Sdugetieren 11 Mitglieder, die in vier Gruppen eingeteilt werden
konnen. Sie unterscheiden sich in ihrer Struktur, dem Expressionsmuster, der enzymatischen Funktion
und zelluldren Lokalisation.?”?! Die Klassen I, Il und IV nutzen einen Mechanismus in Abhingigkeit von
Zink, wihrend die Klasse llI, die sogenannten Sirtuine, NAD* abhangig sind.[’® Zur Untersuchung der
HDACs wurden zwei bekannte Inhibitoren Trichostatin A (10 nM; Sigma) und Valporinsaure (0,5 mM;
Selleckchem) verwendet.?’* 275! Fiir das Experiment wurden die mESCs fiir drei Tage unter
C/R-Bedingungen kultiviert und dabei F-fdC und der jeweiligen HDAC-Inhibitor zugesetzt. AnschlieRend
wurde die genomische DNA isoliert und der Metabolismus des fluorierten Nukleosids mittels
UHPLC-MS/MS analysiert. Die Inhibition durch Valporinsdure und Trichostatin A hatte keinen Einfluss
auf die Deformylierung. Die HDACs der Klassen |, Il und IV sind daher vermutlich nicht an der

Deformylierung beteiligt.

Im nachsten Schritt wurde mit Hilfe des Breitband-Inhibitors Nicotinamid (NAM) die Aufgabe der
Klasse Ill HDACs nadher beleuchtet.’?’® Hierzu wurde der Inhibitor NAM (10 mM; Sigma) fiir 72 h zum
Kulturmedium zugegeben und die Zellen unter den bereits genannten Priming-Bedingungen kultiviert
(Abbildung 35A). Nach Isolation der genomischen DNA und massenspektrometrischer Analyse war
eine signifikante Abnahme des F-dC zu F-fdC Verhaltnisses erkennbar. Zur besseren Vergleichbarkeit
der einzelnen biologischen Replikate wurden die F-dC auf die F-fdC Werte bezogen und die erhaltenen
Verhaltnisse auf den Wildtyp normiert. Die Behandlung mit dem Breitband-Inhibitor lieferte eine
signifikante Reduktion des F-dC zu F-fdC Verhéltnisses um etwa 24 % (siehe Abbildung 35B). Zur
genaueren Untersuchung des NAM-Effekts wurde der Inhibitor fiir eine unterschiedliche Zeitdauer
zugegeben und gleichzeitig das entstandene NAD* mit Hilfe eines NAD*/NADH Detektionsassays
(NAD*/NADH-Glo™ Assay, Promega) beobachtet. Dies sollte Riickschliisse auf die Inhibition der
Klasse Ill HDACs durch Zunahme an NAD*, dem Edukt der katalysierten Reaktion, geben. Nach 24 h
NAM im Medium ist bereits ein Anstieg an NAD* im Vergleich zur Kontrolle erkennbar. Dasselbe
Ergebnis lieferte die NAM Behandlung fiir 72 h. Der Unterschied zwischen den NAD*-Werten nach 24
bzw. 72 h war sehr gering (Abbildung 35C). Demnach misste dies auch fiir das F-dC zu F-fdC Verhaltnis

der Fall sein.
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Abbildung 35: Untersuchung der Deformylierungsreaktion nach Behandlung der mESCs mit NAM.
A) Nicotinamid wird dem Kulturmedium zugesetzt. B) Verhéltnis von demodifiziertem zu 2’-fluoriniertem fdC
nach NAM Zugabe. Abgebildet sind die normierten Quantifizierungsergebnisse von vier biologischen Replikaten,
gemessen als technische Triplikate. C) Ergebnisse des NAD*/NADH Detektionsassays nach NAM Behandlung.
Dargestellt sind die Ergebnisse einer biologischen Probe, gemessen als technisches Triplikat. D) F-dC zu F-fdC
nach NAM Zugabe fir eine unterschiedliche Zeitdauer. Normierte Quantifizierungsergebnisse einer biologischen

Probe, gemessen als technisches Triplikat.

Zur Untersuchung dessen wurde die DNA der behandelten mESCs isoliert und massenspektrometrisch
analysiert. Tatsachlich ist der Unterschied zwischen 24 h und 72 h NAM Behandlung ebenfalls gering
(Abbildung 35D). In beiden Fallen kam es zu einer Reduktion des F-dC zu F-fdC Verhéltnisses um etwa
40 %. Die Zeitdauer der NAM Behandlung scheint daher nicht ausschlaggebend fiir den beobachteten
Effekt zu sein.

Um einen direkten Nachweis der Beteiligung der Klasse Ill HDACs, der sogenannten Sirtuine, an der
Deformylierungsreaktion zu erhalten, wurden spezifischere Inhibitoren verwendet. Hierzu wurden die
beiden Inhibitoren Selisistat (50 uM, Sigma, EX-527) und SirReal2 (10 uM, Sigma) untersucht. Selisistat
ist ein bekannter Sirtuin1-Inhibitor und SirReal2 ein Inhibitor von Sirtuin2.1”7- 278 Erneut wurde F-fdC
an die Stammzellen zusammen mit dem jeweiligen Inhibitor verfiittert und das Verhéltnis der
fluorierten Nukleoside massenspektrometrisch verfolgt. Die Daten zeigten eine groRe Varianz
innerhalb der biologischen Replikate und fiihrten daher zu keinem eindeutigen Ergebnis. Eine Kontrolle
des Inhibitionsgrades ware hier von Vorteil, da die Variabilitdt der erhaltenen Daten auf eine Varianz

in der Inhibition zurtickzufiihren sein konnte.
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Beteiligung der Klasse Il Histon-Deacetylasen an der C-C Bindungsbruchreaktion

In Sdugetieren existieren sieben Sirtuine, die nach ihrer biologischen Funktion in Klassen eingeteilt
werden konnen. Einige Sirtuine katalysieren die Deacetylierung von Peptiden oder Proteinen und
nutzen hierzu NAD* als Substrat, welches dadurch in NAM umgewandelt wird. Es entsteht das
deacetylierte Produkt und die 2'-O-Acetyl-ADP-Ribose (sieche Abbildung 36A).27°! Es wire denkbar,
dass diese Enzyme neben einer Deacetylierung auch eine Deformylierung nach einem &ahnlichen
Mechanismus katalysieren konnten. Beispielsweise konnte durch Deacetylierung von
Lysin-Seitenketten entstandene freie Amine als Nukleophil an der Carbonylgruppe des Aldehyds
angreifen und so die Formyl-Gruppe auf das Lysin (bertragen. Als einzige Sirtuine mit
Deacetylaseaktivitit befinden sich Sirtuin1 und Sirtuin6 im Nukleus.?®? Um eindeutige Hinweise auf
eine Beteiligung der Sirtuine an der Deformylierungsreaktion zu bekommen wurden im Folgenden
mMESC KO-Linien der Sirtuinel und 6 untersucht.

Erneut wurden die Zellen mit F-fdC unter Priming-Bedingungen kultiviert und anschlieRend die
genomische DNA isoliert. Nach UHPLC-MS/MS Analyse wurden die erhaltenen F-dC zu F-fdC
Verhéltnisse auf den Wildtyp normiert. Es konnte eine signifikante Reduktion der Deformylierung um
etwa 60 % im Sirtuinl KO relativ zum Wildtyp beobachtet werden (Abbildung 36B). Dieses Ergebnis
gibt einen deutlichen Hinweis auf die Beteiligung von Sirtuinl an der beobachteten
C-C Bindungsbruchreaktion. Allerdings zeigt dieses Ergebnis auch, dass Sirtuinl entweder eine
sekundare Rolle spielt oder nicht das einzige Enzym mit Deformylaseaktivitdt ist. Im Falle des
Sirtuin6 KOs kam es zu einer Reduktion der Aktivitat um etwa 15 %. Dieser Riickgang des F-dC zu F-fdC
Verhaltnisses war jedoch nicht signifikant (Abbildung 36B). Um sicherzustellen, dass es sich hierbei um
eine signifikante Reduktion der Deformylierungsaktivitdt handelt, missten weitere biologische

Replikate untersucht werden.
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Abbildung 36: Katalytische Funktion der Sirtuine und der C-C Bindungsbruchstudie in Sirtuin-Knockout mESCs.
A) Enzymatische Reaktion der Sirtuine.l?’?! B) Verhiltnis von F-dC zu F-fdC in den untersuchten Sirtuin
(Sirt)-Knockouts relativ zum Wildtyp. Abgebildet sind die normierten Quantifizierungsergebnisse von vier

biologischen Replikaten (Sirt1) bzw. einer biologischen Probe (Sirt6), gemessen als technisches Triplikat.
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Ferner ware denkbar, dass die Abwesenheit von Sirtuinl bzw. 6 zu einer Hochregulation anderer
Sirtuine flhrt, die ebenfalls diese Reaktion katalysieren. Als weiteren Hinweis auf die Beteiligung von
Sirtuinl sollte die direkte Deformylaseaktivitdt von Sirtuinl in vitro nachgewiesen werden. Hierzu
wurde ein rekombinantes Sirtuinl mit einem fdC enthaltenden Oligonukleotid inkubiert. Zur
Bestimmung der Sirtuin-Aktivitit wurde der von Seidel et al. entwickelte Assay genutzt.!?®!! Bei diesem
wird ein acetyliertes Substrat durch das aktive Sirtuin deacetyliert, woraufhin das Substrat nach
tryptischem Verdau ein Fluorophor freisetzt. Das Fluoreszenzsignal korreliert somit mit der Aktivitat
des Enzyms.?®Y Die Ergebnisse des Assays zur Uberpriifung der Aktivitit des Sirtuins sind in
Abbildung 37A gezeigt. Dargestellt ist das Fluoreszenzsignal resultierend aus dem vollstandig
deacetylierten Kontrollsubstrat und zeigt das maximal erreichbare Fluoreszenzsignal. Die weiteren
beiden Werte zeigen das acetylierte Peptid mit und ohne Enzym. Ein Fluoreszenzsignal kann nur nach
Abspaltung der Acetyl-Gruppe erhalten werden. Der Assay zeigt, dass mit 5 uM humanen Sirtuinl
(hSIRT1) das Substrat (50 uM) vollstandig umgesetzt werden kann.

Im durchgefiihrten Experiment wurde ein N,-fdC enthaltendes, doppelstrangiges Oligonukleotid
(30 mer) mit dem aktiven hSIRT1 inkubiert. Die Aktivitdt des Enzyms wurde stets mit Hilfe des eben
beschriebenen Assays Uberprift. Der Doppelstrang enthielt im CpG-Kontext entweder fdC gegeniiber

dC oder fdC gegenliber mdC (siehe Abbildung 37B).
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Abbildung 37: Aktivitatsassay und in vitro Experiment. A) Aktivitdtsbestimmung des Sirtuins. Sub.: Substrat;
Ac-Sub.: acetyliertes Substrat; E: Enzym. B) Schematische Darstellung des Assays. C) Quantifizierungs-ergebnisse

nach Inkubation mit 1 uM Sirtuin inkubiert fir 60 min. D) Siehe C mit 5 uM Sirtuin und 60 min Inkubationszeit.

Ein erfolgreicher Nachweis der Deformylaseaktivitat des Sirtuins wiirde zur vermehrten Detektion von
1>N,-dC im Doppelstrang fiihren. Abbildung 37C zeigt die massenspektrometrischen Ergebnisse des
in vitro Assays mit 1 uM hSIRT1 und einer Inkubation von 60 min. Ein *>N»-dC Signal konnte detektiert
werden, allerdings waren die Werte mit und ohne Enzym in etwa gleich. Das detektierte Signal ist
vermutlich auf den natirlichen Isotopenhintergrund zuriickzufiihren. Das Experiment wurde mit einer

verlangerten Inkubationszeit (24 h) wiederholt, fiihrte jedoch zum selben Ergebnis.
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Das gleiche Experiment wurde ebenfalls mit einer héheren Enzymkonzentration (5 uM hSIRT1)
durchgefiihrt. Abbildung 37D zeigt das Ergebnis, wobei auch hier kein Unterschied an **N,-dC mit und
ohne Enzym detektiert wurde. Die Ergebnisse dieses Experiments zeigen, dass das hSIRT1 zwar aktiv

ist, aber das isotopenmarkierte fdC im Oligonukleotid nicht zu deformylieren vermag.

Es bleibt weiterhin ungeklart ob weitere Hilfsproteine bendtigt werden oder die Klasse 11l HDACs selbst
die deformylierende Entitat sind. In der Literatur gibt es bereits Hinweise auf ein Zusammenspiel von
Tet- und Dnmt-Enzymen mit den Sirtuinen.?’® 282 2831 Ferpner wurde eine Dnmt3b-vermittelte
Rekrutierung von Sirtuin1 an kondensiertes Chromatin publiziert.?®* Da im Dnmt3b KO eine Reduktion
des F-dC zu F-fdC Verhiltnisses beobachtet werden konnte, ware eine Beteiligung von Dnmt3b an der
Demodifikation durchaus denkbar. Zur genauen Aufklarung dieses Zusammenspiels bedarf es weiterer

Untersuchungen.

3.1.3.3 Projektbeitrage

Die verwendeten Nukleoside wurden von Dr. René Rahimoff und Eva Korytiakovd synthetisiert.
Dr. Fabio Spada fihrte die Behandlung muriner embryonaler Stammzellen mit HDAC oder
PARP-Inhibitoren durch. Die Synchronisation der CHO-K1 wurde von Shgiponja Ferizajim Rahmen ihrer
Masterarbeit unter meiner Anleitung durchgefiihrt. Alle weiteren Zellkulturversuche und
biochemischen Experimente wurden von mir durchgefiihrt. Die Isolation der genomischen DNA aller
Proben wurde von mir in Zusammenarbeit mit Luis de la Osa de la Rosa vorgenommen.
Ewelina Kamirska fiihrte unter meiner Anleitung den in vitro Aktivitatsassay durch. Der enzymatische
Verdau wurde von Dr. Katharina Iwan mit Unterstitzung von Kerstin Kurz unternommen. Die
UHPLC-MS/MS Messung und Datenauswertung wurde ebenfalls von Dr. Katharina Iwan durchgefiihrt.
Die Interpretation der Daten erfolgte von Dr. Katharina Iwan und mir gemeinsam. Ewelina Kaminska,

Eva Korytiakovd, Alexander Schén und Dr. Sarah Schiffers fihren das Projekt fort.
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3.2 Studien zur Basenexzisionsreparatur-vermittelten aktiven Demethylierung

Allgemein akzeptiert ist die Entfernung nichtkanonischer DNA-Basen im Zuge der
Basenexzisionsreparatur. Wie lange nichtkanonische Basen und ihre Reparaturintermediate im Genom
tatsachlich bestehen bleiben und ob die modifizierten Nukleobasen eine eigenstdndige Funktion inne
haben ist bislang noch nicht vollstandig geklart. Dieses Kapitel befasst sich mit einer Quantifizierung
der BER-Reparaturintermediate sowie der Dynamik der hoéher oxidierten dC-Spezies fdC und cadC.
Weiterhin wird die Beteiligung mono- bzw. bifunktionaler Glykosylasen an der Entfernung oxidierter
dC sowie dT-Derivate massenspektrometrisch untersucht. Abbildung 38 zeigt die betrachteten

nicht-kanonischen Nukleobasen und eine schematische Darstellung der Demodifikation tber die BER.

( Basenexzisionsreparatur )
NH,
~_R
fdC: R=-CHO N7
cadC: R=-COOH o7 T
| DNA- 1
(NN N7
Glykosylasen DNAO.
—> O .OH —> O)\N|
- |
o ODNA NN
R’ .
dT. R'=-CH, HNJE/ abasische Stelle dc
hmdU: R’= -CH,OH O)\N —
fdU: R'=-CHO |
(NN

modifizierte Base

Abbildung 38: DNA-Demethylierung iiber die Basenexzisionsreparatur. Das Schema zeigt die Entfernung
modifizierter Nukleobasen und Riickgewinnung von kanonischem dC. Nach Spaltung der glykosidischen Bindung
durch die DNA-Glykosylasen entsteht eine abasische Stelle die im Rahmen der Basenexzisionsreparatur weiter

prozessiert wird.
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3.2.1 5-Formyl- und 5-Carboxydesoxycytidine verursachen keine schadlichen Reparatur-

intermediate in murinen embryonalen Stammzellen

,»5-Formyl- and 5-Carboxydeoxycytidines do not cause accumulation of harmful repair intermediates in
stem cells” René Rahimoff, Olesea Kosmatchev,” Angie Kirchner,” Toni Pfaffeneder, Fabio Spada,
Victor Brantl, Markus Miller & Thomas Carell

#: Diese Autoren haben zu gleichen Teilen beigetragen.

Prolog

In welcher Anzahl abasische Stellen tatsachlich im Genom von Sadugetierzellen vorkommen, ist nicht
genau geklart. Die Verkniipfung mit massenspektrometrischen Analysemethoden ist daher ideal, um
AP-Stellen, B- oder B, d-Eliminierungsintermediate exakt zu quantifizieren, was mit den bisherigen
Methoden nicht erreicht werden konnte.!?®>2%”) |m nachfolgenden Manuskript wird die Entwicklung
eines neuartigen Derivatisierungsreagenzes beschrieben, dass in Kombination mit UHPLC-MS/MS die
genaue Quantifizierung der AP-Stellen und parallel dazu die Bestimmung der
B-Eliminierungsintermediate erlaubt (Abbildung 39). Hierzu wurden Zellkulturen mit schweren
Nukleosiden markiert, um so die Entstehung der AP-Stelle aus dem urspriinglichen Nukleosid
nachverfolgen zu kénnen. Weiterhin wurde eine Verknlipfung der BER mit der aktiven Demethylierung
untersucht. Die Markierungsexperimente mit schwerem Cytidin zeigten nur eine geringe Anzahl an
B-Eliminierungsintermediaten und auch nur wenige AP-Stellen, was eine Beteiligung des BER Prozesses

an der aktiven Demethylierung in Frage stellt.
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Abbildung 39: Chemische Struktur des Reagenzes zur Derivatisierung und Quantifizierung von abasischen

Stellen und B-Eliminierungsintermediaten.
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Autorenbeitrag

Alle verwendeten Zelllinien wurden von mir kultiviert. Die Isotopenmarkierungsexperimente,
Inhibitor-, sowie Knockdown-Studien wurden von mir entworfen und durchgefiihrt.
Die Knockdown-Effizienz wurde von mir mittels RT-gPCR nachgewiesen. Der in vitro Glykosylase-Assay
wurde von mir durchgefiihrt. Die Isolation der genomischen DNA wurde von mir durchgefiihrt. Die
Derivatisierung der genomischen DNA wurde in enger Zusammenarbeit mit Dr. René Rahimoff
vorgenommen. Weiterhin wurden die erhaltenen Ergebnisse und Daten von mir, gemeinsam mit den
anderen Autoren diskutiert und interpretiert. Zudem war ich an der Abfassung des Manuskripts

beteiligt.

Lizenz

Kopie der Publikation mit Erlaubnis des Verlags; Copyright 2017 American Chemical Society.
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René Rahimoff,” Olesea Kosmatchev,” Angie Kirchner,” Toni Pfaffeneder, Fabio Spada, Victor Brantl,

Markus Miiller,” and Thomas Carell*

Center for Integrated Protein Science at the Department of Chemistry, LMU Munich, Butenandtstrasse 5-13, Munich 81377,

Germany

© Supporting Information

ABSTRACT: S-Formyl-dC (fdC) and S-carboxy-dC (cadC)
are newly discovered bases in the mammalian genome that are
supposed to be substrates for base excision repair (BER) in the
framework of active demethylation. The bases are recognized
by the monofunctional thymine DNA glycosylase (Tdg),
which cleaves the glycosidic bond of the bases to give
potentially harmful abasic sites (AP-sites). Because of the
turnover of fdC and cadC during cell state transitions, it is an
open question to what extent such harmful AP-sites may
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abasic site abasic site probe for MS/MS-quantification

accumulate during these processes. Here, we report the development of a new reagent that in combination with mass
spectrometry (MS) allows us to quantify the levels of AP-sites. This combination also allowed the quantification of f-elimination
(PE) products, which are repair intermediates of bifunctional DNA glycosylases. In combination with feeding of isotopically
labeled nucleosides, we were able to trace the intermediates back to their original nucleobases. We show that, while the steady-
state levels of fdC and cadC are substantially increased in Tdg-deficient cells, those of both AP- and SE-sites are unaltered. The
levels of the detected BER intermediates are 1 and 2 orders of magnitude lower than those of cadC and fdC, respectively. Thus,
neither the presence of fdC nor that of cadC in stem cells leads to the accumulation of harmful AP- and SE-site intermediates.

H INTRODUCTION

The loss of a base is a major damaging event in the genome
that leads to the formation of an abasic site (AP-site). Abasic
sites are formed spontaneously or during base excision repair,
when cells remove damaged bases from the genome.' This
repair process requires the action of specific DNA glycosylases,
which recognize the damaged base (Figure 1A).>™* Two
different types of repair glycosylases are known. Monofunc-
tional glycosylases produce AP-sites (Figure 1A, step a) that are
subsequently removed by the action of endonucleases such as
the apur1n1c/apyr1m1d1n1c endonuclease (Ape) 1 (Figure 1A,
step b),”® which introduces a free 3’-OH-group and a §'-
phosphate ester (5'-dRP) that is further processed by the action
of polymerase 8 (Pol f3). Bifunctional glycosylases catalyze a f5-
elimination (fE) reaction (Figure 1A, step c), which gives
transient JE-intermediates. These can then be converted into a
single nucleotide gap by a subsequent J-elimination reaction
(Figure 1A, step d). Both steps (c and d) are carried out by the
bifunctional glycosylases.”

Recently, it was discovered that the monofunctional
glycosylase Tdg (Thymine DNA glycosylase)®’ removes the
newly discovered bases S-formyl-cytosine (fdC)'® and -
carboxy-cytosine (cadC).”"" Pronounced amounts of these
bases can be found particularly in stem cells, and fdC was
recently also discovered in the genome of brain cells."*”"*
Because fdC and cadC are supposed to be intermediates of an
active demethylation process, the data suggest that Tdg-

W ACS Publications  © 2017 American Chemical Society 10359

mediated base excision repair contributes to epigenetic
reprogramming. One of the main questions associated with
the Tdg-mediated repair process is to what extent potentially
harmful AP- and pE-site intermediates are generated in the
genome in response to the presence of fdC and cadC

Here, we report the development of reagent 1 (Flgure 1B)
that in combination with highly sensitive UHPLC-triple
quadrupole mass spectrometry (MS)'® enables quantification
of both AP-sites and JE intermediates with unprecedented
sensitivity (~100 intermediates per genome). The method was
used to quantify the steady-state levels of AP- and SE-sites
during BER of fdC and cadC.

Bl RESULTS AND DISCUSSION

Design and Synthesis of a Probe for MS-Based Abasic
Site Quantification. Reagent 1 contains a reactive hydroxyl-
amine unit, able to form stable and defined reaction products
with the aldehydic form of both AP-sites and JE-intermedi-
ates.'”'® We discovered that the formed adducts (Figure 1B)
do not disturb the action of hydrolytic enzymes (Supporting
Information, section 3.8), so that the formed reaction products
can be excised quantitatively from the genome. To achieve
ultrahigh sensitivity, we developed the reagent for triple-
quadrupole MS detection. In this method, not only is the
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Figure 1. Mechanism of the base excision repair process. (A)
Chemistry of BER with formation of AP- and SE-sites. Blue pathway:
Monofunctional glycosylases act in concert with Apel and Pol . Red
pathway: Bifunctional glycosylases. (B) Depiction of reagent 1 and of
the reaction products that are formed when 1 reacts with AP- and SE-
sites.

molecular mass of the analyte observed, but also a specific mass
transition that arises when the parent ion fragments. 1 therefore
contains a triazole heterocycle that fragments in the triple
quadrupole MS via collision-induced dissociation (CID) to give
a loss of N,. The permanent positive charge that was designed
into 1 ensures highest possible sensitivity in the mass
spectrometer and was found to be beneficial, assuring fast
reaction with the AP- and fE-sites that are embedded in the
negatively charged DNA duplex. The coupling to mass
spectrometry is essential to distinguish AP- and pSE-
intermediates, which has not been possible to date with
previously established methods.'”"**

The synthesis of reagent 1 is shown in Scheme 1. It starts
with p-azidoaniline 2, which is reacted with trimethylamino
glycine 3 using TBT'U as the coupling reagent to give the azido-
amide 4. A stable isotopologue of reagent 1a, needed for exact
MS-based quantification (vide infra), is at this step accessed via
a (CD;);-glycine derivative, which introduces nine D atoms
making 1b 9 au heavier (1b). O-(Carboxymethyl)-
hydroxylamine 5 was in parallel Trt-protected to 6,”' and 6
was reacted with propargyl amine using again TBTU as the
coupling reagent to give the alkyne 7. Reaction of 4 with 7 via a
Cu(I)-catalyzed azide—alkyne click reaction furnished the
triazole 8. Cleavage of the Trt-group under harsh acidic
conditions provided the reagents 1 in a light (CH;, a) and a
heavy version (CDs, b), with a Am/z = 9 in just five steps with
a total yield of 47%.

The reagent was purified twice by reversed phase HPLC to
establish a purity of >99.9%. For exact mass spectrometry-based
quantification, we next needed to prepare the AP- and JE-site
reaction products with 1 in unlabeled (a) and isotopically
modified (b) versions to be used as internal standards. We

Scheme 1. Synthesis of 1 (Red) in a Light (1a) and Heavy
(1b) Form and of the Light and Heavy Internal Standards
9a/b and 10a/b (Blue)”
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“(i) TBTU, DIPEA, DMF, rt, 16 h, 90%; (i) Trt-Cl, NEts, pyridine, rt,
22 h, 74%; (iii) propargylamine, TBTU, DIPEA, DCM, 1t, 15 h, 92%;
(iv) 7 + 4a/b, CuBr-SMe,, H,0/DCM (1:1), tt, 16 h, 77%; (v) 6 M
HCl, DCM/H,0 (1:1), rt, 1 h, quant; (vi) H,0, 30 °C, 16 h, HPLC,
15%; (vii) (1) DIBAL-H, DCM, —78 °C to tt, (2) DMP, DCM, 0 °C
to rt, o/n, 47% over two steps; (viii) (1) 1la/b, CHCl;/H,O (1:1), rt,
16 h, 68%, (2) pTSA-H,0, H,0, 25 °C, o/n, HPLC (2x), 14%.

reacted both isotopologues la/b with 2’-deoxyribose, which
provided the AP-site reaction products 9a/b. To prepare the SE
products 10a/b, we reduced the acetonide-protected methyl-
ester 11 with DIBAL-H to the allyl alcohol, which was
subsequently oxidized selectively to the aldehyde 12 using the
Dess—Martin reagent. Reaction of 12 with reagent la/b and
final cleavage of the acetonide protecting group furnished the
desired compounds 10a/b, in a light and heavy version,
respectively. Compounds 9a/b and 10a/b were finally purified
by reversed phase HPLC to purities >99.9%.

We next developed the MS method (Figure 2A). Analysis of
the AP-site reaction product 9a provided a symmetric signal (at
t = 9.5 min, for gradient see Supporting Information, section
3.3) for the MS transitions m/z = 478.2 — 450.2 (quantifier)
and m/z = 4782 — 192.1 (qualifier) caused by the two
molecular fragments formed after CID fragmentation. One
fragmentation is caused by the loss of N,, and the second
fragmentation involves the formation of an aryl radical.

The first MS transition (quantifier) was used for exact
quantification, while the second MS transition (qualifier) is
needed for additional structure validation. The isotopologue 9b
showed the expected mass transitions m/z = 487.3 — 459.3
and m/z = 487.3 — 201.2. Similar data were obtained for the
PE-reaction product 10a and its isotopologue 10b (Figure 2A).
We next performed a dilution experiment with 9a and 10a and
found that we could detect the compounds within a limit of
detection of only 110 amol. This is due to the fact that 1 was
designed so that its AP- and pE-adducts 9 and 10 have
advantageous ionization (permanent positive charge) and
fragmentation (triazole that leads to a neutral loss of N,)
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Figure 2. (A) Fragmentation pattern of 9a/b and 10a/b, which give
defined daughter ions after loss of N, or an aryl radical. (B) Reaction
of reagent 1 with a defined AP-site created inside a DNA duplex.
Quantification of the reaction product 9a after the treatment of the
oligodeoxynucleotide with la. (C) UHPL-chromatogram of the
canonical bases plus the AP (9a)- and SE-site (10a) reaction products
formed with reagent la.

properties that allow for ultrasensitive detection in a triple
quadrupole mass spectrometer.

To investigate if the reagent is able to detect AP-sites directly
in DNA, we prepared oligodeoxynucleotides with a single dU
base (Figure 2B). To this DNA strand we added the U-cleaving
monofunctional glycosylase UDG (uracil DNA glycosylase) to
generate a defined AP-site (Supporting Information, section
3.6). We added 1a, digested the DNA with a mixture of the
enzymes nuclease S1, Antarctic phosphatase, and snake venom
phosphodiesterase, added a defined amount of the internal
standard 9b, and quantified generated AP-sites using our
developed method (Figure 2C; Supporting Information,
section 3.8). Indeed, we clearly detected the AP-site adduct
9a at the expected level, showing that 1a reacts quantitatively
under mild conditions and that the reaction product is excised
quantitatively. Furthermore, we treated an 8oxo-dG containing
oligodeoxynucleotide with human 8-oxoguanine DNA glyco-

sylase 1 (OGG1) and observed the formation of both an AP-
and a fE-site (Supporting Information, section 3.7).

Quantification of Abasic- and pSE-Sites in Mouse
Embryonic Stem Cells. To assess the utility of the method
(derivatization plus mass spectrometry), we next measured the
steady-state levels of AP- and SE-sites in mouse embryonic
stem cells (mESC). Here, the removal of f{dC and cadC by BER
may lead to a particular increase of the levels of BER
intermediates.”””>" Alternatively, it was shown that Tdg
forms a complex with the ten-eleven translocation dioxygenase
(Tet) 1 and Apel and possibly also with the nei endonuclease
VIII-like (Neil) 1 and 2 enzymes. In these scenarios, BER takes
place in a ti6ght complex that does not allow accumulation of
AP-sites.””” Naive cultures of mESCs were primed for S
days.”” To measure the steady-state level of AP- and SE-sites,
we treated the isolated genomic DNA before digestion with 1a.
To the digestion mixture were added the internal standards 9b
and 10b in defined amounts, and the mixture was analyzed and
quantified by UHPLC-MS.

It should be noted that this method does not allow the
distinction between AP- and 5'-dRP-sites. As shown in Figure
3A, we measured a total of 8.8 X 1077 AP- and 1.7 X 107° E-

wt mESC Ape1 inhibition [100 pM] Ape1 KD [50 nM]
25
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S 20 & 3, S 14
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Figure 3. Quantification of BER intermediates and isotope tracing
studies. (A) Quantitative data of global levels of AP- and fE-sites from
mESCs. Inhibition and knockdown of Apel yields an increased
amount of AP-sites. (B) Feeding of mESC cultures with labeled
nucleosides results in the formation of ribose-labeled AP- and fE-site
products 9% and 10%, which are five mass units heavier than unlabeled
products.

sites per dN, which is comparable to the levels in other cell
types (Figure S4). These quantitative data show that in mESCs
the steady-state levels of total AP- and JE-sites are quite
substantial. Our data are slightly lower as compared to data
obtained previously.'”'?® While AP-sites also form by
spontaneous depurination, this is not possible for SE-sites,
showing that DNA glycosylases generate quite a number of
harmful intermediates that need to be further processed. We
measure a steady-state level of around ~9200 pJE-sites per
genome in mESCs. Several control experiments show that these
intermediates are not generated during DNA isolation,
handling, or derivatization (Supporting Information, sections
2.5 and 3.9). For example, to exclude that the measured AP-
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and pE-intermediates are formed during the treatment of
genomic DNA with la, we incubated genomic DNA over
different time points with la and quantified the levels of AP-
and fE-sites (Figure S9). Increasing levels of AP- and fE-sites
were not detected even after a prolonged reaction time (up to
60 min), excluding this possibility. To exclude that the AP-sites
are generated during the DNA isolation procedure, we studied
how the major AP-endonuclease Apel”® influences the levels of
AP-sites (Figure 3A).

This enzyme is known to operate together with monofunc-
tional glycosylases to convert AP-sites into single nucleotide
gaps. It is known that Apel and Tdg interact and that the
release of Tdg from the AP-site depends on the presence of
Apel.”” We therefore added the Apel inhibitor CRT0044867"
to mESC cultures and measured the levels of AP-sites after
treatment for 48 and 60 h. As shown in Figure 3A, we see a
clear increase of AP-sites by a factor of 3—4, confirming that
AP-sites accumulated when the activity of Apel is inhibited. On
the basis of similar signal intensities, we concluded that the
amount of BE-sites stayed unchanged in this experiment. We
also down-regulated Apel expression using esiRNA in the last 2
days of priming. qPCR studies confirmed that the esiRNA
approach reduces the expression level of Apel by 50%. This led
to a 30% increased AP-site level (Figure 3A, right panel). These
data show that our method is able to report the differential
formation of BER intermediates in vivo.

Tracing Studies with Isotopically Labeled Nucleo-
sides. We next analyzed the formation of AP- and fE-sites at
the different types of DNA bases with a particular emphasis on
dC and its derivatives mdC, hmdC, fdC, and cadC. To this end,
we prepared four different mESC cultures and added either
isotopically labeled dA*, dC*, dG*, or dT* nucleosides, in
which all of the "’C atoms were exchanged against “C.
Correspondingly, the AP- and fE-sites formed from these bases
are five atom units heavier than those obtained from unlabeled
material (Figure 3B).

We first determined the steady-state levels of mdC, hmdC,
fdC, and cadC. For this we isolated and digested the genomic
DNA using a standard protocol (Supporting Information,
sections 2.3 and 3.2). The obtained levels are as expected with
fdC = 1.5 X 107°/dN and cadC = 8.9 X 1077/dN (Figure 4).
Next, we monitored the efficiency of incorporation. We saw for

dG* dT dc 25, _1dg
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Figure 4. Quantification of labeled AP- and SE-intermediates of the
isotope tracing studies and quantification of the fdC and cadC content
in Tdg wt and KO cells. n.d,, not detectable. (i) Levels were over the
LOD, but under LLOQ.

3C,0-dG an incorporation of 93%. *Cy-dC was incorporated to
40%, and the '3C,-dT almost fully replaced dT (97%
incorporation). Interestingly, no significant incorporation of
dA was observed, making any study of this base impossible. We
next performed exact quantification of the AP- and SBE-sites at
dG*, dT*, and dC* and normalized the obtained values for
direct comparison. For BER at dG, which is known to be prone
to oxidative damage and spontaneous depurination,’’ we saw
comparable amounts of AP- and SE-sites. We measured 2.7 X
1077 sites per dN, which corresponds to a steady-state level of
around ~1500 AP- and fE-sites derived from dG (Figure 4).
The high level of fE-sites is consistent with the known BER
repair pathway of the main oxidative lesion 8-0xoG that
involves the action of the bifunctional DNA glycosylase Oggl.**

At dT, the levels of the fE-sites are below 107 per dN,
which amounts to less than ~100 pE-intermediates per
genome. This level is below the lower limit of quantification
(LLOQ) of our reagent and mass spectrometry-based method
(Figure 4). AP-sites deriving from dT were not detectable at all.
The data show that spontaneous cleavage of the glycosidic
bond of dT and BER at this base is a minor process.

Most interesting are the very low levels of AP-sites detected
at dC* (below LLOQ). pE-sites are in contrast clearly
measurable, and with 1.2 X 1077 per dN they are about one-
half of those measured for dG*. dC and its derivative mdC are
prone to both spontaneous deamination®”** and oxidation.*® It
has been recently reported that deamination preponderantly
contributes to mutational load in tissues. Under cell culture
conditions, however, oxidation seems to be the major source of
DNA damage.*® All known DNA glycosylases that process
mismatches generated by deamination of dC-bases are
monofunctional (uracil-N glycosylase (Ung) 2, single-strand
specific monofunctional uracil DNA glycosylase (Smug) 1, Tdg,
and methyl-binding domain glycosylase (Mbd) 4). Oxidized
dC-bases are in contrast repaired by bifunctional Neil family
DNA glycosylases.”” The occurrence of oxidative damage in
cultured cells is therefore consistent with higher levels of SE-
products relative to AP-sites stemming from dC-type bases.

To study how mdC and its oxidized derivatives hmdC, {dC,
and cadC contribute to the level of SE-sites, we repeated the
dC* feeding study with mESCs lacking all three DNA
methyltransferases (Dnmts). Indeed, these cells lack any
genomic mdC, and, consequently, the oxidized bases hmdC,
tdC, and cadC are not detected anymore. Despite this, we saw
no AP- and fE-site changes, arguing that at the steady state the
overwhelming majority of SE-sites are generated from canonical
dC, for example, by oxidative damage. Obviously, if BER is low,
the small amounts of {dC and cadC that are present in the wild
type may provide only small amounts of AP- and fE-sites that
are negligible. If BER is however a major process, the fact that
we do not see changing AP- and pJE-site levels could
alternatively imply that the formed AP-sites are immediately
processed.

To study this phenomenon in more detail, we next fed dC*
to mESCs lacking the Tdg enzyme to interrogate the putative
BER complex. We first measured the levels of fdC and cadC
and saw the expected increase of fdC and cadC levels (Figure
4). Despite this, we again see unchanged levels of AP- and SE-
sites. This inability to detect any significant change despite
higher levels of fdC (2 X 107° per dN) and cadC (2.5 x 107°
per dN) is puzzling. It may suggest that single nucleotide BER
is no longer occurring or that fdC or cadC is removed by
alternative pathways such as long patch BER or noncanonical
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mismatch repair.”®*” Interestingly, in an experiment where we
used the Apel inhibitor CRT0044867 and fed dC*, analysis of
the labeled AP-sites did not show an increase as well. The
measured levels stayed below the LLOQ_(Figure S1A). We did
detect, however, a small increase of the global AP-sites (Figure
S1B). Because Apel is supposed to be in complex with Tdg, to
quickly convert AP-sites, this lack of increase is surprising.

Our data are consistent with either a scenario in which the
Tdg generated BER intermediates at f{dC and cadC are quickly
turned over without Apel or in which other processes remove
fdC and cadC.

H CONCLUSION

In summary, we report the development of reagent 1 that reacts
quickly with aldehydes such as those formed during BER in the
genome. The reagent 1 undergoes an efficient CID derived
neutral molecule loss in the MS, which allows the ultrasensitive
detection of AP- and SE-BER intermediates with 100 amol
sensitivity. This, together with the feeding of isotopically
labeled nucleosides, allowed us to show that removal of the
epigenetically relevant bases fdC and cadC proceeds without
the accumulation of significant amounts of these potentially
harmful BER intermediates in the genome of stem cells.
Alternatively, it may be that the BER-based removal of fdC and
cadC is less important than thought. Further studies are now
needed to fully decipher the BER processes that operate on fdC
and cadC during the enigmatic process of active epigenetic
demethylation.**"
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3 Ergebnisse und Publikationen

3.2.2 5-Formylcytosin ist vermutlich eine semipermanente Base an definierten Genompositionen

»5-Formylcytosine could be a semipermanent base in specific genome sites” Meng Su, Angie Kirchner,

Samuele Stazzioni, Markus Miiller, Mirko Wagner, Arne S. Schroder & Thomas Carell

Prolog

Als Oxidationsprodukt der Tet-Enzyme gilt die epigenetische Base fdC als Intermediat eines aktiven
Demethylierungsweges. Die genaue Funktion ist jedoch nicht bekannt. Um mehr Uber die Rolle von
fdC an definierten Genompositionen zu verstehen, wurden verschiedene Sequenziermethoden
entwickelt. Dies liefert zwar Informationen Uber die Verteilung der Base zu einem bestimmten
Zeitpunkt, vernachlassigt aber die Dynamik der epigenetischen Informationsschicht. Um einen tieferen
Einblick in die Funktion der Base an definierten Genompositionen zu erlangen, ist es daher
winschenswert fdC an einer bestimmten Stelle iber einen gewissen Zeitraum hinweg zu verfolgen.
Das nachfolgende Manuskript beschreibt hierzu die Entwicklung einer sequenzspezifischen
chemischen Derivatisierungsmethode, die in Kombination mit der droplet digital (dd) PCR, eine
derartige Verfolgung ermoglicht. Erste Ergebnisse zeigen, dass die Glykosylase Tdg nur die Halfte der
fdCs an bestimmten Genompositionen in pluripotenten Zellen entfernt. Dies ldsst vermuten, dass es
sich bei der epigenetischen Base fC um eine DNA-Modifikation mit semipermanenten Eigenschaften

handelt.

Autorenbeitrag

Die verwendeten, murinen Stammzellinien wurden von mir kultiviert und entsprechend der
durchgefiihrten Experimente behandelt. Die Isolation der genomischen DNA wurde von mir in
Zusammenarbeit mit Dr. Meng Su durchgefiihrt. Ferner war ich an der Dateninterpretation und der

Verfassung des Manuskripts beteiligt.

Lizenz

Kopie der Publikation mit Erlaubnis des Verlags; Copyright 2016 John Wiley and Sons.
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5-Formylcytosine Could Be a Semipermanent Base in Specific Genome

Sites

Meng Su, Angie Kirchner, Samuele Stazzoni, Markus Miiller, Mirko Wagner, Arne Schrioder, and

Thomas Carell*

Abstract: 5-Formyl-2'-deoxycytosine (fdC) is a recently dis-
covered epigenetic base in the genome of stem cells, with yet
unknown functions. Sequencing data show that the base is
enriched in CpG islands of promoters and hence likely
involved in the regulation of transcription during cellular
differentiation. fdC is known to be recognized and excised by
the enzyme thymine-DNA-glycosylase (Tdg). As such, fdC is
believed to function as an intermediate during active deme-
thylation. In order to understand the function of the new
epigenetic base fdC, it is important to analyze its formation and
removal at defined genomic sites. Here, we report a new
method that combines sequence-specific chemical derivatiza-
tion of fdC with droplet digital PCR that enables such analysis.
We show initial data, indicating that the repair protein Tdg
removes only 50 % of the fdCs at a given genomic site, arguing
that fdC is a semipermanent base.

DNA contains besides the sequence information a second,
epigenetic information level, which encodes how actively the
controlled gene is transcribed."! Today, next to the four
canonical bases, four additional epigenetic bases are known.?!
These are 5-methylcytosine (SmC), 5-hydroxymethylcytosine
(5hmC),! 5-formylcytosine (5fC),! and 5-carboxycytosine
(5caC)P (Figure 1a). Over the last years, sensitive mass
spectrometry based methods have helped to reveal the global
levels of these epigenetic bases in stem cells™® and tissues
including the brain.”’ In order to learn about the levels and
the distribution of the epigenetic bases at specific sites in the
genome, different sequencing methods have been devel-
oped® in which selective chemical derivatization of the bases
is performed,”! sometimes in combination with bisulfite
sequencing.”!% Although these methods provide informa-
tion about the distribution of the bases at a given time point, it
is a hallmark of epigenetic information that it changes
dynamically. To gain deeper insight into the dynamics of the
epigenetic information layer at a single position in the
genome, it is therefore essential to develop methods that
can be used to follow the changes of, for example, fdC at
a specific location in the genome over time.'! A perfect

[*] M. Sc. M. Su, M. Sc. A. Kirchner, M. Sc. S. Stazzoni, Dr. M. Miiller,
Dr. M. Wagner, M. Sc. A. Schréder, Prof. Dr. T. Carell
Center for Integrated Protein Science at the
Department of Chemistry, Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
Butenandtstrasse 5-13, 81377 Miinchen (Germany)
E-mail: thomas.carell@Imu.de
Homepage: http://www.carellgroup.de
@ Supporting information and the ORCID identification number(s) for
@ the author(s) of this article can be found under http://dx.doi.org/10.
1002/anie.201605994.

Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 117797 -11800

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

a) NH, NH, O NH, O NH,
\ﬁN HO’\ﬁN H)‘\ﬁN HO%N
Yo e W o
mC hmC fC caC
b)

Target strand

5 - 3 5 o 3
X L
FITATE, — TS

3 G ult»s G U

o]

ONH,

ﬁLNH Probe strand
o

0 NH, 9
HON SN E“\NH o-NH; DMTrO. o N
o W[l W ~
o o == N0 o_Z +
N‘N * \r g O\ MMTr
Sfc|| S Ly \ NSO
1 2

Figure 1. a) Structures of cytosine epigenetic modifications; b) sche-
matic representation of the fdC detection strategy, and building blocks
used including the click-chemistry-based assembly of the rU* probe
molecule.

method will ultimately allow parallel monitoring of fdC
dynamics at different genomic sites.

The central question addressed in this manuscript is: Are
the measured global data of the past averages from different
processes at different positions in the genome, or do they
reflect what is happening at an individual site in the genome ?
To answer this question, we developed a sequence-specific
chemical derivatization method that we then used in combi-
nation with droplet digital PCR to monitor the epigenetic
base fdC at different loci directly in the genome of stem cells.

For the sequence-specific localization of fdC in the
genome, we utilize a small probe oligonucleotide (Figure 1b,
Table S1), which contains a hydroxylamine tether that is able
to form a covalent linkage with fdC so that the probe strand is
subsequently tightly bound to the target.”l We examined
systematically different linker lengths, linker attachment
points, and distances. Best results were obtained when we
incorporated the 2'-O-propargyl uridine using its phosphor-
amidite 1 into the probe oligonucleotide and attached the
azido-C4-hydroxylamine 2 using the Cu'-catalyzed version of
the Huisgen reaction (click reaction).? We protected the
hydroxylamine unit for the click reaction with a monome-
thoxytrityl group (MMTr), which was cleaved afterwards with
acetic acid at 25°C. This brief exposure of the probe
oligonucleotide to acidic conditions did not cause significant
depurination. After solid-phase synthesis, click modification
of the oligonucleotide, and a final purification step (Fig-
ure S1), we obtained oligonucleotides with different sequen-
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ces and lengths containing an rU-hydroxylamine base (rU*)
at different positions for reaction with the fdC base on the
target strand. For the following experiments, we prepared 13-
mer long oligonucleotides.

To investigate at which position the linker in the probe
strand would react best with fdC in the target strand, we
varied the position of rU* relative to fdC and explored
different reaction conditions. Excellent results were finally
obtained when probe strand P1, containing rU* exactly four
base pairs in the 5'-direction relative to fdC, was hybridized to
the fdC target strand T1 in the presence of catalytic amounts
of 4-methoxyaniline (Figure 2a). With this catalyst, the
crosslinking reaction is complete after 24 h with yields
exceeding 95 %. Without the catalyst, only about 50% yield
could be obtained (Figure 2b).

T1: 5-GTAATGfFCGCTAGG-3 d) 100
P1: 3-CATTACGCGAU*CC-5’

1,4-diaminobenzene

o 80 - B
time I h > 4-methoxyaniline
&
M 0 1 2 46 8 12 24 M =< 60
) S ———————— )
W — - % 40 No catalyst
b) = ———— [a]
i G R 20
 tmerwn B
M "0 20 40 60 90 120 150 180 2
o) 0 6 12 18 24

time / h

Figure 2. Denaturing PAGE gel showing the duplex formation between
T1 and P1 at 25°C: a) with the catalyst 4-methoxyaniline; b) without

a catalyst; c) with the catalyst 1,4-diaminobenzene. d) Quantification
of the DNA duplex formation during the reaction. Black: catalyst 4-
methoxyaniline, blue: no catalyst, red: catalyst 1,4-diaminobenzene.
Error bars represent the standard error of the mean calculated from
three replicates. Conditions: 2 um oligonucleotides, 100 mm NaCl,

10 mm NaOAc buffer pH 6.0, 10 mm 4-methoxyaniline. M =single-
strand marker. The time point 0 is after re-annealing.

In order to increase the rate of the reaction, we tested
other catalysts. We observed the best results when we used
1,4-diaminobenzene as a catalyst, in which case the cross-
linking reaction between T1 and P1is completed already after
3 h (Figure 2¢). Duplex formation (T1:P1) was analyzed using
denaturing PAGE and quantified by fluorescence (Fig-
ure 2d).

When fdC is located one base pair further away from rU*
without changes in the probe strand, we observe slower
reaction (Figure S2). These results show that rU* placed four
or five bases away from fdC in the 5'-direction to fdC allows
the tether to reach the formyl group of fdC via the major
groove of the duplex (Figure S3).

MALDI-TOF data confirmed that the crosslinks form as
expected (Figure S4). For the crosslinked duplex T1:P1, we
obtained the correct molecular weight with m/z,,,q = 8081.9
(m/z..=8084.7). As expected, the oxime formation reaction
between T1 and P1 leads to a higher melting temperature of
the hybridized and crosslinked duplex (Figure S5). Typically,
we observed that the un-crosslinked 13-mer duplex melts at
around 44°C. The duplex after crosslink formation shows
a melting temperature of above 80°C.

Because pyrimidine bases are able to react with nucleo-
philes also at the C6 position in a Michael-type reaction,
which is the basis for bisulfite sequencing, we next tested
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Figure 3. Denaturing PAGE gel showing duplex formation of T3-8 and
P1 at 25°C after 24 h.

whether the reaction of rU* is possible with other pyrimidines
(Figure 3). To our delight, hybridization of the rU*-contain-
ing probe strand with target strands containing dT, dC, mdC,
hmdC, and cadC (T3-8) gave no reaction. Reaction is,
however, observed with abasic sites. This is important because
fdC and cadC are substrates for base excision repair and
hence could in principle be precursors for abasic sites.”! In
this sense, rU* always reports the presence of fdC and also
potentially of fdC- and cadC-derived abasic sites.

We finally turned our procedure for sequence-specific fdC
detection into a method for detecting single fdC bases at
a defined position in whole genomes. To this end, we coupled
the chemistry to droplet digital PCRI'l-based amplification
and readout.

In the first step genomic target DNA (Tg) was isolated
from mouse embryonic stem cells (mESCs) at different time
points during priming from naive cells. We also isolated
genomic DNA from mESCs with a knockout of the Tdg repair
enzyme (Tdg'") to block excision and repair of fdC and cadC.
We finally also isolated genomic DNA from mESCs lacking
any of the three methyltransferases (Dnmtl, 3a, and 3b).
These stem cells lack mdC and are hence unable to produce
the oxidized xdC (x=hm, f, and ca) epigenetic bases. This
genomic DNA served in our studies consequently as a neg-
ative control. For analysis, we selected two different fdC sites
that were reported to have high fdC contents."®! We focused
initially on the 30020539™ site of chromosome 16 Mus
musculus (MMD9) located on the exon 3 of 632428C04Rik. It
was found to contain 23 % of fdC based on redBS-sequencing.
The second site we studied was the 8846677™ site of
chromosome 15, which is located in noncoding DNA. This
site was reported to contain 32 % of fdC.

For the first site, we reacted a 25-mer probe (P2, SI)
containing the rU* base with Tg using 1,4-diaminobenzene as
the catalyst. In the absence of fdC, a covalent bond between
P2 and Tg cannot form. To remove the excess of probe, we
loaded the Tg:P2 complex onto an NEB Monarch DNA
cleanup column and rinsed the column with wash buffer to
elute oligonucleotides shorter than the 50-mer, which is the
unbound P2. After this washing, we eluted the Tg:P2 complex
with TE buffer. UV/Vis analysis of the eluted material
showed a typical gDNA spectrum. We next added a 70-mer 5'-
phosphorylated reporter strand (R1, SI) which hybridizes
with an 18-nt stretch directly adjacent to the probe strand and
ligated both probe and the reporter at 60 °C upon addition of
Ampligase to form R1-P2 as depicted schematically in
Figure 4a.

Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 117797 -11800


http://www.angewandte.org

P

R R-P
Ligation

Ligase

—> PCR product 1

—> PCR product 2 (gDNA ref. signal)

d
= = ddPCR ) 2x109%, global
PCR1 PCR 142 S
T £ 5% 1.5%1005;
3 % g z
S| ] 2
° S 20 S 1x109
- o 5
- = -
2 5
£ ! S 10 5x10%.
5 Empty PCR 2 o
1 “” e e
0 0
SIS SIS
Channel 2 (556 nm) < & <\<\ PUIFEIIN
< S
) ) :
o5 sSite2 12 10.90 Sitel 3%10-06. global
[} [
2 ,0/19.8% g 8.8% 8.7%
€ =4
3 28 Z2x109%
£ 15 3 3
o -9 (3
£ 10 9.2% S 3
3 T4 1x10-06:
¢ s &
0
0 v \ 0 2 4 6 0 2 4 6
¥ o2 ;g
< & Days during priming Days during priming

Figure 4. The fdC sequencing method: a) schematic representation of
the method, black line: gDNA; red segments: fdC probe; blue seg-
ments: reporter strands; arrows: PCR primer pairs. b) Typical 2D plot
of droplet fluorescence. c) Cluster ratios for position 1 in Tdg™/~, Tdg™/
~, and Dnmt TKO mES cells. d) Global fdC quantification in Tdg™/",
Tdg*/~, and Dnmt TKO mES cells using our LC-MS method. e) Cluster
ratios for position 2 in Tdg™/~ and Tdg™/~ mES cells. f) Cluster ratios
for position 1 in wild-type mES cells at different days after priming.

g) Global quantification data for the wild-type mES cells measured by
LC-MS.

We next added two sets of primers to the assay (blue and
green arrows, Figure4a) to amplify the ligation product
relative to the target duplex. Importantly, the blue primers
recognize only the hybrid R1-P2 probe generated in the
ligation step, while the green primers indicate the presence of
gDNA. The amplification was monitored with two different
TagMan probes which showed fluorescence at 520 and
556 nm. This relative detection is needed to normalize on
the amount of input gDNA. Because conventional real-time
PCR is known to become inaccurate when copy number
differences less than the 10-fold need to be resolved, we used
droplet digital PCR. In this method, small droplets are
generated with one droplet containing a maximum of one of
the fully assembled analysis constructs shown in Figure 4a.
The PCR reaction takes place in the droplets, producing
a specific signal. Subsequent fluorescence-based counting of
each individual droplet yields numbers from which one can
accurately calculate the amount of fdC, even if the fdC values
are very low. A representative plot of the data is given in
Figure 4b. Empty drops give no PCR signal (black dots in
Figure 4b). Drops containing only Tg give only the PCR
signal from the green primers (green dots in Figure 4b). Blue
dots are obtained due to the dissociation of the ligated
product R1-P2 from Tg in the ligation process which is
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performed at 60°C for 10h. The red signals are finally
generated from droplets that contain both PCR products. For
the calculation, please see the Supporting Information.

Using the method, we first studied mES cells lacking the
Tdg enzyme (Tdg™'"). A rather high level of 28.5% fdC was
measured at the first locus (Figure 4c) in agreement with the
results from redBS-seq.'”) When we performed the study,
however, with mESCs having an active Tdg repair enzyme
(Tdg*~) we measured that the fdC level drops at this
particular position to 15.7 % (Figure 4c¢). This is very impor-
tant because it shows that Tdg removes only half of the fdCs
at a given site and also unusual since repair glycosylases are
known to find basically all possible substrates. The result
underpins the high dynamics of fdC formation and repair at
a given site. When we studied the fdC content at this location
in mESCs lacking any methyltransferase (Dnmt TKO) the
fdC level drops as expected to a little more than 5 %, showing
that the reported levels of fdC in the Tdg™'~ cells are real and
not an artifact. In order to elucidate whether single-site fdC
levels (Figure 4c) follow global genomic fdC levels, we
quantified the total levels of fdC in these cells (Figure 4d).
These global data are in good agreement with the data
obtained from single-site f{dC quantifications. Thus, our new
data make a scenario where fdC is fully removed at one site
and shielded from repair at another place unlikely. Instead,
fdCis even at a given position only partially removed in a cell
population. Alternatively, it may be that Tdg removes fdC
differently on the two chromosomes, which however needs
further investigation.

In order to verify the data, we repeated the Tdg study at
a second genomic site (8846 677™ nucleoside of chromosome
15). For this site, we designed a new probe strand P3 and
a new reporter strand R2 and performed again ddPCR with
two sets of primers (Figure S5). When we compare the data
obtained from Tdg™~ cells with the data from Tdg"'~ cells,
again only a 50 % reduction of the fdC level is shown at this
position, in full agreement with the data above obtained from
the first position (Figure 4¢).

We finally performed a kinetic study in which we
monitored the fdC development at the first position during
priming of stem cells (Figure 4 f). We see that the fdC levels
rise at the given position with a strong increase in the early
phase of priming, followed by a small decline phase and
finally stable values (Figure 4 f) again in agreement with the
global data that we measured using our reported method
(Figure 4 g).

The fact that our method provides the same trends as seen
in the global data at a single genomic site makes us confident
that our method is robust and reliable in reporting what
happens at an individual site. Because single-site and global
data correlate, we have now first evidence that the reported
global trends are reflecting what happens at each individual
fdC site, rather than evening out largely different dynamics at
separate sites. Another interesting result of this study is that
the repair enzyme Tdg removes only half of the fdC bases at
a given genomic site in an mESC population, which argues
that fdC is a semipermanent base at a given position in the
genome.
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Experimental Section

Probe crosslinking: gDNA solution (1.2 pg), fdC probe (1 pm, 2 pL),
NaH,PO,~Na,HPO, buffer (200 mm, pH 6.0, 2 pL), NaCl aq. (1.5M,
2 uL), and doubly distilled (dd) H,O were mixed to a final volume of
18 pL. The mixture was heated to 95°C for 3 min and then cooled
down rapidly to 25°C. 1,4-Diaminobenzene aq. (10 mm, 2 uL) was
added and the reaction vial was shaken for 6 h at 25°C. The mixture
was neutralized with Na,HPO, aq. (200 mm, 40 pL) before purifica-
tion with the NEB Monarch PCR DNA Cleanup Kit.

Ligation: The above-described gDNA solution (300 ng), reporter
strand (20 nM, 1pL), Ampligase reaction buffer (10x, 2 puL),
Ampligase from Epicentre (10 U), and ddH,0 were mixed to
a final volume of 20 uL. The mixture was heated to 95°C for 3 min,
and then 94°C for 1 min, 60°C for 1 h, and back to 94°C for 10 cycles.
Then, the reaction mixture was diluted with Tris-HCI buffer (200 mm,
pH 7.6, 50 uL) before purification using the NEB Monarch PCR
DNA Cleanup Kit.

Droplet digital PCR (ddPCR) was conducted on a Bio-Rad
QX100 ddPCR System. For one reaction, gDNA (6 ng), four primers
(18 um each, 1 pL), two TagMan probes (5 um each, 1 pL), digital
PCR Supermix for Probes (no dUTP, 2 x, 10 uL), and ddH,O were
mixed to a final volume of 20 pL. PCR cycle: heating at 95°C for
10 min, 94°C for 30 s, and 64 °C for 1 min for 35 cycles, then 98°C for
10 min and cooling to 12°C, with a temperature ramp of 2°Cs™". For
a detailed description please see the Supporting Information.
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3 Ergebnisse und Publikationen

3.2.3 Involvierung der BER an der Entfernung modifizierter DNA-Basen

3.2.3.1 Prolog

In der genomischen DNA existieren neben den oxidierten Cytidin-Derivaten auch die
Thymidin-Derivate 5-Hydroxymethyldesoxyuridin (hmdU) und 5-Formyldesoxyuridin (fdU).®> Diese
werden sowohl spontan durch Reactive Oxygen Species (ROS), als auch enzymatisch gebildet und
wurden bereits in der genomischen DNA zahlreicher Organismen entdeckt.™®% 28] Sowohl hmdU als
auch fdU flihren zu genomischer Instabilitat und potentiell mutagenen DNA-Schaden. In diesem Kapitel
wird zundchst der Beitrag der Glykosylase Smugl an der Entfernung von genomischem hmdU und fdU
in pluripotenten Zellen untersucht und die daraus resultierenden Reparaturintermediate unter
Verwendung der in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Methode quantifiziert. Abschliefend wird die
Beteiligung von Tdg und den Neil-Enzymen an der aktiven Demethylierung mit verschiedenen

Knockout-mESC Linien eingehender betrachtet.

3.2.3.2 Ergebnisse

Quantifizierung von hmdU, fdU und abasischer Stellen in Smug1”/- mESCs

Zur Bestimmung der Anzahl an oxidierten dT-Derivaten im Genom muriner Stammzellen wurde eine
mESC-Linie in der die DNA-Glykosylase Smugl ausgeschaltet wurde massenspektrometrisch
untersucht. Diese Smugl”" mESC-Linie wurde im Rahmen meiner Masterarbeit mit Hilfe des
CRISPR-Cas9 Systems generiert. Die Verifizierung der Knockout-Zelllinie erfolgte im Zuge dieser
Dissertation und wird in Abschnitt 3.2.3.5 beschrieben. Zur massenspektrometrischen Bestimmung
wurde die Zelllinie fur finf Tage unter Serum/LIF Priming-Bedingungen kultiviert. Nach Isolation der
genomischen DNA wurden die hmdU-Level bestimmt und die Zahl der AP-Stellen unter Zuhilfenahme
des entwickelten Derivatisierungsreagenzes (Abschnitt 3.2.1) quantifiziert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 40A dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass die hmdU-Werte im Smug1” verglichen mit
dem Wildtyp etwa dreimal héher sind. Im Wildtyp befinden sich demnach ~15000 hmdU pro Genom
(LLOQ: 4,0x107/dN; entspricht ~2000 hmdU pro Genom),**? wohingegen im Knockout ~45000
vorliegen. Dies ldasst vermuten, dass weniger abasische Stellen in Abwesenheit der Glykosylase
generiert werden, da hmdU hauptséchlich von Smugl ausgeschnitten wird.”?®*! Nach Derivatisierung
der genomischen DNA, wie bereits in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, wurde die DNA mittels
UHPLC-MS/MS untersucht. Ein geringer Unterschied konnte detektiert werden (siehe Abbildung 40A).
Ob es sich um einen tatsachlichen Unterschied handelt, mlsste mit weiteren biologischen Replikaten
Uberprift werden. Die Fahigkeit der monofunktionalen Glykosylasen Tdg und Mbd4 hmdU aus einzel-

und doppelstrangiger DNA auszuschneiden ist bereits bekannt. 166 213!
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In Abwesenheit von Smugl kdonnten diese Glykosylasen diese Aufgabe Gbernehmen, was die Differenz
an AP-Stellen relativieren konnte. Der Anstieg des -Eliminierungsproduktes, kénnte durch
Zusammenarbeit der monofunktionalen Glykosylasen mit den bifunktionalen Neil-Glykosylasen erklart
werden.?® Kemmerich etal. konnten bereits eine gréRere Toleranz in Smugl”- Fibroblasten
gegeniiber externer hmdU Zugabe beobachten.?®?! Diese Toleranz des generierten Smug1 KOs sollte
nun ebenfalls dahingehend untersucht werden. Hierzu wurden dem Kulturmedium unterschiedliche
Mengen an hmdU in den letzten 24 h des flinftagigen Primings zugesetzt. Nach DNA-Isolation erfolgte

eine Analyse der hmdU-Level. Die Ergebnisse sind in Abbildung 40B illustriert.
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Abbildung 40: Level der oxidierten Uracil-Derivate und abasische Stellen in Smugl defizienten mESCs. A)
Quantifizierungsdaten der Modifikation hmdU und der globalen abasischen Stellen im Smugl”- und dem
korrespondierenden Wildtyp. Abgebildet sind die normierten Quantifizierungsergebnisse dreier biologischer
Replikate, gemessen als technisches Triplikat. B) Genomische hmdU Werte nach externer Zugabe von hmduU
(Farbgradient= 0 uM, 1 uM und 2 uM). Dargestellt sind die normierten Quantifizierungsergebnisse einer
biologischen Probe (N=1), gemessen als technisches Triplikat. C) Quantifizierte Daten nach Zugabe von 50 uM
13Cs15N,-fdC. Die Flichenintegrale wurden zunidchst in Relation gesetzt Ai.: A(3Cs°N,-fdU)/A(dG), sowie
Aip: A(3Cs®No-fdC)/A(dG) und anschlieRend auf die inkorporierte Nukleosid-Menge Az: A1, /A1, bezogen. N=3,

gemessen als technisches Triplikat.

Mit steigender hmdU Konzentration sind, wie zu erwarten, hohere Werte an hmdU im Genom der
mESCs zu beobachten. Im Smug1” sind jedoch deutlich héhere hmdU-Werte im Genom detektierbar.
Im Smugl KO konnten ~4,3 x10° hmdU pro Genom eingebaut werden, wihrend der Wildtyp bei einer
Konzentration von 2 uM ~5,4 x10* inkorporiert. Vermutlich fiihrt die Aufnahme von hmduU zu einer
verstarkten Basenexzisionsreparatur und so zur Entstehung schadlicher abasischer Stellen, die zu
Strangbriichen fiihren kénnen. Die Menge von ~3,0 x10* hmdU im Genom, scheint der Grenzwert fiir

diese Wildtyp mESC-Linie zu sein.

92



3 Ergebnisse und Publikationen

Hohere Konzentrationen an hmdU fiihrten zu deutlich sichtbarem Zelltod. Die resultierende Zahl
abasischer Stellen dieses Experiments wurde ebenfalls untersucht, fihrte aber zu keinem eindeutigen
Ergebnis aufgrund der hohen Datenvarianz. Die Prozessierung der abasischen Stellen, geschieht
vermutlich zu schnell und durch eine massenspektrometrische Quantifizierung kann nur eine
Momentaufnahme der Anzahl abasischer Stellen beobachtet werden. Die Generierung vergleichbarer
biologischer Replikate erwies sich hier als sehr schwierig und war abhangig von mehreren Faktoren,
wie Zelldichte und Dauer der hmdU-Fiitterung. Mehr biologische Replikate, kiirzere Flitterungszeiten

und eine Normierung auf hmdU-Inkorporation konnten hier zu besseren Ergebnissen fihren.

Quantifizierung der Reparaturintermediate nach Einbringung von **Cs**N,-fdC in Smug1”/- mESCs

Im Verlauf dieser Arbeit (siehe Abbildung32) wurde eine Desaminierung von gefiittertem,
isotopenmarkiertem fdC zu fdU beobachtet. In einem unabhédngigen Experiment sollte daher die
Entstehung von fdU in mESCs untersucht werden. Hierzu wurde isotopenmarkiertes *Cs>N,-fdC in die
genomische DNA der Smugl”’- mESC-Linie, sowie des korrespondierenden Wildtyps, eingebracht und
die daraus entstandene Menge an genomischem, markierten fdU massenspektrometrisch bestimmt.
Da die Menge an markiertem fdU Gber dem Upper Limit of Quantification (ULOQ) lag, konnte das Level
nicht absolut bestimmt werden. Zum Vergleich der erhaltenen Daten wurden die MS-Flachenintegrale
auf die jeweilige UV-dG Flache, sowie die Menge an inkorporiertem fdC bezogen und in Relation zum
Wildtyp gesetzt (Abbildung 40C). Im Knockout konnte eine 2,5-fache Zunahme an isotopenmarkiertem
fdU beobachtet werden. Dies bestatigt die Glykosylaseaktivitat von Smugl, neben hmduU, auch fdU aus
dem Genom zu entfernen.'?®” Auch die Erhéhung der globalen fdU-Level im Knockout entspricht etwa
der Zunahme an hmdU, was die Vermutung nahe legt, dass hmdU die Verlauferverbindung von fdU
nach Oxidation durch ROS darstellt.

Die Level der BER-Intermediate wurden nach Fitterung mit isotopenmarkiertem fdC ebenfalls
bestimmt. Die markierten B-Eliminierungsprodukte lagen unter dem Detektionslimit, wohingegen die
markierten AP-Stellen bestimmbar waren. Im Smug1”’ konnte ein Anstieg der markierten AP-Stellen
(3,5x107/dN) im Vergleich zum Wildtyp (1,8x107/dN) beobachtet werden. Dies stimmt mit der
Hypothese (berein, dass in Abwesenheit von Smugl andere Glykosylasen der BER-Familie fdU
ausschneiden und es so zu einer Zunahme an AP-Stellen kommt. Welchen prozentualen Anteil die
jeweilige mono- oder bifunktionale Glykosylase tatsachlich an der Entfernung von hmdU bzw. fdU hat,

bedarf jedoch weiterer Untersuchungen.
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Quantifizierung abasischer Stellen und S-Eliminierungsprodukte in Neil-Knockout mESCs

Im weiteren Verlauf wurden bifunktionale Glykosylasen untersucht, die bereits mit der aktiven
Demethylierung in Verbindung gebracht wurden. Dabei wurden zundchst Knockout mESC-Linien der
Neil-Glykosylasen betrachtet. Die Neill, Neil2 sowie Neill und 2 Doppelknockout mESCs wurden in der
Arbeitsgruppe von Christof Niehrs unter Verwendung des CRISPR-Cas9 Systems generiert und zur
Verfiigung gestellt.”®!! Zur Analyse wurden die Zellen, ausgehend einer 2i/LIF-Kultur, fiir finf Tage
unter Serum/LIF-Bedingungen geprimed. Nach anschlieRender Isolation der genomischen DNA wurden
die Zellen mittels UHPLC-MS/MS untersucht. Die Quantifizierungsergebnisse der natirlichen hoher
oxidierten dC-Spezies der einzelnen Knockout-Linien sind in Abbildung 41A dargestellt. In allen
Knockout-Linien sind geringere mdC-Werte erkennbar. Die geringeren Level an hmdC und fdC in den
Neil-Knockouts ist wahrscheinlich durch die geringe Ausgangsmenge der Vorlauferverbindung mdC
begriindet. Die cadC Werte konnten aufgrund der geringen Abundanz nicht bestimmt werden. Die

8oxodG-Level befinden sich im Normalbereich und zeigen keine Knockout-spezifische Anderung.
A
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Abbildung 41: Beteiligung der Neil-Enzyme an der aktiven Demethylierung. A) Quantifizierungsergebnisse der
natirlichen hoher oxidierten Cytidin-Spezies. Abgebildet sind die normierten Quantifizierungsergebnisse zweier
biologischer Replikate, gemessen als technisches Triplikat. B) Normierung der natirlichen hoher oxidierten
Cytidin-Derivate auf 5-Methyldesoxycytidin. C) Level der globalen abasische Stellen und B-Eliminierungsprodukte
in den mESCs. Abgebildet sind die normierten Quantifizierungsergebnisse aus sechs biologischen Replikaten,
gemessen als technisches Triplikat. Dargestellt ist der Fehlerbereich mit Median. D) Isotopenmarkierte
B-Eliminierungsprodukte nach Fitterung mit *Co®Ns-rC. Abgebildet sind die normierten Quantifizierungs-
ergebnisse dreier biologischer Replikate, gemessen als technisches Triplikat. Dargestellt ist der

Interquartilabstand mit Median.
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Zur besseren Vergleichbarkeit der Zelllinien wurden die natiirlichen hmdC- bzw. fdC-Level auf mdC
normiert (siehe Abbildung 41B). Im Vergleich zum Wildtyp sind die normierten hmdC-Werte im Neil1”-
geringer, in dem Neil2”- und im Doppelknockout héher. Im Gegensatz hierzu sind die normierten
fdC-Werte in den Einzelknockouts verglichen mit dem Wildtyp etwa gleich. Im Doppelknockout ist
aufgrund der Normierung ein deutlicher Anstieg zu beobachten. Um dieses Ergebnis interpretieren zu
konnen, miussten weitere biologische Daten erhoben werden. Als nidchstes wurden weitere
Untersuchungen mit Hilfe des in Abschnitt 3.2.1 entwickelten Reagenzes zur Quantifizierung der
BER-Intermediate unternommen. Nach Derivatisierung mit dem Detektionsreagenz wurde die

genomische DNA massenspektrometrisch untersucht.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 41C dargestellt. Die Neil KOs zeigen keine signifikanten Unterschiede
bezliglich der Menge an abasischen Stellen. In allen vier mESC-Linien sind etwa 3200 abasische Stellen
pro Genom zu beobachten. Bei Betrachtung der globalen B-Eliminierungsintermediate sind, vor allem
in den Knockouts, deutliche Abweichungen innerhalb der biologischen Replikate zu erkennen, was zu
groRBen Fehlerbalken fiihrt. Auch hier ist keine Knockout-spezifische Anderung zu beobachten.
AbschlieBend sollten von dC stammende abasischen Stellen und [-Eliminierungsprodukte durch
Einbau einer isotopenmarkierten [*3Co*°Ns]-Cytidin-Spezies quantifiziert werden. Da diese Verbindung
am Zucker um fiinf Masseneinheiten schwerer ist, als das natlrliche Homolog, sollten so Erkenntnisse
Uber die BER-Intermediate aus dC-Derivaten erhalten werden. Die Inkorporation der
isotopenmarkierten Desoxy-Verbindung betrug in diesen Zelllinien etwa 15% aller dC. Diese
Markierungseffizienz erschien sehr gering, weshalb auf die entsprechende Ribo-Verbindung
(BCo™N3-rC) furr weitere Experimente zuriickgegriffen wurde. Die Ribo-Verbindung wird in der Zelle
zundchst zum Diphosphat phosphoryliert, dann als Teil des RNA-Salvage-Pathway durch die
Ribonukleotidreduktase zur Desoxy-Verbindung reduziert und nach Phosphorylierung zum
Triphosphat im Zuge der DNA-Replikation ins Genom eingebaut.?*? Da die |&slichen Desaminasen, Cda
und Dctd, keine Ribo-Verbindung umsetzen, wird so der Verlust an Markierung durch Desaminierung
zum dU-Derivat deutlich reduziert.?®®> 24 So konnte durch Zugabe der Ribo-Verbindung eine
Markierungseffizienz von etwa 40 % aller dC erzielt werden. Nach Fiitterung der Ribo-Verbindung fiir
finf Tage unter Priming-Bedingungen, wurde die genomische DNA isoliert, derivatisiert und
massenspektrometrisch untersucht. Die markierten abasischen Stellen konnten nicht quantifiziert
werden, lagen jedoch Uiber dem Limit of Detection (LOD). Die quantifizierten, markierten
B-Eliminierungsprodukte sind in Abbildung 41D gezeigt. Trotz Normierung der
B-Eliminierungsprodukte auf 100 % Markierungseffizienz, war auch hier eine grolRe Varianz zwischen

den biologischen Replikaten erkennbar.
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In einem biologischen Replikat kam es in den Knockouts zu einer Zunahme an
B-Eliminierungsprodukten. Zusammengefasst geben die Daten keinen Hinweis auf eine Beteiligung der
Neil-Glykosylasen an der aktiven Demethylierung. Die erhaltenen Messwerte bewegen sich in einem
Bereich, indem eine geringe Datenvarianz zu relativ groen Abweichungen fiihren kann. Ein Beitrag an
der aktiven Demethylierung kann auf diese Weise nicht bestatigt werden. Falls die Neil-Enzyme als
bifunktionale Glykosylasen tatsachlich die von Tdg hinterlassene AP-Stelle weiter prozessieren, wdre
die Anzahl an markierten B-Eliminierungsprodukten im Vergleich zum Wildtyp geringer. Ferner kdnnte
Apel in Abwesenheit der Neil-Glykosylasen diese Aufgabe libernehmen, was durch ein Knockdown-

Experiment untersucht werden kénnte.

Quantifizierung oxidierter dC-Derivate in Tdg”- mESCs und der katalytischen Mutante N151A

Um die Rolle von Tdg an der aktiven Demethylierung eingehender zu untersuchen, sollte eine Tdg”
mESC Linie und eine entsprechende katalytische Mutante hergestellt werden. Die katalytische
Mutante bindet dabei fdC bzw. cadC, vermag diese aber nicht mehr aus der genomischen DNA zu
entfernen.!*% 2%I Die Generierung der Zelllinien wird in Abschnitt 3.2.3.5 beschrieben. Als nichstes
wurden die natilirlichen hoher oxidierten Cytidin-Modifikationen in den generierten Zelllinien
massenspektrometrisch analysiert. Hierzu wurden die Zellen vier Tage unter Serum/LIF-Bedingungen
kultiviert. Nach Isolierung der genomischen DNA wurde diese enzymatisch verdaut und die erhaltenen
Nukleoside mittels UHPLC-MS/MS analysiert. Die Ergebnisse der absoluten Quantifizierung sind in
Abbildung 42 dargestellt.
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Abbildung 42: Level der natiirlichen hoher oxidierten Cytidin-Derivate in Tdg-Knockout, Tdg-katalytischer
Mutante und dem Wildtyp. Abgebildet sind die normierten Quantifizierungsergebnisse aus vier biologischen

Replikaten, gemessen als technische Triplikate.

Die Quantifzierungsdaten zeigen vergleichbare Mengen an mdC und hmdC in allen drei Zelllinien.
Allerdings sind die mdC-Werte im Tdg”" und der katalytischen Mutante etwas niedriger, was auf eine

Beeinflussung der Remethylierung in diesen Zellen hindeutet.
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Die Tdg”" mESCs und die katalytische Mutante unterscheiden sich deutlich vom Wildtyp anhand der
fdC-und cadC-Werte. Im Falle des Knockouts und der Mutante kommt es zu einem etwa sechsfachen
Anstieg der fdC Werte und fir cadC ist der Anstieg etwa 13-fach. Dieser Phanotyp bestatigt zusatzlich
die erfolgreiche Generierung der Tdg”" mESCs und einer katalytischen Mutante die, aufgrund eines
Aminosaureaustauschs (N151A), nicht mehr vermag Tdg auszuschneiden. Der bedeutend héhere
Anstieg der cadC-Werte konnte auf eine Anhaufung der Modifikation hindeuten, da diese sich am Ende
des postulierten DNA-Demethylierungsweges befindet. Interessant ware hier, auch die Menge der
BER-Intermediate nach Markierung der DNA mit isotopenmarkiertem Cytidin zu Gberpriifen. Unter
Zuhilfenahme der katalytischen Mutante konnte zudem die Protein-Protein Interaktion mit den

Neil-Glykosylasen untersucht werden.

3.2.3.3 Ausblick

In diesem Kapitel wurde die Generierung einer Smugl”- mESC-Linie beschrieben. Diese kénnte fiir
weitere metabolische Untersuchungen genutzt werden. Isotopenmarkiertes hmdU kdnnte verwendet
werden, um die von hmdU stammenden abasischen Stellen oder 3-Eliminierungsprodukte eindeutiger
quantifizieren zu kdnnen. Weiterhin kénnten Letalitatsstudien unternommen werden. Die Smug1”-
Zelllinie weist zwar eine hohere Toleranz gegeniiber hmdU auf, zeigt aber ab einer bestimmten
Inkubationsdauer oder Konzentration eine deutliche Letalitat. Interessant ist hierbei, dass Smugl nicht
die einzige Glykosylase ist, die hmdU auszuschneiden vermag. In dessen Abwesenheit konnten
Glykosylasen, wie Mbd4 oder Tdg diese Aufgabe iibernehmen. Mit Hilfe der Smug1”- Zelllinie kénnte
weiterhin eine Sequenzierung von hmdU vorgenommen werden. Derartige Sequenzierungen waren
bisher nur in Leishmania major méglich, wo hmdU ein natiirlicher Bestandteil des Genoms ist.[*43 144
Dies kénnte nun auch in embryonalen Stammzellen wiederholt werden und Hinweise auf eine
Beteiligung von hmdU an der DNA-Demethylierung geben. Im Vergleich mit den Wildtyp mESCs kénnte
der Smugl-Knockout genutzt werden um hmdU Positionen die durch Tet-Oxidation, ausgehend von
dT, entstanden sind zu identifizieren. So kénnte durch Sequenzierung eine Lokalisation von hmdU
regulativen Elementen der DNA nachgewiesen werden.°%

Die generierte Tdg” bzw. Tdg™ Zelllinie kénnte genutzt werden, um die Entstehung der fC-Base im
Rahmen der BER zu detektieren. Der |6sliche Nukleosid/-tid Pool dieser Zellen kénnte extrahiert
werden und eine Derivatisierung mit Hilfe des in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Reagenzes zur
Quantifizierung der BER-Intermediate vorgenommen werden. Die quantifizierte Menge an
ausgeschnittenem fdC konnte Hinweise auf die Reparaturaktivitdt der Glykosylase im Zuge der

Differenzierung der Stammzellen geben oder eine Beteiligung bifunktionaler Glykosylasen bestatigen.
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3.2.3.4 Projektbeitrage

Die Zellkulturexperimente wurden von mir entwickelt und durchgefiihrt. Auch die Isolation aller DNA
Proben wurde von mir vorgenommen. Die Derivatisierung wurde von mir in Zusammenarbeit mit René
Rahimoff und Sarah Schiffers unternommen. Der enzymatische Verdau, die Messung und Auswertung
der Daten des Smugl”, sowie der Neil Knockout-Linien wurde von Olesea Kosmatchev und Sarah
Schiffers vorgenommen. Der enzymatische Verdau der Tdg-Zelllinien wurde von Kerstin Kurz
durchgefiihrt und gemessen und von mir ausgewertet. Alle Daten wurden von Olesea Kosmatchev,
René Rahimoff, Sarah Schiffers und mir gemeinsam interpretiert. Eva Korytiakova und Sarah Schiffers

fliihren das Projekt fort.
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3.2.3.5 Appendix: Generierung und Verifizierung der Knockout-Linien

Smugl Knockout mES-Zelllinie

Die Knockout mES-Zelllinie der Glykosylase Smugl wurde im Rahmen meiner Masterarbeit unter
Verwendung des CRISPR-Cas9 Systems generiert. Mit Hilfe des Cas9-guide RNA (gRNA) Komplexes
wurde ein Doppelstrangbruch im Exon1 des fir Smugl kodierenden DNA-Abschnittes eingefiihrt (siehe
Abbildung 43A). Dadurch wird das zelleigene Reparatursystem aktiviert und zufallige Insertionen oder
Deletionen von Nukleobasen an der Stelle des Strangbruchs eingefiihrt. Durch diese Mutationen
kommt es zu einer Verschiebung des Leserasters und ein funktionales Protein kann nicht mehr erzeugt
werden. Abbildung 43B zeigt eine schematische Darstellung des Smugl Proteins mit katalytischen
Domanen und der Position der Mutation. Das katalytische Zentrum des Proteins wird downstream der
Mutation kodiert und sollte nach Verschiebung des Leserasters defekt sein. Durch Limiting Dilution
wurde eine klonale Zelllinie gewonnen und der modifizierte DNA-Abschnitt sequenziert. Die Anderung
der DNA-Sequenz und die daraus resultierende Aminosdureabfolge sind in Abbildung 43C dargestellt.
Dies sollte ein verandertes Protein mit etwa 19 kDa ergeben. Zur vollstandigen Verifizierung des
Knockouts wurde ein Western Blot der Knockout- und der dazugehorigen Wildtyp-Linie durchgefiihrt.
Dieser ist in Abbildung 43D dargestellt und liefert aufgrund der zahlreichen kreuzreaktiven Banden
kein eindeutiges Ergebnis. Gemeinsam geben die Sequenzierergebnisse, die UHPLC-MS/MS

Messungen (3.2.3.2) und der Western Blot Hinweise auf die Generierung des Smugl Knockouts.

A B
Katalytisches Lesion: DNA-
- Zentrum Bindestelle Bindestelle
Smugl aE—-—-5— Smugl N- | | B C
279 aa

C D

Genomische Sequenz: v

Wildtyp J1_ ...AGTCACATAGTTACGGTGTGGCTCCCAAGCATAATCCACC... s W« kreuzreakt. Bande

Smugl-/-_ ...AGTCACATAGT- - ----- - GGCTCCCAA--------- ACC...

- 5 <— Smug1 (30 kDa)

Proteinsequenz:

WildtypJ1_  ..NAELSQLQFPEPVGVIYNPVDYAWEPHRNYVTRYCQ... *Q\\’ %\'\'

Smugl-/-_ ...NAELSQLQFPEPVGVIYNPVWEPLCDSLLPRPQGSAV... $\\6‘ ,_)((@

Abbildung 43: Verifizierung des Smugl-Knockouts. A) Schematische Darstellung des murinen Smugl
Genabschnitts mit kodierenden (dunkelblau) und nichtkodierenden (hellblau) Exons, sowie der Bindestelle der
gRNA (griin). B) Schematischer Aufbau des Smugl Proteins mit den wichtigsten Doméanen. Das griine Dreieck
illustriert die Position der erzeugten Mutation. C) Sequenzierungsergebnisse des modifizierten Genabschnitts mit

resultierender Proteinsequenz und der Alterierung (griin). D) Western Blot zum Nachweis des Knockouts.
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Tdg Knockout und katalytische Mutante mES-Zelllinien

Zur weiteren Aufklarung der Beteiligung der BER an der aktiven Demethylierung, wurde eine Knockout
mES-Zelllinie der Glykosylase Tdg unter Zuhilfenahme des CRISPR-Cas9 Systems hergestellt. Hierzu
wurde endogen eine Reparaturvorlage eingefiihrt und mit Hilfe dieser das Gen ausgeschaltet. Eine
dhnliche Strategie wurde zur Generierung der katalytisch inaktiven Mutante (Tdg®V, N151A) genutzt.
Die N151A Mutante wurde bereits in Embryonen von Mausen, murinen Fibroblasten und in vitro in
einem humanen Zellsystem (N140A) erzeugt.[**" 2°>! Hier konnte gezeigt werden, dass eine Mutation
von Asparagin zu Alanin zwar noch zu einer Bindung von fdC fiihrt, aber dieses nicht mehr
ausgeschnitten werden kann.?°> 2°¢! Zunichst wurden, unter Zuhilfenahme des CRISPR-Design Tools
(F. Zhang, MIT), die gRNA-Sequenzen zur Rekrutierung der Endonuklease an die Zielsequenz ermittelt
und in das Expressionsplasmid kloniert. Eine detaillierte Beschreibung des Arbeitsablaufs ist in meiner
Masterarbeit aufgefiihrt.?®”! Zur Herstellung der Tdg” mESC-Linie wurden zwei Plasmide mit den
jeweiligen gRNAs, Cas9 und der einzelstrangigen Reparaturvorlage in Wildtyp mESCs transfiziert. Durch
Zugabe eines NHEJ-Inhibitors wurde die Einbringung der Reparaturvorlage durch die HDR favorisiert.
Abbildung 44A zeigt die Exon-Positionen, an denen Cas9 einen Strangbruch, gefiihrt durch die gRNA,
einfihren sollte. Fir den Knockout wurde Exon 2 gewahlt, um auch das alternative Startkodon der
natlirlich vorkommenden kiirzeren Isoform zu adressieren. Die Editierung wurde deshalb fiir eine
Position nach dem zweiten moglichen ATG entworfen. Das katalytische Zentrum liegt im Exon 4,
weswegen fiir die katalytische Mutante eine Reparaturvorlage fiir diesen Genabschnitt entwickelt
wurde. Weiterhin sollte die Reparaturvorlage ein Signal fiir eine erfolgreiche Editierung in die
genomische DNA einflihren. Fiir die katalytische Mutante konnte eine Smal-Restriktionsschnittstelle
durch die Anderung der Basenabfolge entfernt werden. Im Fall der Tdg”" Zelllinie wurde, durch
Einfihrung eines Stoppcodons, eine BamHI-Schnittstelle eingefiihrt. Weiterhin wurde die
PAM-Sequenz mutiert, sodass Cas9 das Reparaturtemplat nicht erneut schneiden kann und multiple
Insertionen der Reparaturvorlage vermieden werden. Nach Transfektion der Zellen mit den Plasmiden,
sowie der Reparaturvorlage wurde eine Limiting Dilution zur Isolierung einer klonalen Zelllinie
unternommen. Die gewonnenen Zelllinien wurden anschliefend genotypisiert. Hierzu wurde der
Ziellokus mittels PCR amplifiziert und mit dem jeweiligen Restriktionsenzym verdaut. Durch
Gelelektrophorese wurde das Bandenmuster im Anschluss untersucht. Die Ergebnisse der positiven
Klone und der Wildtyp-Kontrolle sind in Abbildung 44B dargestellt. Der Restriktionsverdau zur
Identifizierung des eingebrachten Reparaturtemplats fir die Knockout-Linie ergibt zwei Banden fir
eine Einbringung, da die Vorlage die Schnittstelle flir das Restriktionsenzym enthilt.

Die unverdaute Kontrolle, sowie nicht-editierte Klone zeigen nur ein Fragment, das PCR-Produkt.
Genau umgekehrt ist es fir den Fall der katalytischen Mutante (TdgV). Hier wurde die

Restriktionsschnittstelle durch Einbringung der Reparaturvorlage entfernt. In der verdauten
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katalytischen Mutante ist demnach keine Aktivitdt des Enzyms zu sehen. Im unbehandelten Wildtyp
hingegen schon. Auf diese Weise wurden im Zuge des Screenings positive Klone ausgewahlt. Zur
eindeutigen Verifizierung wurden die Klone im nachsten Schritt sequenziert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 44C zusammengefasst und bestatigen die Resultate des Restriktionsverdaus. Weiterhin ist

die daraus resultierende Proteinsequenz mit den eingefiihrten Mutationen gezeigt.
A

Zusammensetzung des Genabschnitts

n——+—H——1—l—_

A
N151A
B > & >
& v (,“\'\ \\e"é (’&‘\\ & @ @de} \¥ ?}\x ‘S\
N
RO < «b% oS
o
|
E ! d —668bp
S had e bed —a001p «432bp
- 226b \
:: 174 bg - <236 bp
0_\
C D
Genomsequenz

v
Tdg+/+ ... AGGTGCCCGAAGACGCTCCTGTCCAGGAACCTGCACCAGGTAGTTCTTACATGGT...

v /- /4
Tdg-/- ...AGGTGACTGTAATGACGCTCCTGTCCAGGATCCTGCACCAGGTAGTTCTTACATGAT... ng ng ng

- — . <— Sumo-Tdg
Tdg+/+ .. TTACTTTGTTTTCTAGATTGGCATTAACCCGGGATTAATGG... [~86 kDa]
Tdg CM .. TTACTTTGTTTTCTAGATTGGCATTGCCCCAGGATTAATGG...

. = e ® <« Tdg
Proteinsequenz [~60 kDa]

Tdg+/+ ...MAVTTGQQVPAVAPNMATVTEQQVPEDAPVQEPAPEAP...

Tdg-/- ...MAVTTGQQVPAVAPNWQP*QNSR*L**RSCPGSCTRSSK...
+ | e et e +— Gapdh
Tdg+/+ .. TKTLPDILTFNLDIVIIGINPGLMAAYK... [37 kDa]

Tdg CM ..TKTLPDILTFNLDIVIIGIAPGLMAAYK...

Abbildung 44: Strategie und Verifizierung der Tdg Knockout und katalytische Mutante mESC-Linie.
A) Schematische Darstellung des murinen Tdg Genabschnitts mit kodierenden (dunkelblau) und
nichtkodierenden (hellblau) Exons, sowie der Bindestelle der guide RNAs (griin). B)Ergebnisse der
Restriktionsverdaus zur Genotypisierung der Zelllinie. C)Sequenzierungsergebnisse des modifizierten
Genabschnitts mit resultierender Proteinsequenz und der Alterierung (griin, Stoppcodon *). D) Western Blot zum

Nachweis des Knockouts.[2%8

Im letzten Schritt wurde die Expression des Proteins in den generierten Zelllinien Gberprift. Hierzu
wurde ein Western Blot mit einem Tdg-spezifischen Antikorper durchgefihrt (Abbildung 44D).
Deutlich zu sehen ist, dass die Tdg”" Zelllinie kein Tdg Protein enthélt. Dahingegen sind in Wildtyp und
Tdg®” mESCs die Protein-Banden in gleicher Intensitit vorhanden. Die Doppelbande resultiert
entweder aus der Nutzung des alternativen Startkodons der zweiten Tdg-Isoform oder ist ein

2%8 Dje hohermolekulare

verkiirztes Degradationsprodukt des Proteins durch die Zelllyse.?%
Doppelbande bei etwa 86 kDa ist vermutlich auf eine ,,sumoylierte“ Form von Tdg zuriickzufiihren.?*”!
Als Ladekontrolle wurde das Protein Gapdh detektiert, welches ebenfalls die gleiche Intensitat in allen

mMESCs aufweist.
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3.3 Studien einer oxidationsunabhdngigen DNA-Demethylierung

Neben einer oxidationsabhdngigen Demethylierung, katalysiert durch die Tet-Dioxygenasen, wurde
eine enzymatische Desaminierung von mdC als alternativer DNA-Demethylierungsweg vorgeschlagen.
In Folge einer Desaminierung konnte mdC direkt im Genom oder in Folge der DNA-Reparatur im
Nukleosid/-tid Pool durch |6sliche Desaminasen zu dT umgewandelt werden. Ob und in welchem MaRe

eine derartige Reaktion in lebenden Zellen stattfindet ist Gegenstand nachfolgender Studie.

( Desaminierung )
NH, NH,
) —
(0] N (0] N
1llmll“ ||IW|{“
dC mdC
!
b
O~ 'N
IINM!\LJ}\
dT

Abbildung 45: Oxidationsunabhangige DNA-Demethylierung durch Desaminierung von mdC zu dT.
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3.3.1 Oxidationsunabhangige Demethylierung durch die DNA-Reparatur

3.3.1.1 Prolog

Ob tatsachlich eine Desaminierung von mdC zu dT stattfindet, sollte durch Isotopenverfolgungsstudien
nachgewiesen werden. Bei dieser Untersuchung wird *CDs-L-Methionin zum Kulturmedium
hinzugegeben und der Metabolismus der Isotopenmarkierung verfolgt (siehe Abbildung 46).
Katalysiert durch die DNA-Methyltransferasen Ubertragt der isotopenmarkierte Kofaktor SAM
(S-Adenosyl-L-Methionin) eine 3CDs-Methylgruppe auf die C5-Position von dC. Das entstandene
13CD3-mdC (m*™dC) ist somit um vier Masseneinheiten schwerer als das natirliche Isotopolog. Die
13CDs-Methylgruppe wird im Zuge der aktiven Demethylierung durch die Tet-Dioxygenasen oxidiert,

wobei die hoher oxidierten Cytidin-Spezies ebenfalls eine Isotopenmarkierung tragen.

(__Deformylierung oder Decarboxylierung )

0o - HCOOH Cco
g ?
1367 OH
D
o NHz ( Desaminierung )
NH, NH; D, NHy O NH; O NH,
D 13C 13¢ D‘3(I:‘ 130
(gN 5 \(*N HO” \ﬁN 7N HO’C\(gN
DNAO N ’gO SAM SAH - vmo N ’&0 DNAO. N /&0 DNAO N /&0 DNAO. N )%0
o N / :o: :o: :o: :o:
ODNA Dnmts ODNA Tets ODNA Tets ODNA Tets ODNA
dc CD,-mdC CD,-hmdC CD-fdC C-cadC
A \J Y
5.8 ‘3[C)2
3 | r HO” | NH
DNAO. NS0 DNAO N0 Tdg Tdg
o o
ODNA Tets ODNA
1CD,-dU CD,-hmdu
( Basenexzisionsreparatur )

Abbildung 46: Untersuchung der Entfernung von mdC aus dem Genom durch metabolische Markierung mit

13CD;-L-Methionin.

Zur Detektion der isotopenmarkierten Metaboliten wurde eine massenspektrometrische Methode zur
absoluten Quantifizierung von Dr. Jessica Steinbacher und Dr. Olesea Kosmatchev entwickelt.[24% 300
Hierdurch konnte die Existenz des Desaminierungsprodukts dT bzw. 5-Methyl-2‘-desoxyuridin (mdU)

im Siugetiergenom nachgewiesen werden.[}4 249 300]

Weitere massenspektrometrische
Untersuchungen zeigten nach metabolischer Markierung einer Dnmt TKO mESC-Linie und dem
korrespondierenden Wildtyp, dass 3CDs-dT bzw. 3CDs-mdU (m**dU) ausschlieRlich in Wildtyp mESCs

auftritt. Die erhaltenen Quantifizierungsergebnisse sind in Abbildung 47 gezeigt.
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Abbildung 47: Absolute Quantifizierung von m**dU in Dnmt TKO und Wildtyp mESCs nach metabolischer
Markierung mit 13CDs-L-Methionin. Die Quantifizierungsergebnisse aus drei biologischen Replikaten, gemessen

als technisches Triplikat sind dargestellt.[24% 300!

Da die Methylgruppe des natirlichen dT biosynthetisch aus Serin im Zusammenspiel mit
5,10-Methylentetrahydrofolat und der Thymidylatsynthase tibertragen wird, kann isotopenmarkiertes
m**dU nur aus m**dC entstehen. Die Verbindung kann demnach nur gebildet werden, wenn die
DNA-Methyltransferasen in der DNA *CD3-mdC generiert haben. Weiterhin wurde die Bildung von
m*4dU auch in Abwesenheit der Tet-Enzyme beobachtet und lasst auf einen oxidationsunabhingigen
Vorgang schlieRen.?*® 3% Dje Existenz von genomischem m**dU kénnte erste Hinweise auf einen
alternativen Demethylierungsweg geben und konnte auf zwei Arten entstehen: 1) Desaminierung von
m*4dC auf DNA-Ebene; 2) Entfernung von m**dC iiber die DNA-Reparatur und einer Desaminierung von

|8slichem m**dC im Nukleosid/-tid Pool.

Das nachfolgende Kapitel beschaftigt sich eingehender mit diesem putativen Demethylierungsweg.
Unter verschiedenen Kulturbedingungen wird die Entstehung und Entfernung von m**dC in mESCs
naher betrachtet. Weiterhin wird die Beteiligung verschiedener DNA-Reparaturwege an der aktiven
Demethylierung und Bildung von m*dU untersucht. Hierzu werden Knockout-Linien der

Schliisselenzyme verschiedener Reparaturwege in mESCs hergestellt.
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3.3.1.2 Ergebnisse und Diskussion

In der frithen Embryonalentwicklung dndern sich die Level an genomischem mdC beim Ubergang vom
naive Prdimplantations- zum primed Postimplantationsepiblast. Zur Untersuchung dieser Zustande
werden embryonale Stammzellen als in vitro Modell unter verschiedenen Kulturbedingungen
betrachtet. Eine homogene, undifferenzierte Stammzellkultur kann durch Kultivierung der Zellen unter
2i/LIF- oder alternative 2i/LIF-Bedingungen (a2i) erhalten werden.3% ¢! |m Gegensatz zu naiven
2i/LIF-Bedingungen modelliert a2i/LIF ein weiter fortgeschrittenes Stadium der embryonalen
Entwicklung.®®Y! Dies spiegelt sich auch bei der Betrachtung der natiirlichen mdC-Level wider (siehe
Abbildung 48A und B). Unter 2i/LIF werden niedrigere Mengen an mdC im Genom detektiert als unter

a2i/LIF-Kulturbedingungen. Dieser Unterschied wird in hdheren Passagen besonders deutlich. 78

A
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Abbildung 48: Natiirliche Cytidin-Modifikationen unter verschiedenen Kulturbedingungen. A) Absolute
Quantifizierung der naturlichen mdC und hmdC Level nach Priming aus einer 2i/LIF Ursprungskultur.
B) Quantifizierungsergebnisse nach Priming aus einer a2i/LIF Ursprungskultur. Dargestellt sind die Ergebnisse

einer biologischen Probe (N=1), gemessen als technisches Triplikat. 2i/L: CHIR/PD/LIF-; a2i/LIF: CHIR/CGP/LIF-;

C/R: CHIR/IWR1-Kulturbedingung; S/L: Serum/LIF-Kulturbedingung
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Stammzellen, die kontinuierlich unter Serum/LIF kultiviert werden, enthalten globale
Methylierungswerte von etwa 4 % aller Cytidine.l”®! Die CpG-Dinukleotide sind durchschnittlich zu
70-80 % methyliert.?%? Unter naiven 2i/LIF-Bedingungen wird Ublicherweise ein sehr niedriger
Methylierungsgrad von etwa 1 % aller Cytidine erreicht und ist vergleichbar mit Zellen der ICM.% Im
beschriebenen Experiment konnte jedoch unter 2i/LIF eine Methylierung etwa 0,75x10 bezogen auf
alle Nukleoside (dN) beobachtet werden, was einer prozentualen Menge von 3.6 % aller dC entspricht.
Dieser Wert liegt Gber dem erwarteten Methylierungsgrad naiver Zellen und ist vermutlich darauf
zurtickzufihren, dass die Zellen nicht lange genug unter 2i/LIF kultiviert wurden. Unter a2i/LIF liegt ein
Methylierungsgrad von etwa 1,0x10%/dN (4,7 % aller dC) vor und spiegelt einen weiter
fortgeschrittenen Punkt in der Embryonalentwicklung wider.®® 3% Fir 5-Hydroxymethyl-
2‘-desoxycytidin (hmdC), dem ersten Tet-Oxidationsprodukt, werden Level von etwa 0,2 % aller dC
beobachtet. Unter 2i/LIF-Bedingungen sind die hmdC-Werte jedoch etwas hoéher als die der
a2i/LIF-Bedingung. Um die zeitliche Anderung von mdC und der Tet-Oxidationsprodukte wiahrend der
Entwicklung zum Postimplantationsepiblast zu beobachten, wurden die Zellen weiter unter Priming-
Bedingungen kultiviert. Hierzu wurden die mESCs aus der naiven 2i/LIF-Bedingung (Abbildung 48A)
oder dem a2i/LIF-Stadium (Abbildung 48B) unter Serum/LIF (S/L) bzw. CHIR/IWR1 (C/R) fiir drei Tage
kultiviert und massenspektrometrisch untersucht.!®*! Die C/R-Bedingungen kénnen als Methode eines
synchroneren Primings der ESCs im Vergleich zu S/L beschrieben werden.!®®! Im Gegensatz zu C/R
fluktuieren die mESCs unter Serum/LIF-Bedingungen zwischen verschiedenen Entwicklungsstadien.
Die Zellkultur ist eher heterogen.2%! Die C/R-Bedingung fiihrt aus beiden Kulturmethoden heraus zu
einem starkeren Anstieg der mdC-Level. Aus beiden Bedingungen heraus wird nach 72 h ein Wert von
1,3x102 pro dN erreicht, was einer Methylierung von 6,1 % aller Cytidine entspricht. Demnach werden
neben den CpG- auch CpH-Stellen (H=A, C oder T) methyliert. Die Methylierung der CpH-Positionen
wurde in diesem Entwicklungsstadium bereits beschrieben.% 3% |nteressant ist hier auch die Bildung
des Tet-Oxidationsprodukts hmdC. Unter C/R-Bedingungen nehmen die hmdC-Werte in beiden Fillen
stark ab, widhrend sie unter S/L-Bedingungen zunachst leicht abfallen, aber vorwiegend stabil bleiben.
Habibi et al. beschrieben bereits einen Riickgang der hmdC-Level beim Vergleich von ESC und primed
EpiSCs.[*®! Die Werte an fdC sowie cadC folgen demselben Trend, konnten aber aufgrund der niedrigen
Werte nicht verldsslich quantifiziert werden. In weiteren Experimenten wurde beobachtet, dass die
hmdC-Werte nach Passagieren der Zellen unter S/L-Bedingungen zunehmen.!*’” Dieser Trend wurde
auch fiir die weiteren natirlichen dC-Modifikationen fdC und cadC beobachtet. Dieses Experiment
zeigt, dass die verwendeten Kulturbedingungen unterschiedliche Auswirkungen auf die Level von mdC
und den Tet-Oxidationsprodukten haben kdnnen. Die verschiedenen Kulturbedingungen scheinen ein
gutes Modellsystem zu sein die Vorgange der frihen Embryonalentwicklung vom Praimplantations-

zum Postimplantationsepiblast zu rekapitulieren.
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Mittels metabolischer Markierung durch [**CDs]-L-Methionin wurde als ndchstes der Umsatz von
genomischem mdC in mESCs verfolgt. Das markierte Methionin wird dem Kulturmedium fiir finf Tage
unter naiven a2i-Bedingungen zugesetzt. Zur Untersuchung des primed-Zustandes wurden die Zellen
zunachst fur zwei Tage in a2i-Bedingungen vormarkiert und dann fir drei Tage unter C/R-Bedingungen
gefiittert. Diese Behandlung stellt eine maximale Markierung des mdC sicher. An Tag 4 wird zusatzlich
13C10"No-dT (dT™?) fur 24 h als Proliferationsmarker zugegebenen. Dies ergibt gewéhnlich eine
Markierungseffizienz von etwa 85 % aller dT. AnschlieBend wird das Kulturmedium gegen
markierungsfreies Medium ausgetauscht (Chase) und die Zellen im zeitlichen Abstand von 12 h
geerntet. Der Ablauf des Experiments ist in Abbildung 49A illustriert.
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Abbildung 49: Pulse-Chase Experiment in Wildtyp mESCs. A) Schematische Darstellung des experimentellen
Ablaufs. 3CDs-Met: 3CDs-L-Methionin B) Pulse-Chase Experiment unter a2i-Kulturbedingungen. C) Relative
Anderung der markierten mdC, hmdC, fdC, mdU und dT-Spezies unter a2i-Bedingungen nach Chase.
D) Pulse-Chase Experiment unter C/R-Kulturbedingungen. E) Relative Anderung der markierten mdC, hmdc, fdC,
mdU und dT-Spezies unter C/R-Bedingungen nach dem Chase. Dargestellt sind die Ergebnisse einer biologischen

Probe gemessen als technisches Triplikat.
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Nach Isolierung der genomischen DNA und enzymatischem Verdau auf Nukleosidebene wurde die
Menge an isotopenmarkierten Nukleosiden massenspektrometrisch analysiert. In Abbildung 49B sind
die Werte an m**dC und dem Desaminierungsprodukt m**dU bezogen auf alle Nukleoside unter
a2i/LIF-Bedingungen dargestellt. Beide Werte nehmen im Laufe des Chase-Experiments ab, wobei
m*4dC deutlich schneller abnimmt als m**dU. Aufgrund der zusétzlichen Markierung mit dT**? kann im
Chase auf die passive Verdinnung durch die DNA-Synthese geschlossen werden. Entsprechend wurde
die relative Anderung der isotopenmarkierten dC-Modifikationen, m*dU und dT**? in Abbildung 49C
dargestellt. Die Produkte zeigen, dass mdC und die Tet-Oxidationsprodukte unter a2i/LIF-Bedingungen
langsamer aus dem Genom entfernt werden als dT**? durch passive Verdiinnung. Unter
C/R-Bedingungen (siehe Abbildung 49D) verlduft die Abnahme an m*™dC im Laufe des Chase rascher
als unter a2i-Bedingungen. Im Gegensatz dazu nimmt das Desaminierungsprodukt m**dU auf alle
Nukleoside bezogen bis zum 36 h Zeitpunkt zu. Dieser Trend ist auch in Abbildung 49E zu erkennen.
Hier wird die relative Anderung der markierten dC Spezies und dT*!2 wihrend des Chase-Zeitraums
dargestellt. Die Abbildung zeigt, dass die m**dC Werte schneller abnehmen als dT**2 durch passive
Verdiinnung. Dies l4sst den Schluss zu, dass wahrend des Primings m**dC aktiv aus dem Genom
entfernt wird. Die héher oxidierten dC Verbindungen hmdC und fdC nehmen langsamer ab als dT**2
und sind vermutlich entweder stabile Genommodifikationen oder werden hier durch Tet-Oxidation
aktiv aus mdC gebildet.!*>” 3071 Der Beitrag der Tet-Oxidation kdnnte durch eine Wiederholung des
Experiments in einer Tet-Triple Knockout mESC-Linie ndaher beleuchtet werden. Interessanterweise
nimmt das isotopenmarkierte m**dU unter Priming-Bedingungen im zeitlichen Verlauf erst nach 48 h
ab. Da m**dC als einzige dC-Modifikation schneller abnimmt als die Tet-Oxidationsprodukte, liegt die

Annahme nahe, dass m**dC iiber m**dU wihrend des Primings aktiv entfernt wird.

Der groRte Umsatz von mdC zu mdU geschieht im 16slichen Nukleosid/-tid Pool

In den nachfolgenden Experimenten wird untersucht, ob das detektierte m**dU durch eine
Desaminierung direkt im Genom entsteht oder nach Entfernung von m**dC aus dem Genom im Zuge
der DNA-Reparatur durch die Desaminasen des |6slichen Nukleosid/-tid Pool erzeugt wird. Eine direkte
Desaminierung wiirde zur Ausbildung von dT:dG Fehlpaarungen fihren. Aufgrund ihrer Mutagenitat
werden diese Fehlpaarungen schnell prozessiert, was allerdings mit der Gefahr von Strangbrichen
einhergeht. Aufgrund der beachtlichen Level an genomischem m*dU kénnen Fehlpaarungen als
alleinige Quelle ausgeschlossen werden. Kompetitionsexperimente mit unmarkiertem dT zeigten
zunichst einen Riickgang von m*dU im Genom.[?* 3% Der gréRte Teil an inkorporiertem m*™dU
entsteht vermutlich im 16slichen Nukleosid/-tid Pool, wobei der Einbau durch dT-Kompetition
unterdriickt werden kann.?*> 3% Dje Cytidin-Desaminase (Cda) und die Deoxycytidylat-Desaminase

(Dctd) sind die beiden bekannten Desaminasen des |6slichen Pools.
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Im Zuge meiner Masterarbeit wurden Knockout-Stammzelllinien mit Hilfe des CRISPR-Cas9 Systems
hergestellt, in welchen die beiden Desaminasen Cda und Dctd nicht vorhanden sind. Die Verifizierung

erfolgte im Rahmen dieser Dissertation und ist in Abschnitt 3.3.1.5 beschrieben.

Um die Menge an zytosolischer Desaminierung massenspektrometrisch zu bestimmen, wurden drei
klonalen Doppelknockout-Linien und der entsprechende Wildtyp fir fanf Tage mit
0,2 mM-*3CDs-L-Methionin und 100 uM *3Co*>N3-dC (dC*™*?) unter Priming-Bedingungen kultiviert. Zur
Verfolgung der DNA-Synthese wurde 7,5uM 3C;0"°Ns-dG zugegeben. Die stattfindenden,
metabolischen Wege der Isotopenmarkierungen sind in Abbildung 50 schematisch dargestellt. Zur

graphischen Vereinfachung sind die Nukleoside mit der groitmoglichen Isotopenmarkierung gezeigt.

GENOMISCHE DNA LOSLICHER NUKLEOSID/-TID POOL
“NH, ' iNH, *"Ci
i °CD,-SAM %,y DNA- Synthesie o ;
.......................... /\ '
DNAO N/g ‘HO ‘SNAO :
o Aid/ 0
Apobec :
Dnmts ODNA 3 OH Cda/Dctd
dc%dG P dcz N
SAH SNH, du:dG
D;ac\n/gj\L \_/\ fuc,NH
DNAO. N7 0 DNA-Reparatur
o “~.
ODNA .l Cda/Detd OH
m*‘dC*%:.dG Se-a» du+
o] . 0 o]
DHC Ald/ D13C _ D1SC TS
3 15NH 3 WJNH 3 ‘SNH
A, fApobee LA e
DNAO N7 70 DNAO N7 0 HO
ODNA ODNA DNA-Reparatur 5
m**dU*t:dA m**dU**:dG m**du*
~——— 7

DNA-Synthese

Abbildung 50: Mdgliche Wege der Metabolisierung der eingebrachten Isotopenmarkierungen nach Zugabe von

13CD;-SAM und 3Co*°N3-dC (dC**?) zum Kulturmedium.

Nach Einbringung der dC*'%-Spezies in die Zelle befindet sich das Nukleosid zunichst im Iéslichen
Nukleosid/-tid Pool. Dort kann das markierte Cytidin durch die Desaminasen Cda und Dctd zu dU*'!
hydrolytisch desaminiert werden. Im nachsten Schritt findet eine Methylierung durch die
Thymidylatsynthase (Ts) statt, welche mdU*!! ergibt. Die Methylgruppe liegt an dieser Stelle nicht
markiert vor, da Ts 5,10-Methylentetrahydrofolat als Methyl-Quelle nutzt, wobei die libertragene

Methylgruppe aus Serin stammt.
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In der genomischen DNA wird ein Teil des eingebrachten, markierten dC**2 durch die Dnmt-Enzyme
unter Verwendung des Kofaktors SAM zu mdC umgewandelt. In der genomischen DNA kénnen daher
drei isotopenmarkierte dC-Verbindungen auftreten: mdC**?, sowie die *CDs-markierten m**dC bzw.
m*4dC*2-Verbindungen. Die Existenz der mdC*'%-Spezies ist durch eine Restmenge an natiirlichem
Methionin im Kulturmedium zu begriinden. Das natirliche Methionin wird vermutlich durch das Serum
eingebracht. Die Existenz beider Spezies, m**dC und m*dC**?, resultiert aus der unvollstindigen
Markierung nach dC*2-Fiitterung und betrégt in Wildtyp mESCs etwa 20-30 % aller dC.

Durch Desaminierung lber die Activation-induced deaminase (Aid) oder die Apolipoprotein B mRNA-
editing enzyme catalytic polypeptide (Apobec)-Desaminasen konnte sowohl markiertes dU als auch
mdU fehlgepaart mit dG entstehen. Dieser Prozess wird in der Literatur vielseitig diskutiert, konnte
aber nicht nachgewiesen werden.*%® Diese dU-Verbindung kann durch die DNA-Reparatur entfernt
werden und gelangt zuriick in den I6slichen Pool. Durch den Pyrimidin-Salvage Pathway kénnen die
markierten mdU Spezies gepaart mit dA wiederrum im Zuge der DNA-Synthese zuriick in die

genomische DNA gelangen.

Die massenspektrometrischen Quantifizierungsergebnisse des beschriebenen Markierungs-
experiments (siehe Abbildung 50) sind in Abbildung 51 dargestellt. Zundchst wurde die Verteilung der
unterschiedlichen markierten mdC-Derivate in den verschiedenen Zelllinien betrachtet
(Abbildung 51A). Neben dem natiirlichen mdC konnten die isotopenmarkierten Verbindungen m*dc,
mdC*?und m*dC**? detektiert werden. Im Wildtyp konnte eine Markierungseffizienz von 72 % m**dC
(dC + 13CDs-SAM) aller mdC beobachtet werden. Dieses wird durch Ubertragung der
13CDs;-Methylgruppe von SAM mittels Dnmt-Katalyse aus unmarkiertem dC gebildet. Aus einer
Markierungseffizienz von etwa 20 % an dC**?, konnten 1,22 % der mdC*'? (dC*'?+ CH3-SAM) und 22 %
der m*dC**? (dC**? + 13CDs-SAM) Verbindung in der genomischen DNA quantifiziert werden. Das
prozentual héhere Vorkommen der m**dC bzw. m*dC*'? Verbindungen ist aufgrund der sehr
effizienten Markierung durch den Kofaktor SAM erklarbar. Die Menge an 1,22% mdC**? entstammt
durch Methylierung von gefiittertem dC+12 mit natlirlichem CHs3-SAM. Letzteres ist wohl eine
Verunreinigung durch natirliches Methionin aus dem Serum des Kulturmediums. Bei Betrachtung der
CD-DKO Zelllinien ist die Menge an m**dC**2auf 7-10 % aller mdC-Spezies reduziert. Eine Abnahme ist
ebenfalls fiir die mdC*'? Verbindung zu verzeichnen. Dagegen nimmt die Menge an m**dC um etwa
12 % zu. Vermutlich wird das markierte dC*'? von den CD-DKO mESCs weniger effizient in die DNA

inkorporiert.
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Abbildung 51: Quantifizierungsergebnisse nach Verfolgung der metabolischen Markierung im Doppelknockout
der l6slichen Desaminasen. A) Verteilung der isotopenmarkierten mdC-Spezies nach Einbringung der
Isotopenmarkierung ins Genom. B) Verteilung der detektierten isotopenmarkierten mdU bzw. dT-Nukleoside
normiert auf 3C;0'°Ns-dG. C) Absolute Quantifzierung der mdU*!! Verbindung. D) Absolute Quantifzierung der

m*4dU Verbindung. Dargestellt sind die Ergebnisse einer biologischen Probe, gemessen als technisches Duplikat.

In den Wildtyp mESCs entsteht aus dC**2 durch die Aktivitdt der Desaminasen des léslichen Pools die
Verbindung dU**. Dies sollte in den CD-DKO mESCs nicht méglich sein. Im weiteren Verlauf wird diese
Verbindung durch die Ts zu mdU**! methyliert. Da die Methylgruppe biosynthetisch ausgehend von
Serin Ubertragen wird, liegt sie nicht markiert vor. Die Quantifizierungsergebnisse der moéglichen mdU
Isotopologe sind in Abbildung 51B als prozentualer Anteil aller dT-Verbindungen dargestellt. Im
Wildtyp konnte ein Anteil von 53 % mdU*™! (aus dU™! + CHs-SAM) detektiert werden, wihrend im
CD-DKO der prozentuale Anteil bei 1,1-1,4 % lag. Die deutliche Abnahme der mdU*!! Verbindung im
DKO erklart sich aus der Abwesenheit der Desaminasen Cda und Dctd. Die Menge an mdU*™! im
CD-DKO ist deutlich geringer als im Wildtyp (siehe Abbildung 51C), entspricht aber einer beachtlichen

Menge von etwa 2,0x102 bezogen auf alle Nukleoside.
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mdU**! kénnte entweder aus einer Restaktivitit der 16slichen Nukleosid/-tid Pool Desaminasen
(CD-DKO besitzt noch Aktivitdt der Desaminasen) oder durch eine Desaminierung von mdC**? auf
genomischer Ebene entstehen. Neben dem Desaminierungsprodukt mdU*?, aus dU*'! + CHs-SAM,
konnte im Wildtyp zusétzlich m**dU mit einem Anteil von 0,04 % detektiert werden. Dies entspricht im
Wildtyp einer Menge von 0,6x10* m**dU bezogen auf alle Nukleoside (Abbildung 51D). Dagegen liegt
die Menge an m*dU in den CD-DKO mESCs unter dem Limit of Detection (LOD). Diese Verbindung kann
nur durch Desaminierung von m**dC entstehen, welches durch Ubertragung der Methyl-Gruppe von
13CD;-SAM auf natirliches dC in die DNA gelangt. Als Entstehungswege kommen folgende
Moglichkeiten in Frage (siehe auch Abbildung 50, griin): a)Desaminaseaktivitit der
Aid/Apobec-Familie auf genomischer DNA-Ebene und Entfernung der entstandenen mdU:dG
Fehlpaarung durch die DNA-Reparatur sowie Re-Inkorporation als dT im Zuge der DNA-Synthese.
b) Entfernung von mdC durch DNA-Reparatur und Desaminierung im |6slichen Nukleosid/-tid Pool
sowie Re-Inkorporation durch die DNA-Synthese als dT gegenliber dA. DNA-Reparaturprozesse, wie
die long-patch Basenexzisionsreparatur oder die Mismatch-Reparatur riicken daher als mogliche
Entstehungswege von m**dU aus m**dC in den Fokus und erscheinen wahrscheinlicher als eine
genomische Desaminierung. Weiterhin gibt dieses Experiment keinen Hinweis auf die Entstehung von

m*4dC aus m**dU durch eine Desaminierung im Genom.

Beteiligung der DNA-Reparatur an der Umwandlung von mdC zu mdU

Zundchst sollte die Involvierung der Basenexzisionsreparatur an der oxidationsunabhdngigen
Entfernung von mdC betrachtet werden. Die DNA-Glykosylasen Tdg und Mbd4 entfernen
fehlgepaartes dT (bzw. mdU) gegeniiber dG und wurden bereits mit der Entfernung von genomischem
mdC, durch ein Zusammenspiel aus Desaminierung und BER, in Verbindung gebracht.[**% 2281 3% Ejne
bevorzugte Glykosylaseaktivitat von Mbd4 fiir TpG-Stellen im symmetrischen mCpG-Kontext wurde
ebenfalls beobachtet.?!! Erste Experimente in Tdg” bzw. Mbd47- mESCs zeigten bereits einen Einfluss
auf die genomischen m*dU Level.l?*> 3% Eine orthogonale Aktivitit der beiden Glykosylasen wurde
daher vermutet. Um einen stirkeren Effekt auf die m**dU Level zu erzielen, wurde unter Zuhilfenahme
des CRISPR-Cas9 Systems eine Doppelknockout-mESC Linie generiert (beschrieben in
Abschnitt 3.3.1.5). Zunachst wurden die oxidierten Cytidin-Spezies der einzelnen Knockouts und der
erhaltenen Doppelknockout-Linie massenspektrometrisch analysiert. Das Quantifizierungsergebnis
zeigt einen geringeren fdC bzw. cadC Wert im Mbd4” verglichen mit der Tdg*" Linie. Dieser
Unterschied konnte auf die verschiedenen genetischen Hintergriinde der beiden Zelllinien
zurlickzufiihren sein. Im Doppelknockout ist dagegen ein geringer Anstieg der fdC und cadC-Werte

verglichen mit der Tdg” Zelllinie (siehe Abbildung 52A) zu beobachten.
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In vitro Experimente zeigten bereits eine geringe Glykosylaseaktivitit von Mbd4 gegeniiber fdC.!*63!
Weitere biologische Proben waren notwendig, um eine konkretere Aussage Uber die Beteiligung von

Mbd4 an der Entfernung dieser oxidierten dC-Spezies treffen zu kénnen.
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Abbildung 52: Einfluss der BER auf die mdC Reparatur. A) Quantifizierungsergebnisse der natiirlichen héher
oxidierten Cytidin-Spezies. B) Absolute Quantifizierungsergebnisse der m**dU-Verbindungen im Doppelknockout
im Vergleich zu den Einzelknockouts der BER-Glykosylasen. Dargestellt sind die Ergebnisse einer biologischen
Probe gemessen als technisches Triplikat. C) Ergebnisse der absoluten Quantifizierung von m**dU in der mittels
CRISPR-Cas9 hergestellten Tdg”" Zelllinie und der katalytischen Mutante. Dargestellt sind die Ergebnisse eines

biologischen Duplikats gemessen als technisches Triplikat nach Normierung auf dT*2,

Als nichstes wurden die Einzel- und Doppelknockout-mESCs in Medium mit 3CDs-L-Methionin
kultiviert und die Akkumulation der m**dU Spezies massenspektrometrisch untersucht. Beim Vergleich
der Tdg*" mit den Einzelknockouts Tdg”" sowie Mbd4”- konnte eine Abnahme von m**dU festgestellt
werden (Abbildung 52B). Im Doppelknockout ist der m**dU-Wert nochmals reduziert, was vermuten
Iasst, dass beide Glykosylasen an der Entfernung des markierten mdU beteiligt sind. Aus diesen Daten
geht hervor, dass vermutlich beide Glykosylasen, Tdg und Mbd4, an der Entfernung des
Desaminierungsproduktes beteiligt sind.

In einem weiteren Experiment wurden die Level an m**dU in einer unabhingigen Tdg”, einer
katalytisch inaktiven Tdg-Mutante sowie dem korrespondierenden Tdg** Wildtyp ebenfalls
untersucht. Die Generierung dieser Zelllinie ist in Abschnitt 3.2.3.5 beschrieben. In unabhangigen
Experimenten wurden geringe Unterschiede in der Geschwindigkeit der DNA-Synthese zwischen
Wildtyp und Knockout-Linie festgestellt. Zur besseren Vergleichbarkeit der m**dU-Level wurde dem
Kulturmedium daher neben 3CDs-L-Methionin markiertes 3C3o°N,-dT (dT*'?) beigefiigt. Die
erhaltenen m**dU-Werte wurden schlieBlich auf das ebenso inkorporierte dT*2 normiert und sind in

Abbildung 52C dargestellt.
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Nach Normierung konnte kein Unterschied an m*™dU zwischen Wildtyp und Knockout bzw.
katalytischer Mutante festgestellt werden, was gegen eine Beteiligung von Tdg an der Generierung
von m**dU spricht. Um auszuschlieRen, dass der beobachtete Effekt der Doppelknockout-Linie aus
Abbildung 52B aus einer unterschiedlichen DNA-Syntheserate resultiert, sollte dieses Experiment

wiederholt und ebenfalls auf dT**2 normiert werden.

Beteiligung der Mismatch-Reparatur an der Umwandlung von mdC zu mdU

Zundchst sollte untersucht werden inwieweit das Mismatch-Reparaturprotein Mlhl zur globalen
Anderung der m**dC-Level beitréagt. Hierfiir wurde eine Mlh1 Knockout-Linie mit Hilfe des CRISPR-Cas9
Systems generiert (beschrieben in Abschnitt 3.3.1.5). Die generierte Zelllinie wurde als néchstes
massenspektrometrisch untersucht. Die Quantifizierung der natirlichen dC-Modifikationen ergab
einen Anstieg der hmdC, fdC und cadC Werte trotz eines geringen Abfalls von mdC im MI/h1”. Die

Quantifizierungsergebnisse sind in Abbildung 53A dargestellt.
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Abbildung 53: Einfluss der Mismatch-Reparatur auf die Reparatur von mdC. A) Quantifizierungsergebnisse der
natiirlichen héher oxidierten Cytidin-Spezies. B) Absolute Quantifizierungsergebnisse der m**dU-Verbindung in
MIh1 Knockout und Wildtyp Zellen. Dargestellt sind die Ergebnisse einer biologischen Probe gemessen als

technisches Triplikat.

Dies spricht fiir eine potentielle Beteiligung der Mismatch-Reparatur (MMR) an der Entfernung der
oxidierten mdC-Derivate. Weiterhin wurde dieselbe Beobachtung bereits im Falle der Aid”’- mESCs
gemacht. In der Literatur ist eine Beteiligung von Aid an der MMR ebenfalls bekannt.?*Yl Die Abnahme
der mdC-Level konnte in beiden Fallen auch durch eine fehlgeschlagene Remethylierung erklart
werden. Nach dieser Theorie wiirde es zu einer Akkumulation der Intermediate hmdC, fdC und cadC
kommen, die ohne Aid oder Mlh1 nicht weiter zu dC demodifiziert werden kdnnen. Ohne dC ware kein

Substrat fiir eine potentielle Remethylierung vorhanden.
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Als nachstes wurden die Zellen mit isotopenmarkiertem Methionin unter Priming-Bedingungen
kultiviert. Nach Analyse der genomischen DNA konnte eine Reduktion der m*dU-Level beobachtet
werden (siehe Abbildung 53B). Im Vergleich zum Wildtyp ist eine Abnahme um etwa 50% im
MIlh1-Knockout zu sehen. Da die MMR bis zu 2 kb umfassen kann, ist diese beachtliche Reduktion
durchaus erklarbar. Dieser Befund passt ebenfalls zur Entfernung mehrerer markierter mdC-Stellen
aus dem Genom. Nach Prozessierung durch die MMR gelangen die Nukleotide in den I6slichen Pool,
werden dort desaminiert und als mdU bzw. dT gepaart mit dA wieder inkorporiert. Im Falle des
Knockouts ist dies nicht moglich und die Menge an markiertem mduU sinkt. Auch in Knockout-Zellen
eines weiteren wichtigen MMR-Proteins, MutS protein homolog 2 (Msh2), konnte ein dhnlicher Trend
beobachtet werden.%! Die Daten passen zu der Annahme, dass ein enzymatischer Prozess DNA-
Lasionen erzeugt und so ein Reparaturprozess aktiviert wird, welcher sich (iber mehrere benachbarte
mdC-enthaltende Bereiche erstreckt. Ein dhnliches Modell wurde bereits fir die Immunoglobulin Class-
Switch Recombination beschrieben. Die direkte Desaminierung von dC durch Aid rekrutiert dabei DNA-
Reparaturprozesse, wie die long-patch BER oder die nicht-kanonische MMR, zur Reparatur des

Doppelstranges.31% 313!

3.3.1.3 Zusammenfassung

Die erhaltenen Ergebnisse deuten auf eine aktive Demethylierung von genomischem mdC in primed
murinen Stammzellen hin. Das Pulse-Chase Experiment zeigt eine Abnahme von genomischem mdC,
die nicht durch eine passive Verdiinnung begriindet werden kann. Gleichzeitig wird ein Anstieg des
mdC Desaminierungsprodukts mdU wahrend des Primings der mESCs beobachtet. Die hoher
oxidierten dC-Derivate bleiben dabei langer in der genomischen DNA bestehen. Eine direkte
genomische Desaminierung konnte nicht beobachtet werden. Der Doppelknockout der Desaminasen
Cda und Dctd bestatigt weiterhin, dass das markierte mdU grofRtenteils durch Desaminierung von mdC
im |8slichen Nukleosid/-tid Pool entsteht. Hinweise auf eine Beteiligung der DNA-Reparaturprozesse
MMR und BER konnten ebenso erhalten werden. Die Knockout-mESCs der einzelnen Glykosylasen
zeigen unter primed Kulturbedingungen einen Einfluss auf die Bildung Desaminierungsprodukt mdu.
Zur Klarung der Fragestellung ob das markierte mdU aktiv gesteuert oder eher zufallig in das Genom

der Stammezellen gelangt, bedarf es weiterer Untersuchungen.

Teile dieses Kapitels wurden bereits im Preprint-Journal BioRxiv (Spada et al., 846584) veroffentlicht.
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3.3.1.4 Zusammenfassung der Projektbeitrage

Die Generierung aller Knockout mESC-Linien wurde von mir geplant und durchgefiihrt. Die
Verifizierung wurde ebenfalls von mir vorgenommen. Die Planung und Ausfiihrung der
Zellkulturexperimente wurden von Dr. Fabio Spada und mir durchgefiihrt. Die Isolation der
DANN-Proben wurde von mir in Zusammenarbeit mit Luis de la Osa de la Rosa unternommen. Der
enzymatische Verdau, die Messung und die Auswertung der Daten wurden von Dr. Olesea Kosmatchev,
Dr. Jessica Steinbacher oder Sarah Schiffers vorgenommen. Alle Daten wurden von Dr. Fabio Spada,
Sarah Schiffers und mir gemeinsam interpretiert. Dr. Fabio Spada, Yinggian Zhang und

Dr. Sarah Schiffers fihren das Projekt fort.
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3.3.1.5 Appendix: Generierung und Verifizierung der Knockout-Linien

Cda und Dctd Doppelknockout mES-Zelllinie

Cda tritt in der Zelle als Homotetramer (Monomer 16 kDa) auf und katalysiert die hydrolytische
Desaminierung von Cytidin bzw. Desoxycytidin-Nukleosiden zu den jeweiligen Uridin-Derivaten.?°*

Dctd hingegen ist 20kDa groR und katalysiert die Reaktion von Cytidin- bzw.

Desoxycytidinmonophosphat zum Uridinmonophosphat.*** Diese Enzyme sind Schliisselenzyme des
Pyrimidin-Nukleosid/-tid Salvage Pathways und arbeiten im |6slichen Nukleosid/-tid Pool der Zelle. Es
wurde aber auch eine Lokalisation im Kern beobachtet.?* Die Cda und Dctd Doppelknockout
mES-Zelllinie wurde durch Kotransfektion zweier guide RNA (gRNA) und Cas9 bewerkstelligt. Die
Endonuklease Cas9 erzeugt, gefiihrt durch die gRNA, einen Doppelstrangbruch im ersten Exon im Falle

von Cda und im vierten Exon im Falle von Dctd (siehe Abbildung 54A).

A Cda Dctd
T L i i - - — R
- -
NLS katalytische Doméne NLS katalytische Doméane
X  —
N-C ]-C N-CTH 1| 1| I -¢
A CAE PCXXC 146 aa HAE Apcxxc 184 aa
Genomsequenz: Proteinsequenz:
A\
Wildtyp _Cda ...GGACAGCAGCAGCCGCTGGACGTGCTCGGGCTCCA... MAQERPSCAVEPEHVQRLLLSSREAKKSAYC...
CD-DKO Klon 03_Cda  ...GGACAGCAGCAGCCGCCCGGTTC-CTCGGGCTCCA... MAQERPSCAVEPEEPGGCCCPLVRPRSQPT...
CD-DKO Klon 40_Cda  ...GGACAGCAGCAGCCGCTGGACG--CTCGGGCTCCA... MAQERPSCAVEPERPAAAAVLS*GQEVSLL...
CD-DKO Klon 41_Cda  ...GGACAGCAGCAGCCGCT---=-==-=--~-~ GGGCTCCA... MAQERPSCAVEPSGCCCPLVRPRSQPTAPT...
_ v
Wildtyp_Dctd ...AGCACATTCGTTACACGGGAA-CAAGGCGACGTAC...  ...MNKNSADVKGCSMYVALFPCNECAKLIIQ...
CD-DKO Klon 03_Dctd  ...AGCACATTCGTTACACGGG----~---~ CGACGTAC...  ...MNKNSADVKGCSMYVAFPV*RMC*THH...
CD-DKO Klon 03_Dctd  ...AGCACATTCGTTACACGGGAA- - -AGGCGACGTAC...  ...MNKNSADVKGCSMYVARVTNVLNSSSRQV*...
CD-DKO Klon 40_Dctd  ...AGCACA-----=--===--u-m- AAGGCGACGTAC...  ...MNKNSADVKGCSMYVAFVLNSSSRQV*K...
CD-DKO Klon 40_Dctd  ...AGCACATTCGTTACACGGGAA- - -AGGCGACGTAC...  ..MNKNSADVKGCSMYVAFPV*RMC*THH...
CD-DKO Klon 41_Dctd  ...AGCACATTCGTTACACGGGAAACAAGGCGACGTAC...  ...MNKNSADVKGCSMYVAFPV*RMC*THH...
CD-DKO Klon 41_Dctd  ...AGCACATTCGTTACACGGGAA- - -AGGCGACGTAC...  ..MNKNSADVKGCSMYVALFPV*RMC*TH...
CD-DKO Klone CD-DKO Klone
Pt wt —————
3 40 41 3 40 41

»— —
-

Abbildung 54: Strategie und Verifizierung der Cda-Dctd Doppelknockout Zelllinie. A) Schema des Genabschnitts

<— kreuzreaktive Bande

() w .4 <— Dctd (20 kDa)

mit kodierenden (blau) und nichtkodierenden Exons (hellblau), sowie der Bindestelle der gRNA (griin). Das
Amplifikationsprodukt der RT-PCR ist in orange abgebildet. Darstellung des jeweiligen Proteins mit wichtigen
Doménen und der CRISPR-Position (griin).[?%* 3% B) Sequenzierungsergebnisse und eingefiihrte Mutationen im
CD-DKO (Cda, Dctd-Doppelknockout). Vorhergesagte Proteinsequenz resultierend aus den
Sequenzierungsergebnissen. C) Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR) zur Untersuchung der Expression der Cda

mMRNA. D) Western Blot zur Verifizierung des Dctd-Knockouts.

117



3 Ergebnisse und Publikationen

Durch die Mutationen wird das Leseraster verschoben und es entsteht ein friihzeitiges Stoppcodon.
Die CRISPR-Targeting-Stelle liegt in beiden Fallen 5 von der Region, die fiir das katalytische Zentrum
kodiert und sollte zu keinem funktionalen Protein fiihren (siehe Abbildung 54B). Das zelleigene
Reparatursystem fiihrt Insertionen und Deletionen an der Stelle des Strangbruchs ein. Diese wurden
durch Sequenzierung des Ziellokus verifiziert. Es konnten drei klonale Zelllinien identifiziert werden
(siehe Abbildung 54C). Die Sequenzierung zeigt im Falle des Cda-Genabschnitts in allen drei klonalen
Zelllinien eine homozygote Mutation (Abbildung 54C). Fir Dctd konnten zwei unterschiedliche
Mutationen auf den beiden Allelen pro Zellklon festgestellt werden (siehe Abbildung 54C). Bei
Betrachtung der Proteinsequenz wird deutlich, dass alle Mutationen zu einem verfriihten Stoppcodon
und so zum Knockout des Zielproteins fiihren sollten (Abbildung 54D). Zur Uberpriifung des Knockouts
des Zielproteins Cda wurde eine Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) durchgefiihrt. Diese amplifiziert
die mRNA des Zielgens. Im Falle eines verfriihten Stoppcodons wird die mRNA durch den Nonsense
Mediated Decay Pathway abgebaut. Die RT-PCR zeigt die durch Amplifikation erwartete Bande im
Wildtyp und im Klon 40 (siehe Abbildung 54E). Die Klone 3 und 41 scheinen keine mRNA fiir Cda und
somit kein Protein aufzuweisen. Ob in Klon 40 tatsachlich das Protein vorhanden ist oder nicht bleibt
fraglich. Der Western Blot zur Detektion des Dctd-Proteins zeigt eine schwache Bande in allen
Doppelknockout Zelllinien (Abbildung 54F). Dies kdnnte auf eine reduzierte Expression des Dctd
Proteins hinweisen oder eine kreuzreaktive Bande sein. Eine Restaktivitat von Dctd im CD-DKO (Cda,

Dctd-Doppelknockout) kann daher nicht ausgeschlossen werden.

Tdg und Mbd4 Doppelknockout mES-Zelllinie

Als Parentallinie wurde eine Tdg”" mESC-Linie genutzt und darin Mbd4 ausgeschaltet. Unter
Zuhilfenahme einer Reparaturvorlage sollte gezielt ein Stoppcodon zur Ausschaltung des Proteins im
ersten Exon eingefiihrt werden. Die verwendete Strategie nutzt die Cas9-Endonuklease zusammen mit
zwei gRNA und die Vorlage. Die Reparaturvorlage enthalt ein vorzeitiges Stoppcodon und fihrt
gleichzeitig eine Restriktionsschnittstelle zur Genotypisierung ein. Nach Doppelstrangbruch durch Cas9
erfolgt die Einbringung des Templats durch Homology Directed Repair (HDR). Nach Limiting Dilution
wurden die klonalen Zelllinien genotypisiert. Hierzu wurde der mutierte Abschnitt durch PCR
amplifiziert und einem Restriktionsverdau unterzogen. Das Bandenmuster wurde mit Hilfe einer
Polyacrylamid-gelelektrophorese (PAGE) untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 55A dargestellt.
Die Kontrolle (Mbd4*/*) enthilt einen nicht mutierten Genabschnitt. Die PCR-Amplifikation ergab eine
Bande bei 499 bp, wohingegen nach Pst/-Verdau (verd.) zwei Banden (123 und 376 bp) zu sehen sind.
Dies ist zu erwarten, da der Lokus bereits eine Pstl-Restriktionsschnittstelle enthalt. Im positiven Klon
hingegen sind drei Banden zu erkennen, da hier eine zusatzliche Pstl-Restriktionsschnittstelle

eingefiihrt wurde. Es kommt daher zu Banden von 68, 123 und 308 bp.
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Die Bande bei 499 bp ist in diesem Zellklon nicht mehr zu sehen, was fiir einen vollstandigen Verdau

spricht. Eine schwache Bande bei 376 bp ist zu erkennen und kénnte auf ein nicht-mutiertes Allel

hindeuten.
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Genomsequenz v -
Tdg-/-_Mbd4+/+ ... ATGGAGAGCCCAAACCTTGGGGACAACAGAGTCCGTGGAGAGAGCCTAGTTCCAGACCCGCCTTGGG...
Tdg-/-_Mbd4-/- ...ATGGAGAGCCCAAACCTTGGGGACAACAGAGTCCTGCAGAGAGCCTAGTTCCAGACCCGCCTTGGG...

Proteinsequenz

Tdg-/-_Mbd4+/+ ...MESPNLGDNRVRGESLVPDPPWDRCKEDI...
Tde-/- Mbd4-/- ...MESPNLGDNRVLQRA*FQTRLGIAARKILLL...

Abbildung 55: Generierung und Verifizierung des Tdg”- Mbd4”/- Doppelknockouts. A) Natives Polyacrylamidgel
nach Restriktionsverdau des Doppelknockouts und der korrespondierenden parentalen Zelllinie, sowohl vor
(ctrl.) und nach (verd.) Verdau. B) RT-qPCR zur Uberpriifung der Expression des Mbd4-Gens.
C) Sequenzierungsergebnisse des modifizierten Genabschnitts mit resultierender Proteinsequenz und der

Alterierung (grin).

Zur Verifizierung der Knockout-Linie wurde daher die Menge des mRNA-Transkripts mittels RT-gPCR
untersucht. Die Bindestellen der Primer wurden zu diesem Zweck fir die letzten Exons entworfen, da
von hier aus auch der Abbau stattfinden sollte. Die Ergebnisse der RT-gPCR sind in Abbildung 55B
aufgezeigt. Als Housekeeping-Gen wurde Gapdh verwendet. Neben der parentalen Tdg”" wurde auch
eine bereits etablierte Mbd47- mESC-Linie als Positivkontrolle untersucht. Diese wurde durch Gene-
Targeting in Stammzellen der Linie E14-Tg2a generiert.**®! Eine Abnahme der Genexpressionslevel des
Mbd4-Transkripts wird in Mbd4”- und den Tdg”" Mbd4”- mESCs beobachtet. Die Reduktion des Mbd4-
Genexpressionslevels deutet darauf hin, dass mindestens ein Allel des putativen Doppelknockouts
mutiert wurde. Ob es sich jedoch bei der generierten Zelllinie um einen tatsachlichen Doppelknockout
handelt, erfordert weitere Evaluierung. Die Sequenzierungsergebnisse zeigen die Einflihrung der
Mutation auf beiden Allelen. Durch Sanger-Sequenzierung konnte nur die Sequenz der eingefiihrten
Reparaturvorlage beobachtet werden. Die daraus resultierende Proteinsequenz zeigt ein vorzeitiges
Stoppcodon und eine Alterierung der Aminosauresequenz (siehe Abbildung 55C). Zur vollstandigen
Verifizierung der Doppelknockout-Linie sollte jedoch ein Western Blot zur Untersuchung der
Proteinexpression durchgefiihrt werden. Erste Versuche hierzu schlugen fehl. Die genutzten
Antikérper ergaben neben kreuzreaktiven Banden auch eine Bande in der bereits etablierten Mbd4”"

Zelllinie.
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Knockout von Mlh1 in mES-Zellen

Zunachst wurden zwei gRNA entworfen mit dem Ziel, das Exon1 des Gens zu mutieren. Durch die Cas9
Nickase (Cas9n) werden Einzelstrangbriiche erzeugt und das Reparaturtemplat durch HDR eingebaut.
Da Einzelstrangbriiche im Zuge der BER repariert werden, sollten auf diese Weise off-target
Mutationen minimiert werden. Das Templat soll eine Restriktionsschnittstelle sowie Punktmutationen
in den Ziellokus einfliihren. Die Verschiebung des Leserasters fihrt zu vier Stoppcodons, wodurch kein
funktionales Protein mehr entstehen kann. Nach Transfektion und Limiting Dilution wurde eine
Genotypisierung der Zellklone unternommen. Mittels PCR wurde der Ziellokus amplifiziert und im
Anschluss einem Restriktionsverdau unterzogen. Der Verdau wurde mit einem PAGE-Gel analysiert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 56B dargestellt.

A R Q}b‘ Q& B
I E L S
SAANFC NN N o
\M NN o
OF @ N &
. i ‘g -—— < MIh1 85 kDa]
— H H <540 bp Se—WWMgay < kreuzreakt.Bande
u = <274 bp
<264 bp
C
Genomsequenz

Mlh1+/+ ...CCAATATGGCGTTTGTAGCAGGAGTTATTCGGCGTCTGGACGAGACGGTAGTGAACCGCATAGCGG...
Mlh1-/- ...CCAATATGGCGTTTGTAGCAGGAGTTATCGGCGTCTAGACGAGACGGTAGTGAACCGCATAGCGG...

Proteinsequenz

MIh1+/+ ...MAFVAGVIRRLDETVVNRIAAGEVIQRPA...
Mlh1-/- ...MAFVAGVIGV*TRR**TA*RRGKSFSGR...

Abbildung 56: Generierung und Verifizierung der MIh17~ mESCs. A) Natives Polyacrylamidgel nach
Restriktionsverdau des Knockouts und der korrespondierenden parentalen Zelllinie, sowohl vor (ctrl.) als auch
nach (verd.) Verdau. B) Western Blot zum Nachweis des Knockouts. C)Sequenzierungsergebnisse des

modifizierten Genabschnitts mit resultierender Proteinsequenz und der Alterierung (griin).

Die Kontrolle zeigt eine PCR-Bande von 540 bp. Nach erfolgreicher Einbringung des Reparaturtemplats
ist eine Restriktionsschnittstelle vorhanden, die nach Verdau zu Banden von 264 und 274 bp fiihrt. Dies
konnte fur den Knockout-Klon beobachtet werden. Als Kontrolle wurde ein negativer Klon ebenfalls
amplifiziert und einem Restriktionsverdau unterzogen. Dieser zeigt keine Fragmente. Auch die
Entstehung des Proteins wurde anhand eines Western Blots untersucht und zeigt im Knockout kein
Protein (Abbildung 56B). In Abbildung 56C sind die Sequenzierungsergebnisse des Ziellokus
dargestellt. Die eingefiihrten Punktmutationen sind markiert und die Genomsequenz wurde in die
entstehende Proteinsequenz translatiert. Die vier Stoppcodons sind ebenfalls dargestellt und zeigen,
dass kein funktionales Protein mehr entstehen kann. Die MI/h17- mESC-Linie konnte erfolgreich

hergestellt werden.
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4 Material und Methoden der unveroffentlichten Arbeiten

4.1 Material und Methoden zu Abschnitt 3.1.2

4.1.1 Zelllinien

Die verwendeten J1-mESCs (murine Embryonic Stem Cells) entstammen der Zelllinie 129/Sv.B*”! Diese
Zellen stammen von Kerry Tucker (Universitat Heidelberg). Die Dnmt-TKO mESCs wurden von Masaki
Okano (RIKEN Center for Developmental Biology) bereitgestellt.'*? Sowohl der Wildtyp E14Tg2a als
auch die Tet-TKO mESCs wurden von YiZhang (Harvard Stem Cell Institute) bezogen.?>® 318 Dje
iNGN-Zellen wurden von Stylianos Michalakis (LMU) zur Verfiigung gestellt.?*" Die Zelllinien Tdg* und

Tdg”" wurden von Primo Schdr (Universitat Basel) bereitgestellt.

4.1.2 Isotopenmarkierungsexperimente
DzlSNz-dCZ

Zur Generierung von Epiblast-like Zellen wurden die murinen Stammzellen der Wildtyp Linie J1 fir zwei
Passagen in serumfreiem 2i/LIF Medium kultiviert. Dieses Medium beinhaltet DMEM High Glucose
(Sigma-Aldrich), Hams F-12  (Sigma-Aldrich), Neurobasal Medium (Life Technologies),
2 mM L-Glutamin, 1x Penicillin-Streptomycin (100x, Sigma-Aldrich), 0.1 mM B-Mercaptoethanol,
0,5x NS21 (50x, Life Technologies) und 0,5x N2 (100x, hergestellt von Fabio Spada). Zur Kultur der
Zellen unter naiven Bedingungen wurden 1000 U/mL LIF (ORF Genetics), 3.0 uM GSK3 Inhibitor
CHIR99021 und 1.0 uM Mek Inhibitor PD0325901 (2i; Selleckchem) dem Medium zugesetzt. Fir das
Experiment wurden 3,0 x10* Zellen/cm? in einer mit Geltrex (1:1000 in 1:1 DMEM/Hams F-12 mit
1x Penicillin-Streptomycin; Thermo Fisher Scientific) beschichteten Kulturschale ausgesat. Die Zellen
wurden fir zwei Tage in serumfreiem 2i/LIF Medium, sowie mit 100 uM D,**N,-dC (hergestellt von

Dr. René Rahimoff) kultiviert.

Anschlieend wurde das Medium gewechselt und die Differenzierung zu EpilLCs durch Zugabe von
serumfreien Medium mit den Wachstumsfaktoren 12 ng/mL FGF-2, 20 ng/mL Activin A und 1%
Knockout Serum Replacement (KSR), sowie unter Zugabe von 100 uM D,**N,-dC gestartet.**' 252 Das
Basismedium der mESCs beinhaltet DMEM High Glucose (Sigma-Aldrich), 2 mM L-Glutamin,
1x Penicillin-Streptomycin (100x, Sigma-Aldrich), 0.1 mM B-Mercaptoethanol, 1x Non-essential Amino

Acid Solution (100x, Sigma-Aldrich).
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Die Stammzellen wurde auf mit Gelatine (Sigma-Aldrich) beschichteten Platten durch Zugabe von
1000 U/mL LIF (ORF Genetics), 3 uM CHIR99021 und 1 uM PD0325901 unter naiven 2i/LIF
Bedingungen kultiviert. Die Tdg*" und Tdg”" Zellen wurden zunichst unter 2i/LIF Bedingungen und

100 uM D,*N,-dC fiir drei Tage kultiviert.

Ein Teil der Zellen wurde zur Analyse geerntet (siehe Abschnitt 4.1.3). Der Ubrige Teil der Zellen wurde
unter CHIR/IWR1-Bedingungen (siehe Abschnitt 3.1.1) und 100 uM D,*N,-dC fir drei Tage weiter

geprimed.
D4-dCZ

Fir die Markierungsexperimente wurden die Zellen drei Tage unter 2i/LIF Bedingungen zusammen mit
200 UM  Dg4-dC (Tdg*”" und Tdg”?) bzw. 100 uM Ds;-dC (Dnmt-TKO, Tet-TKO, sowie der
korrespondierende Wildtyp) kultiviert. Zum dreitagigen Priming wurden die Zellen in Basismedium
zusammen mit 3 uM CHIR99021 und dem Wnt-Inhibitor IWR1-endo mit 2,5 uM (C/R-Bedingung)
kultiviert. Die markierten Nukleoside wurden in derselben Konzentration wie unter 2i/LIF Bedingungen

zugegeben.

13C5D1-dC und 13C5D1-FCZ

Die Tdg*” und Tdg”" Zellen wurden zunichst unter 2i/LIF Bedingungen und 200 uM *3CsD;-dC bzw.
50 uM *3CsD;-dC fiir drei Tage kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde geerntet (siehe Abschnitt 4.1.3). Der
Ubrige Teil der Zellen wurde unter C/R-Bedingungen mit 200 uM *CsD;-dC bzw. 50 uM 3CsD;-dC

ebenfalls fur drei Tage kultiviert.

Im Pulse-Chase Experiment wurden die Dnmt-TKO und Wildtyp Zellen fiir 36 h unter C/R Bedingungen
kultiviert. AnschlieBend wurde das Medium gewechselt und 100 uM *3CsD;-dC, sowie 5 puM
13C10"N,-dT fiir 12 h zugegeben. Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen zweimal mit PBS-Puffer
gewaschen und frisches C/R-Medium ohne die isotopenmarkierten Nukleoside zugegeben. Die
unmarkierten Kontrollen, sowie die Chase Kulturen wurden nach 0, 4, 8 und 12 h geerntet. Auf diese

selbe Weise wurde das Experiment mit den Tet-TKO Zellen durchgefiihrt.

Im Pulse-Chase Experiment wurden die Dnmt-TKO und Wildtyp Zellen fir 24 h unter C/R-Bedingungen
kultiviert. AnschlieRend wurde das Medium gewechselt und 200 uM *3CsD;-rC, sowie 5 pM 3C1o°N,-dT
fir 24 h zugegeben. Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und
frisches C/R Medium ohne die isotopenmarkierten Nukleoside zugegeben. Die unmarkierten
Kontrollen, sowie die Chase-Kulturen wurden nach 0, 4, 8 und 12 h geerntet. Auf dieselbe Weise wurde

das Experiment mit den Tet TKO Zellen durchgefiihrt.
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Die INGN-Zellen wurden auf Geltrex beschichteten Kulturschalen (1:1000) in E9-Medium kultiviert. Das
E7-Basismedium beinhaltet DMEM high glucose (Sigma), Hams F-12 (Sigma), 2 mM L-Alanyl-L-Glutamin
(200 mM, Sigma), 64 mg/L L-Ascorbinsdure-2-phosphat (Sigma), 1x Penicillin-Streptomycin (100x,
Sigma), 0,1 mM Nicotinamide, 77,6 nM Natriumselenit, 11,18 g/L NaCl. Vor Nutzung des Mediums

wurden 10 ug/mL humanes Holo-Transferrin und 20 pug/mL Insulin zugegeben.

Das E7-Medium wurde durch einen 0,2 uM Filter steril gemacht. Um das E9-Medium zu
vervollstindigen wurden die Wachstumsfaktoren hFGF-2 100 ng/mL und hTGF-R1 2 ng/mL zugegeben.
Im Pulse-Chase Experiment wurden die Zellen unter diesen Bedingungen fiir 24 h 140 uM 3CsD;-dC
und 0,5 uM 3C10"°N,-dT bzw. 50 uM CsD;-rC und 0,5 pM *3C10"°N,-dT kultiviert. AnschlieRend wurde
das Medium gewechselt und nukleosidfreies E7-Basismedium mit Zugabe von Doxycyclin 0,5 ug/mL
verwendet. Das Doxycyclin induziert die Bildung von Neurogenin 1 sowie 2, der Expressionskassette
und sorgt fir die Differenzierung der Zellen in die neuronale Linie. Zeitpunkte wurden vor Induktion

(0 h) und jeweils nach 24 h, 48 h und 72 h nach Induktion geerntet.

4.1.3 Isolation der genomischen DNA

Die genomische DNA wurde, wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben isoliert.

4.1.4 Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrische Analyse erfolgte, wie in den Dissertationen von Dr. Jessica Steinbacher

und Dr. Katharina Iwan beschrieben. 242 257]
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4.2 Material und Methoden zu Abschnitt 3.1.3

4.2.1 Verwendete Zelllinien

Die verwendeten R1-mESCs (embryonalen Stammzellen der Maus, murine Embryonic Stem Cells) als
auch die Sirt1” mESCs wurden von Michael W. McBurney (University of Ottawa) bereitgestellt. Die
Dnmt17 Zelllinie, sowie die Dnmt3a”" und Dnmt3b” mESCs wurden von En Li (Novartis Institutes for
Biomedical Research, Shanghai) zur Verfligung gestellt. Die verwendeten J1-mESCs (embryonalen
Stammzellen der Maus, murine Embryonic Stem Cells) entstammen der Zelllinie 129/Sv/lae. Die
verwendeten Kindlin3** Zellen wurden von Reinhard Fdssler zur Verfiigung gestellt.2*! Die
IB10-Zelllinie wurde von Hein te Riele (Netherlands Cancer Institute) bezogen und ist ein Subklon der
E14 Zelllinie entstammt dem genetischen Hintergrund 129/01a.2%! Die MIh1”- Stammzelllinie wurde
von mir hergestellt. Die Generierung mittels CRISPR-Cas9 wird in Abschnitt 3.3 beschrieben. Die

CHO-K1 Zelllinie wurde von ATCC (ATCC®CCL-61™) bezogen.

4.2.2 Kulturbedingungen der Sdugetierzellen

Die Kultur und Flitterung der mESCs erfolgte, wie in Abschnitt 3.1.1 und 3.3 beschrieben. Die CHO-K1
Zellen wurden in DMEM/F12 Medium kultiviert. Dieses beinhaltet fiir 100 mL des Mediums 44 mL
HAMs-F12 (N4888, Sigma), 44 mL DMEM (D6546, Sigma), 10 mL FBS (Heat Inactivated, Invitrogen),
1 mL L-Alanyl-L-Glutamin (finale Konzentration 2 mM, Sigma), 1 mL Penicillin-Streptomycin-Lésung

(1x, Sigma). Die adharenten Zellen wurden in einem Kulturgefal bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert.

4.2.3 Synchronisation der CHO-K1

CHO-K1 Zellen wurden 24 h in DMEM/F12 bis zu einer Konfluenz von 30 % kultiviert. AnschlieRend
wurde dem Kulturmedium 2 mM Thymidin fiir 16 h zugesetzt. Das Medium wurde erneuert und die
Zellen fiir 8 h weiter kultiviert. Der Thymidin-Block wurde erneut fiir 16 h durchgefiihrt. Die CHO-K1
wurden anschlieBend aus der Blockade befreit und 50 uM Cs**N,-5-fdC zugesetzt. Es wurden Kulturen

nach 0, 4 und 8 h geerntet.
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4.2.4 Durchflusszytometrische Analyse

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieRend mit TrypLExpress (Sigma) aus der Kulturschale
gelost. Erneut wurde zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen 3 min bei 300 xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 200 pL HSF-Lésung (0,1 % (v/v)
Triton-X-100; 0,1 % (w/v) Natriumcitrat; 50 ug/mL Propidiumiodid in PBS) resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde im Dunkeln bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Der DNA-Gehalt wurde mittels
Durchflusszytometrie (BD Biosciences, FACSCanto Il) vermessen. Die Daten wurden mit Hilfe der

Software FlowJo 887 analysiert.

4.2.5 Oligonukleotide

Die synthetischen Oligonukleotide (Tabelle 5) wurden von Ella Biotech oder Merck bezogen. Das

genutzte isotopenmarkierte ®N,-fdC ('C) Phosphoramidit wurde von Alexander Schén synthetisiert.
Tabelle 5: Genutzte Oligonukleotidsequenzen.

Bezeichnung Sequenz Verwendung
Top strand_fdC 5’-GAGAAGCTGGGACTTA'CGGCTGGAGAGTGC-3"  Sirtuin-Assay

Bottom strand_mdC 5’-GCACTCTCCAGC™CGTAAGTCCCAGCTTCTC-3"  Sirtuin-Assay
Bottom strand_dC 5’-GCACTCTCCAGCCGTAAGTCCCAGCTTCTC-3" Sirtuin-Assay

4.2.6 Isolation der genomischen DNA

Die genomische DNA der Zellen wurde, wie im Abschnitt 3.1.1 beschrieben, isoliert.

4.2.7 NAD+/NADH Detektionsassay

Zur Analyse der NAD*-Level wurden 1,0 x10° der mESCs des Experiments entnommen. Diese wurden
zweimal mit PBS gewaschen und in 50 uL PBS resuspendiert. Anschliefend wurde nach der
Herstelleranleitung des NAD*/NADH-Glo™ Assays der Firma Promega verfahren. Die Luciferase
Aktivitdat wurde an einem Tecan GENios Pro Microplate Reader in einer weien 96-Well Platte

visualisiert.
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4.2.8 Sirtuin-Aktivitdtassay

Der Assay zur Bestimmung der Aktivitdt des hSIRT1 (bereitgestellt von Prof. Dr. Dirk Schwarzer,
Universitdt Tlbingen) wurde nach dem Protokoll von Seidel et al. durchgefiihrt.®!) Als Testpeptid
wurde das acetylierte Substrat aus Seidel et al. in einer Konzentration von 50 uM mit 1 oder 5 uM des
hSIRT1 fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Das, nach Abspaltung der Acetylgruppe und Trypsin-Verdau,
erhaltene Fluoreszenzsignal wurde an einem Tecan GENios Pro Microplate Reader in einer schwarzen
96-Well Platte visualisiert. Zur Untersuchung der Aktivitdt des Sirtuins gegenilber eines fdC-
enthaltenden doppelstrangigen Oligonukleotids (Tabelle 5) wurden 1500 pmol des jeweiligen
Doppelstranges fiir 1 h oder Uber Nacht bei 37°C mit 1 bzw. 5uM hSIRT1 umgesetzt. Zur
nachfolgenden massenspektrometrischen Analyse wurde das Oligonukleotid unter Verwendung des
Oligo Clean & Concentrator Kits (Zymo Research) nach Herstellerangaben vorbereitet. Die Elution
erfolgte in 30 plL dd H,0. Die anschlielende massenspektrometrische Analyse wurde von Dr. Katharina

Iwan durchgefiihrt (siehe Abschnitt 4.2.9).

4.2.9 Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrische Analyse erfolgte, wie in der Dissertation Dr. Katharina Iwan beschrieben

oder nach Abschnitt 3.1.1.[65 249
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4.3 Material und Methoden zu Abschnitt 3.2.3

4.3.1 Medien und Puffer

Siehe hierzu Abschnitt 4.4.1 des nachfolgenden Kapitels.

4.3.2 Zellbiologische Experimente

Die verwendete murine embryonale Stammazelllinie J1 entstammt der Linie 129/Sv/Jae.’'”! Die
Smug1” Zelllinie wurde auf Basis der J1 mESC-Linie im Rahmen meiner Masterarbeit generiert.!?”!
Weiterhin wurden die Neil*’*, Neil1”-, Neil2”- und die Neil1,2-Doppelknockout mESC-Linien von Christof
Niehrs zur Verfiigung gestellt. Die verwendeten Kindlin3** Zellen wurden von Reinhard Féssler zur
Verfiigung gestellt.!>'®! Auf Basis der Kindlin3** mESCs wurden die Tdg”- und katalytische Mutante (CM)
Stammzelllinie von mir hergestellt. Alle verwendeten mESCs wurden, wie im Abschnitt 3.2.1 oder 3.1.1

beschrieben, kultiviert. Andernfalls wird auf eine abweichende Kulturbedingung hingewiesen.

Fir das Fiitterungsexperiment wurden die Wildtyp und Smugl”’- mESCs fiunf Tage unter Priming-
Bedingungen, bestehend aus Basalmedium und 1000 U/mL LIF, kultiviert. In den letzten 24 h des
Experiments wurde das Medium ausgetauscht und die entsprechende Menge an hmdU (0, 1 und 2 uM)
zugesetzt. Die Bestimmung der markierten fdU-Level wurde durch zweitdgige Kultivierung der Zellen
unter C/R-Bedingungen und gleichzeitiger Zugabe von 60 uM *Cs**N,-fdC erzielt. Zur Quantifizierung
der BER-Intermediate wurden die Neil-Knockout mESCs unter C/R-Bedingungen, wie in Abschnitt 3.1.1
beschrieben, fiir drei Tage unter Zugabe von 100 uM 3Cs™Ns-rC kultiviert. Zur Bestimmung der
nattrlichen Cytidin-Modifikationen wurden die Zellen fur finf Tage unter Serum/LIF-Bedingungen

kultiviert. Die Isolation der genomischen DNA wurde in Abschnitt 3.2.1 beschrieben.

Zur Bestimmung der globalen Level der héher oxidierten Cytidin-Spezies wurden die Kindl/in3** und
die erzeugten Tdg”" und Tdg™ mESCs fiir vier Tage unter Serum/LIF-Bedingungen kultiviert. Die

genomische DNA wurde nach dem Protokoll aus Abschnitt 3.1.1 isoliert.

4.3.3 Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrische Analyse erfolgte analog der Vorschrift aus Pfaffeneder et. al bzw.

Schiesser et. al oder wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben.[14% 230l
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4.3.4 Oligonukleotide

Die synthetischen Oligonukleotide (Tabelle 6) wurden von Merck oder IDT bezogen.
Tabelle 6: Genutzte Oligonukleotidsequenzen.

Bezeichnung Sequenz Verwendung
mTdg_KO gRNA FF  5"-CACCGTGCACCAGGTAGTTCTTACA-3’ guide RNA
mTdg_KO gRNAFR 5-AAACTGTAAGAACTACCTGGTGCAC-3’ guide RNA
mTdg_KO gRNARF 5°-CACCGTCCTGGACAGGAGCGTCTTC-3’ guide RNA
mTdg_KO gRNA RR 5-AAACGAAGACGCTCCTGTCCAGGAC-3’ guide RNA

mTdg_CM gRNAF  5°-CACCGTTCTAGATTGGCATTAACCC-3’ guide RNA
mTdg_CM gRNAR  5-AAACGGGTTAATGCCAATCTAGAAC-3’ guide RNA
Cas9(n) FWD 5°-ATGGACTATCATATGCTTACCGTAAC-3’ Sequenzierung
mTdg_KO FWD 5 -TTGTTCTTTCAGCTATTCTCTGGA-3’ PCR

mTdg_KO REV 5°-CCCACCCCCTGTTGTTCAC-3’ PCR

mTdg CM FWD 5°-ATTAGCCTTACTTGGCAGGGG-3’ PCR

mTdg CM REV 5°-ACTCCGCTATTACCAACGCT-3’ PCR

Tdg KO 5°-CCAGCAGTAGCTCCTAACATGGCAACCGT Reparaturvorlage

GACAGAACAGCAGGTGACTGTAATGACG
CTCCTGTCCAGGATCCTGCACCAGGTAGTT
CTTACATGATCTCCCTTGAATGTCTCCGCCT
CCAGCAGAGCAATCAGTGAACAC-3’

Tdg CM 5'-GTCTGAGTTTTTAAAAACAAAAGTGTTCA Reparaturvorlage
ATTACTTTGTTTTCTAGATTGGCATTGCCC
CAGGATTAATGGCTGCTTACAAAGGACAT
CACTACCCTGGGCCT-3’

4.3.5 Ligation des Expressionsvektors

Die Ligation des Expressionsvektors erfolgte wie in Abschnitt 4.4.5 des vorherigen Kapitels

beschrieben.

4.3.6 Transfektion

Die mESCs wurden wie im Abschnitt 3.3 beschrieben unter a2i/LIF-Bedingungen kultiviert. Zur
Transfektion wurden 6x10° Zellen in einer 6 Well Platte mit Lipofectamine2000 (Invitrogen) transfiziert.
Hierzu wurden 100 plL Opti-MEM (Sigma) mit 8 ulL Lipofectamin gemischt. Weiterhin wurden im Falle
der Tdg” Generierung 100 pL Opti-MEM mit 670 ng Cas9-Plasmid, 670 ng gRNA-F_Cas9n, 670 ng
gRNA-R_Cas9n, 100 ng GFP-Plasmid und 5 pulL Reparaturtemplat (10 uM) gemischt und zum
Lipofectamin-Mix gegeben.
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Fir die katalytische Mutante wurde nach gleichem Prinzip verfahren und 2000 ng gRNA-Cas9, 100 ng
GFP-Plasmid und 5 uL Reparaturtemplat (10 uM) verwendet. Die Gesamtmischung wurde 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Mix wurde in der Kulturschale vorgelegt und die Zellmischung
hinzugegeben. Das Kulturmedium enthielt auRerdem 1 uM des Inhibitors Scr7 (Sigma). Nach 24 h
Inkubation wurde das Medium erneuert und fiir 48 h Kulturmedium unter Zusatz von 0,5 pug/mL
Puromycin und Scr7 zugegeben. Nach der Selektion wurde eine Limiting Dilution zum Erhalt klonaler
Zellpopulationen durchgefiihrt. Nach etwa 1,5 Wochen wurden Replikaklone kultiviert und auf

Einbringung des Reparaturtemplats getestet.

4.3.7 Genotypisierung und Sequenzierung

Die Replikaklone wurden mittels QuickExtraction Puffer (Epicentre) nach Herstellerangaben lysiert.
Anschliefend wurde eine PCR zur Amplifikation des Ziellokus durchgefiihrt. Das PCR-Programm und

Pipettierschema sind in Tabelle 7 aufgezeigt.

Tabelle 7: Pipettierschema und Programm der PCR zur Genotypisierung der Zellklone.

Ausgangskonzentration Menge [uL] Programm

Zelllysat 200 ng X 95°C 5min
HotStar Taqg MM (Qiagen) - 10 95°C 30s
FWD Primer 10 uM 0,5 60°C 20s 34x
REV Primer 10 uM 0,5 72°C 10s
dd H,0 ad 20 72°C 10 min
4°C oo

Nach erfolgreicher Amplifikation wurde das PCR-Amplifikat zur Genotypisierung mit dem jeweiligen

Restriktionsenzym, wie in Tabelle 8 beschrieben, verdaut.

Tabelle 8: Pipettierschema und Programm des Restriktionsverdaus zur Detektion der mutierten Klone.

Ausgangskonzentration Menge [pL]

Amplifiziertes Produkt - 10
Cutsmart Puffer 10x 4
Enzym 10 uM 1

dd H,0 ad 40

Zur Uberpriifung der Einbringung des Tdg”" Reparaturtemplates wurde BamHI (NEB) verwendet und
fiir das Tdg® Reparaturtemplat Smal (NEB). Im Falle von Smal wurde fiir 1,5 h bei 25 °C inkubiert und
im Falle von BamHI wurde fiir 1,5h bei 37 °C inkubiert.
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Die Proben wurden anschlieRend auf ein natives 10 %-iges TBE-PAGE (0,75 mm, 10 Well) geladen. Das
Pipettierschema befindest sich in Tabelle 15. Hierzu wurden 25 pulL des Reaktionsansatzes mit
5x Ladepuffer geladen und die Elektrophorese fiir 1 h bei 90V durchgefiihrt. Zur Abschatzung der
BandengroRe wurden 4 plL des 100 bp Marker (NEB) verwendet. Als Laufpuffer wurde 0,5x TBE Puffer
verwendet. Zur Visualisierung wurde SybrGreenl/ (1:10000) in 0,5x TBE genutzt und das Gel darin fir
15 min inkubiert. Die Banden wurden an der Geldokumentationskammer Las 3000 (Fujifilm) sichtbar

gemacht. Alle Sequenzierungen wurden von Eurofins Genomics durchgefiihrt.

4.3.8 Western Blot

Zur Probenvorbereitung wurden 2,5x 10° mESCs fiir zwei Tage unter Serum/LIF-Bedingungen
(12 Well-Platte) kultiviert. Die Zellen wurden trypsiniert und zweimal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen in 90 uL RIPA Puffer (10 mM Tris pH 7,4; 0,5 mM EDTA; 1% Triton-X;
1 % Deoxycholate; 150 mM NacCl; 2,5 mM MgCl; 1 mM DTT; 1x Protease Inhibitor Tablette (Roche))
lysiert. Die Lysate wurden mit Ladepuffer (50 mM Tris pH 6,8; 2 % (w/v) SDS; 10 % (v/v) Glycerin; 0,2 %
(w/v) Bromphenolblau; 20% (v/v) B-Mercaptoethanol) kurz erhitzt. Die Proben (35 uL) wurden auf ein
10 %-iges Laemmli-Gel (1,5 mm; 10 well) geladen. Als Protein-Standard wurden 3 uL MagicMark XP
Standard (ThermoFisher; LC5603) und 4 ulL Blue Prestained Protein Standard, Broad Range
(11-250 kDa) (NEB, P7706) genutzt. Die Gelelektrophorese wurde bei 120 V fiir 30 min und 200 V fir
60 min in 1x SDS-Laufpuffer (25 mM Tris pH 8,9; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS) durchgefiihrt. Zum
Transfer wurde eine PVDF Membran (GE Healthcare) und vorgekiihlter Towbin-Puffer (25 mM Tris;
192 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol; 0,05 % (w/v) SDS) benutzt. Die Membran wurde 30s in

Methanol aktiviert.

Das Whatman Filterpapier (Sigma-Aldrich) und das Laemmli-Gel (siehe Tabelle 19) wurden nach der
Elektrophorese fur 15 min in Towbin-Puffer aquilibriert. Der Transfer (wet transfer) wurde bei 4°C und
23V lber Nacht durchgefiihrt. Nach dem Transfer wurde die PVDF Membran fir 1h bei
Raumtemperatur mittels 5% (w/v) Milchpulver in TBS-T (20mM Tris pH 7,4; 150 mM NacCl;
0,1 % (v/v) Tween-20) blockiert. Der primére Antikérper (Santa Cruz Biotechnology, Anti-Tdg (D-11),
sc-376652 (mouse anti human) bzw. Anti-Smugl (rabbit anti human; bereitgestellt von Geir Slupphaug)
wurde 1:200 bzw. 1:500 in 5 % (w/v) Milchpulver in TBS-T verdiinnt.*?* 322 Dje Blockier-Lésung wurde
abgenommen und der verdiinnte primare Antikorper bei 4 °C (iber Nacht inkubiert. Nach dieser
Inkubationszeit wurde die Antikdrper-Losung verworfen und die Membran dreimal fir jeweils 5 min
mit TBS-T gewaschen. Der HRP-konjugierte sekundare Antikorper (Sigma-Aldrich, A667 (goat anti
rabbit) oder der sekundare Antikorper (Sigma-Aldrich, A3682 (goat anti mouse) wurden 1:10000in 5 %

(w/v) Milchpulver in TBS-T verdiinnt und flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
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Im Anschluss wurde die Membran zweimal fir jeweils 5 min mit TBS-T gewaschen und zweimal fir
jeweils 5 min mit TBS. Das SuperSignal West Pico Chemilumineszenz Substrat (Thermo Scientific;

34077) wurde zur Detektion verwendet.
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4.4 Material und Methoden zu Abschnitt 3.3.1

4.4.1 Medien und Puffer

LB-Medium: Trypton 10 g, Hefeextrakt 5 g, Natriumchlorid 10 g; ad 1 L dH,0; Autoklavieren
LB-Agar: Zu einem Liter LB-Medium wird 15 g Agar gegeben und im Anschluss autoklaviert.
10x TBE Puffer: 0.89 M Tris-Base; 0.89 M Borsaure; 20 mM EDTA; pH 8,3

1x TBS Puffer: 20 mM Tris; 150 mM NaCl; pH 7,6; ad 1 L ddH,0

0,5 M Tris-HCl: 60,6 g Tris; pH 6,8; ad 1 L ddH,0

1,5 M Tris-HCl: 181,71 g Tris; pH 8,8; ad 1 L ddH,0

Gel-Puffer: 3 M Tris pH 8,45; 0,3 % SDS

Kathoden-Puffer: 0,1 M Tris; 0,1 M Tricin; 0,1 % SDS; pH 8,25 (pH nicht einstellen)
Anoden-Puffer: 0,2 M Tris pH 8,9

5x Nicht-Reduzierender Ladepuffer: 250 mM Tris pH 6,8; 10 % (w/v) SDS; 50 % (v/v) Glycerin; 0,1 %

(w/v) Bromphenolblau; 4x reduzierenden Ladepuffer: Zugabe von 20 % (v/v) B-Mercaptoethanol

1x RIPA Puffer: 10 mM Tris pH 7,4; 0,5 mM EDTA; 1% Triton-X; 1 % Deoxycholat; 150 mM NaCl;
2,5 mM MgCly; 1 mM DTT; 1x Protease Inhibitor Tablette (Roche)

1x Cell Lysis Puffer: 10 mM Tris pH 7,4; 1 mM EDTA; 1 % Triton-X; 100 mM NaCl; 1x Protease Inhibitor
Tablette (Roche)

1x SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris pH 8,9; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS

1x Towbin-Puffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin

4.4.2 Zelllinien

Die verwendete murine embryonale Stammzelllinie J1 entstammt der Linie 129/Sv/Jae.B*”) Die Dnmt-
TKO mESCs wurden von Masaki Okano (RIKEN Center for Developmental Biology) bereitgestellt.**? Die
Cda”” Dctd” Zelllinie wurde auf Basis der mESC-Linie J1 im Rahmen meiner Masterarbeit generiert.?*”
Die Mbd4”- mESCs wurden von Adrian Bird (Wellcome Centre for Cell Biology - Edinburgh) zur
Verfiigung gestellt.*® Weiterhin wurde die M/h17- mESC Linie auf Grundlage der IB10-mESCs (Subklon
der E14-mESCs) von mir im Rahmen der Doktorarbeit generiert.32% Die IB10-Linie wurde von Hein te
Riele (Netherlands Cancer Institute) zur Verfiigung gestellt. Die Tdg* und Tdg”" Zelllinie wurde von
Primo Schdr (Universitdt Basel) bezogen.?>* 2% Diese Tdg”" Zelllinie wurde als Parentallinie zur

Herstellung der Tdg”- Mbd4”7- mESC-Linie genutzt.

132



4 Material und Methoden der unveréffentlichten Arbeiten

Die verwendeten Kindlin3** Zellen wurden von Reinhard Féssler zur Verfiigung gestellt.?*! Die
Herstellung der verwendeten Tdg”" und Tdg®” mESCs wird in Abschnitt 3.2.3 beschrieben. Alle
verwendeten mESCs wurden, wie in den Abschnitten 3.2.1 und 3.1.1 beschrieben, entweder unter
naiven 2i/LIF oder a2i/LIF Bedingungen kultiviert. Fir die 2i-Bedingung wurde das beschriebene
Basalmedium mit 1000 U/mL LIF (ORF Genetics), 3 uM CHIR99021 und 1 uM PD0325901 (beide von
Axon Medchem) versetzt.?¥ Fiir die a2i-Bedingung wurde das Medium wie fiir die 2i-Bedingung
hergestellt aber mit dem SRC-Inhibitor CGP77675 (1,5 uM Axon Medchem) anstatt PD0325901 versetzt
1591 Zur Kultivierung der Zellen unter Serum/LIF Priming-Bedingungen wurden die beiden Inhibitoren
CHIR99021 und PD0325901 weggelassen. Das CHIR/IWR1 (C/R) Priming verwendet Basalmedium mit
3 uM CHIR99021 und 2,5 uM des Tankyrase-Inhibitors IWR1-endo.*®!

4.4.3 Zellbiologische Experimente

Zur Untersuchung der natiirlichen mdC und hmdC Modifikationen in Kindlin3*/* mESCs wurden die
Zellen fiir zwei Passagen unter naiven 2i/LIF oder a2i/LIF Bedingungen kultiviert. AnschlieBend wurden
die Zellen unter C/R oder Serum/LIF Priming-Bedingungen kultiviert und nach 24, 48 oder 72 h
geerntet. Zur Markierung der Zellen mit *3CDs-L-Methionin wurden die Zellen wie in Pfaffeneder et al.
beschrieben in Methionin-freiem Medium unter Zusatz von natlirlichem oder isotopenmarkiertem
Methionin kultiviert.**? Fiir das Pulse-Chase Experiment in Kindlin3/* mESCs wurden die Zellen fiir
funf Tage unter a2i/LIF oder fiir zwei Tage unter a2i/LIF und anschlieRend drei Tage unter C/R-
Bedingungen in Medium mit markiertem Methionin kultiviert. An Tag vier in a2i/LIF-Bedingungen
wurde zusatzlich 5 uM *3C10™°N,-dT zur Verfolgung der DNA-Synthese zugesetzt. Nach Passagieren der
Zellen am flinften Tag wurden alle zugesetzten markierten Nukleoside durch Wechsel des Mediums

entfernt und die Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten geerntet.

Fir die Verfolgung der markierten Verbindungen in Wildtyp und Cda” Dctd”- mESCs wurden die Zellen
fiir finf Tage unter C/R-Bedingungen mit 0,2 mM 3CDs-L-Methionin (Sigma-Aldrich) im Kulturmedium
und Zugabe von 100 uM *Co*>N3-dC sowie 7,5 uM *C10"°Ns-dG (beide bezogen von Silantes) kultiviert.

Zur Untersuchung der Anderung der mdC-Level in den BER und MMR Knockout mESCs wurden die
Zellen fur finf Tage in C/R Priming-Medium mit markiertem *CDs-L-Methionin kultiviert. Die Kulturen

wurden jeweils nach drei Tagen passagiert und fir weitere 48 h wachsen gelassen.
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Die synthetischen Oligonukleotide (Tabelle 9) wurden von Merck oder IDT bezogen.

Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotidsequenzen.

Bezeichnung Sequenz Verwendung
mMIh1_KO gRNA FF 5’-CACCGACGGTAGTGAACCGCATAG-3’ guide RNA
mMIh1_KO gRNA FR 5’-AAACCTATGCGGTTCACTACCGTC-3’ guide RNA
mMIh1_KO gRNA RF 5’-CACCGTCCTGCTACAAACGCCATAT-3’ guide RNA
mMIh1_KO gRNA RR 5"-AAACATATGGCGTTTGTAGCAGGAC-3’ guide RNA
mTdg_Mbd4_DKO gRNA FF 5-CACCGCCTAGTTCCAGACCCGCCTT-3’ guide RNA
mTdg_Mbd4_DKO gRNA FR  5-AAACAAGGCGGGTCTGGAACTAGGC-3’ guide RNA
mTdg_Mbd4_DKO gRNA RF  5-CACCGACTCTGTTGTCCCCAAGGTT-3’ guide RNA
mTdg_Mbd4_DKO gRNA RR 5°-AAACAACCTTGGGGACAACAGAGTC-3’ guide RNA
Cas9(n) FWD 5 -ATGGACTATCATATGCTTACCGTAAC-3’ Sequenzierung
mMIh1_KO FWD 5'-GAAGAGCGGACCGTGAACTT-3’ PCR
mMIh1l_KO REV 5’-CAAGTCGTGAGGACCTTCGG-3’ PCR
mMd4_KO FWD 5’-GGCATCTGTAGCTGAAGCGG-3’ PCR
mMd4_KO REV 5’-GTGCATCATTTTAGCCCGGA-3’ PCR
mMbd4_F 5’-TATGGCAACGACTCCTACCG-3’ gPCR
mMbd4_R 5’-CACCACAGGGCCCTTAGAAA-3’ gPCR
mCda_F 5’-AAGGCCATCTCCGAAGGGTA-3’ RT-PCR
mCda_R 5°-TCTTCAGGTCCAAACGAGGC-3’ RT-PCR
mGapdh_F 5’-CATGGCCTTCCGTGTTCCTA-3’ qPCREZ!
mGapdh_R 5 -CTTCACCACCTTCTTGATGTCATC-3’ qPCRE23
mMIh1_KO 5"-GAACTTGAGCGTGAGGAGCTCGAGTGATT Reparaturvorlage
GGCTGACTGGGAACTCGGGCGCCAATATGGCG
TTTGTAGCAGGAGTTATCGGCGTCTAGACGAGA
CGGTAGTGAACCGCATAGCGGCGGGGGAAGTC
ATTCAGCGGCCGGCCAATGCTATCAAAGAGATG
ATAGAA-3’
mMbd4_KO 5’-CTGGAGCTGCAGCTGCGCCCCAGTGGACCAAA Reparaturvorlage

GCAGCAGGGATGGAGAGCCCAAACCTTGGGGAC
AACAGAGTCCTGCAGAGAGCCTAGTTCCAGACCC
GCCTTGGGATCGCTGGCAAGTTATTAAACCTCTCT
CGGGCCTCAGAGGAGTCGCTCTT-3"

4.4.5 Ligation des Expressionsvektors

Zur Klonierung der gRNA in den jeweiligen pSpCas9(n)-2A-Puro Expressionsvektor (Addgene Plasmide

pSpCas9-2A-Puro PX 459 (Addgene Plasmid 48139) und pSpCas9n-2A-Puro PX 462 (Addgene

Plasmid 48141)) wurden die synthetisierten Oligonukleotide zunédchst am 5’-Ende phosphoryliert. Mit

Hilfe des Enzyms T4-Polynukleotidkinase (NEB), welche die y-Phosphatgruppe von ATP an das 5'-Ende

der DNA (ibertragt, lassen sich fehlende Phosphatgruppen anhangen.
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Gleichzeitig wird ein Temperaturgradient gefahren, um ein Annealing der Einzelstrange zu
gewdhrleisten. Tabelle 10 zeigt das verwendete Pipettierschema und Programm der

Phosphorylierungs- und Hybridisierungsreaktion.

Tabelle 10: Pipettierschema und Programm der Phosphorylierungs- und Annealing-Reaktion der gRNA Oligo-

nukleotide.
Ausgangskonzentration Menge [pL] Programm
gRNA (forward) 100 uM 1 37°C 10 min
gRNA (reverse) 100 uM 1 95 °C 5 min
T4 Ligase Puffer 10x 1 ramp down 5 °C/min
T4 PNK 10.000 U/mL 1 25°C 0
dd H,0 - 6

Die doppelstriangigen, phosphorylierten Oligonukleotide wurden 1:200 mit ddH,0 verdinnt (verd.)
und Uber die Bpil-Restriktionsstelle in den Cas9-Vektor kloniert. Der Vektor wurde zunachst an der
Restriktionsschnittstelle gedffnet und das doppelstrangige Oligonukleotid aufgrund ungleicher Enden
direktional mittels Ligase in den Vektor kloniert. Pipettierschema und Programm der Reaktion sind in

Tabelle 11 abgebildet.

Tabelle 11: Pipettierschema und Programm des Restriktionsverdaus mit Bpil (Thermo Scientific) und Ligation der

gRNA in den Vektor.

Ausgangskonzentration Menge [pL] Programm
pSpCas9(n)-2A-Puro 100 ng/pL 1 37°C 5min € ] o
verd. Oligo-Duplex 2 21°C 5min ——
Tango Puffer 10x 2 |
DTT 10 mM 1
ATP 10 mM 1
Bpil 5000 U/mL 1
T4 Ligase 400.000 U/mL 1
ddH,0 11
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AnschlieBend wurde der ligierte Vektor mit der PlasmidSafe Exonuklease (Epicentre) verdaut. In

Tabelle 12 sind das verwendete Pipettierschema und Programm gezeigt.

Tabelle 12: Pipettierschema und Programm der Behandlung des Ligationsansatzes mit Exonuklease.

Ausgangskonzentration Menge [pl] Programm
Ligationsreaktion 11 37°C 10 min
PlasmidSafe Puffer 10x 1,5 95°C 5 min
PlasmidSafe Exonuklease 1
ATP 10 mM 1,5

Der ligierte pSpCas9-Vektor wurde anschliefend in chemisch kompetente 10-beta Zellen (NEB) nach
Herstellerangaben eingebracht. Die Bakterien wurden auf Lysogeny broth (LB)-Agar Festmedium
ausplatiert und iber Nacht bei 37 °Cinkubiert. Weiterhin enthielten die Platten zur Selektion positiver
Kolonien 100 pg/mL des Antibiotikums Carbenicillin. Zur Vervielfiltigung des Expressionsvektors
wurden Flussigkulturen der gewachsenen Bakterienstimme in LB-Medium mit 100 pg/mL Carbenicillin
bei 260 rpm und 37 °C Uber Nacht kultiviert. Die Plasmid-DNA wurde unter Zuhilfenahme des

GenelET Miniprep Kit (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben isoliert.

4.4.6 Transfektion

Die mESCs wurden wie im Abschnitt 3.2.13.3 beschrieben unter 2i/LIF-Bedingungen kultiviert. Zur
Transfektion wurden 6x10° Zellen in einer 6 well Platte mit Lipofectamine2000 (Invitrogen) transfiziert.
Hierzu wurden 100 uL Opti-MEM (Sigma-Aldrich) mit 8 uL Lipofectamin gemischt. Weiterhin wurden
im Falle der Tdg”" Mbd4” Generierung 100 pL Opti-MEM mit 670 ng Cas9-Plasmid, 670 ng
gRNA-F_Cas9n, 670 ng gRNA-R_Cas9n, 100 ng GFP-Plasmid und 3 uL Reparaturtemplat (10 uM)
gemischt und zum Lipofectamin-Mix gegeben. Bei der Generierung des MIh1”" wurde analog
verfahren, mit der Abwandlung, dass das Cas9-Plasmid nicht kotransfiziert wurde. Die
Gesamtmischung wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Mix wurde in der Kulturschale
vorgelegt und die Zellmischung hinzugegeben. Das Kulturmedium enthielt auRerdem 1 uM des
Inhibitors Scr7 (Sigma). Nach 24 h Inkubation wurde das Medium erneuert und fiir 48 h Kulturmedium
unter Zusatz von 1,0 ug/mL Puromycin und Scr7 zugegeben. Nach der Selektion wurde eine
Grenzverdinnungsklonierung zum Erhalt klonaler Zellpopulationen durchgefiihrt. Nach etwa

1,5 Wochen wurden Replikaklone kultiviert und auf Einbringung des Reparaturtemplats getestet.
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4.4.7 Genotypisierung und Sequenzierung

Die Replikaklone wurden mittels QuickExtraction Puffer (Epicentre) nach Herstellerangaben lysiert.
Anschliefend wurde eine PCR zur Amplifikation des Ziellokus durchgefiihrt. Das PCR-Programm und

Pipettierschema sind in Tabelle 13 aufgezeigt.

Tabelle 13: Pipettierschema und Programm der PCR zur Genotypisierung der Zellklone.

Ausgangskonzentration Menge [uL] Programm

Zelllysat 400 ng X 95°C 5min

Taq Polymerase (NEB) 5000 U/mL 0,1 95°C 30s

FWD Primer 10 uM 0,5 60°C 30s 40x
REV Primer 10 uM 0,5 68°C 40s

DMSO 100 % 1,0 68 °C 10 min
Polymerase-Puffer (NEB)  10x 2,5 4°C oo

ddH;0 ad 25

Nach erfolgter Amplifikation wurde das PCR-Produkt zur Genotypisierung mit dem jeweiligen

Restriktionsenzym, wie in Tabelle 14 beschrieben, verdaut.

Tabelle 14: Pipettierschema und Programm des Restriktionsverdaus zur Detektion der mutierten Klone.

Ausgangskonzentration Menge [pL]

Amplifiziertes Produkt - 25
Cutsmart Puffer 10x 3,0
Enzym 10 uM 0,5
ddH;0 ad 30

Zur Uberprifung der Einbringung des MIh1”- Reparaturtemplates wurde Xbal (NEB) verwendet und
fir das Tdg” Mbd4”- Reparaturtemplat PstI (NEB). Beide Reaktionsansatze wurden fiir 1,5 h bei 37 °C
inkubiert. Die Proben wurden anschlieRend auf ein natives 10 %-iges TBE-PAGE-Gel (0,75 mm, 10 Well)
geladen. Das Pipettierschema befindest sich in Tabelle 15. Hierzu wurden 15 plL des Reaktionsansatzes
mit 5x Ladepuffer geladen und die Elektrophorese fiir 1 h bei 120 V durchgefiihrt. Zur Abschatzung der
BandengroRe wurden 4 plL des 100 bp Marker (NEB) verwendet. Als Laufpuffer wurde 0,5x TBE Puffer
verwendet. Zur Visualisierung wurde SybrGreenl (1:10000) in 0,5x TBE genutzt und das Gel darin flir
15 min inkubiert. Die Banden wurden an der Geldokumentationskammer Las 3000 (Fujifilm) sichtbar

gemacht.
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Tabelle 15: Pipettierschema des verwendeten nativen TBE-Gels.

Menge

30 % Acrylamid/Bisacryl. 6,67 mL

10 % TBE-Puffer 2mL
TEMED 20 uL
10 % APS 200 pL
ddH;0 ad 20 mL

Alle Sequenzierungen wurden von Eurofins Genomics durchgefihrt.

4.4.8 Reverse Transkriptase PCR

Nach Isolierung der Gesamt-RNA wurde die mRNA mit Hilfe des iScript™ cDNA Synthesis Kits (BioRad)
in cDNA Uberschrieben. Dieses Kit enthalt hierzu oligo(dT) und zufallige Hexamer-Primer, sowie eine
Reverse Transkriptase. Das Pipettierschema und das genutzte Thermocycler-Programm sind in

Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16: Pipettierschema und Programm der cDNA Synthese.

Ansatz Menge [pL] Programm
Total RNA (500 ng) 25°C 5 min
iScript Reverse Transkriptase 1,0 46 °C 20 min
5x iScript Reaction Mix 4,0 95°C 1min
ddH,0 ad 20 4°C oo

Die erhaltene cDNA (25 ng/uL) wurde im Anschluss zur RT-PCR Reaktion genutzt. Das verwendete
Primer-Paar ist in Tabelle 9 dargestellt. Das Pipettierschema und Programm der RT-PCR sind in

Tabelle 17 beschrieben.
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Tabelle 17: Pipettierschema und Programm der RT-PCR Reaktion.

Ansatz Menge [pL] PCR Programm

cDNA 1,5 95°C 5min

Taq Polymerase (NEB) 0,2 95°C 30s <+
dNTPs (10 mM) 1,0 60°C 30s 34x
DMSO 2,5 68°C 40s |
Forward Primer (10 uM) 1,0 68 °C 5 min

Reverse Primer (10 uM) 1,0 4°C 00

10x ThermoPol Puffer 5
ddH,0 ad 50

Im Anschluss wurden die Proben (jeweils 25 uL) mit Ladepuffer auf ein 8%-iges Polyacrylamidgel
geladen und die Elektrophorese bei 100 V fir 40 min durchgefiihrt. Anschliefend wurde das Gel mit
Sybr-Green | (1:10000; Invitrogen) gefarbt und detektiert.

4.4.9 Western Blot

Zur Proben-Vorbereitung wurden 4 x 10° mES-Zellen in 100 uL Cell Lysis Puffer lysiert. Die Lysate
wurden mit reduzierendem Ladepuffer (Abschnitt 4.4.1) kurz erhitzt. Die Proben (20 uL) und
gereinigtes hDctd (1: 12500; von Gladys Maley zur Verflugung gestellt) wurden auf ein 10%-iges Tricin-
Gel (1 mm; 10 Well; Tabelle 18) geladen. Zur Verifizierung des Mlh1-Knockouts wurden die Zellen in
90 uL RIPA-Puffer lysiert. Die MIh1-Knockout Proben (35 uL) wurden auf ein 12 %-iges Laemmli-Gel
(1,5 mm; 10 Well; Tabelle 19) geladen. Als Protein-Standard wurden 3 uL MagicMark XP Standard
(ThermoFisher LC5603) und 4 uL Blue Prestained Protein Standard, Broad Range (11-250 kDa) (NEB,
P7706) genutzt. Die Gelelektrophorese wurde bei 60V fir 20 min und 110 V fiir 50 min in Anoden-
Puffer und Kathoden-Puffer durchgefiihrt. Die Gelelektrophorese der Mlh1-Proben wurde bei 20 mA
fir 3 h in 1x SDS-Laufpuffer durchgefiuhrt. Zum Transfer wurde eine PVDF Membran (GE Healthcare)
und vorgekihlter Towbin-Puffer mit 20% (v/v) Methanol und 0,1% (w/v) SDS benutzt. Im Falle der
Mlh1-Proben wurde 20 % Methanol und 0,05 % SDS (w/v) verwendet. Die Membran wurde 30s in
Methanol aktiviert. Das Whatman-Filterpapier (Sigma-Aldrich) und das Tricin-Gel wurden nach der
Elektrophorese fiir 15 min in Towbin-Puffer aquilibriert. Der Transfer (wet transfer) wurde bei 4 °C und
25V Uber Nacht durchgefiihrt. Nach dem Transfer wurde die PVDF-Membran fiir 1h bei
Raumtemperatur mittels 5% (w/v) Milchpulver in TBS-T (1xTBS mit 1 % (v/v) Tween-20) blockiert.

139



4 Material und Methoden der unveréffentlichten Arbeiten

Der priméare Antikérper Anti-hDctd (rabbit anti human; bereitgestellt von Gladys Maley) wurde 1:300
in 5mL 5% (w/v) Milchpulver in TBS-T verdiinnt.?*32°! Zur Detektion des MIh1-Proteins wurde der
primare Antikorper Anti-Mlh1 (rabbit anti human; C-20; sc-582; Santa Cruz Biotechnology) 1:400
in5 mL 5% (w/v) Milchpulver in TBS-T verdiinnt. Die Blockier-L6sung wurde abgenommen und der
verdiinnte primare Antikorper bei 4°C lGber Nacht inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde die
Antikorper-Losung verworfen und die Membran dreimal fiir jeweils 5 min mit TBS-T gewaschen. Der
HRP-konjugierte sekundare Antikorper (Sigma-Aldrich, A667 (goat anti rabbit) wurde 1:10000 in 5 mL
5% (w/v) Milchpulver in TBS-T verdiinnt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im
Anschluss wurde die Membran zweimal fiir jeweils 5 min mit TBS-T gewaschen und zweimal fir jeweils
5 min mit TBS. Das SuperSignal West Pico Chemilumineszenz Substrat (Thermo Scientific 34077) wurde

zur Detektion verwendet.

Tabelle 18: Pipettierschema des verwendeten Tricin-Gels.

Sammelgel (4 %) Trenngel (10 %)

30 % Acrylamid/Bisacryl. 4,0 mL 10 mL
Gelpuffer 7,5 mL 10 mL
87 % Glycerin - 3,2mL
ddH;0 ad 30 mL ad 30 mL

Tabelle 19: Pipettierschema des verwendeten Laemmli-Gels.

Sammelgel (4 %) Trenngel (10 %)

30 % Acrylamid/Bisacryl. 1,98 mL 5,00mL
0,5 M Tris-HCl pH 6,8 3,78 mL -

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 - 3,75 mL
10 % SDS 150 pL 150 pL
TEMED 15 pL 15 pL
10 % APS 150 pL 150 pL
ddH;0 ad 15 mL ad 15 mL

4.4.10 Isolation der genomischen DNA

Die genomische DNA der Zellen wurde, wie im Abschnitt 3.1.1 beschrieben, isoliert.
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4.4.11 Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrische Analyse erfolgte wie in den Dissertationen von Dr. Jessica Steinbacher

und Dr. Olesea Kosmatchev beschrieben oder wurde von Sarah Schiffers nach ihrer optimierten

Methode durchgefiihrt.249 300
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-/- Knockout beider Allele

°C Grad Celsius

+/- Knockout eines Allels

2i Two inhibitors

4mdC 4-Methyl-2"-desoxycytidin

6mdA 6-Methyl-2’-desoxyadenosin

8oxodG 8-0x0-2‘-desoxyguanosin

ACMSD a-Amino-[-carboxymuconate-&-semialdehyde decarboxylase
Aid/AID Activation-induced deaminase

AML Akute Myeloische Leukédmie

AP-Stelle Apurinic/Apyrimidinic-Stelle

Apel Apurinic/Apyrimidinic-Endonuclease 1
Apobec Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide
APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BER Basenexzisionsreparatur

BMP4 Bone Morphogenic Protein 4

bp Basenpaar

C/R CHIR/IWR1

cadC 5-Carboxy-2‘-desoxycytidin

Cas9n Cas9 Nickase

cau 5-Carboxyluracil

Cda Cytosin-Desaminase

cDNA complementary DNA

CHIR CHIR99021

CHO-K1 Chinese Hamster Ovary K1

CpG dC/dG-Dinukleotid

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeasts System
dA 2’-Desoxyadenosin

dcC 2’-Desoxycytidin

dCDP 2’-Desoxycytidin-5’-diphosphat

dCMP 2’-Desoxycytidin-5’-monophosphat
Dctd Deoxycytidylat-Desaminase

ddPCR droplet digital PCR

dG 2’-Desoxyguanosin

dN 2’-Desoxynukleosid

DNA Desoxyribonukleinsadure (Deoxyribonucleic Acid)
Dnmt DNA-Methyltransferase

dNTP 2’-Desoxynukleosidtriphosphat

dT 2’-Desoxythymidin

DTT Dithiothreitol

dTTP 2’-Desoxycytidin-5’-triphosphat
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du
dumMpP
E. coli
ECC
EDTA
EGC
EpiLC
EpiSC
ERK
ESC
F-dC
F-dU
F-fdC
F-mdC
FBS
fC
fdC
fdu
FGF
fu

g
gRNA
H

HAT
HDAC
HDR
HEK
hmdC
hmdu
HPLC
ICM
ICR
IDAX
IDCase
iPSCs
JAK
JBP

K

Kap.
kDa
KDM
KMT
KO
LIF
LLOQ
LOD

5 Abkiirzungsverzeichnis

2’-Desoxyuridin
2’-Desoxyuridin-5’-monophosphat
Escherichia Coli

Embryonic Carcinoma Cell
Ethylendiamintetraessigsaure
Embryonic Germ Cell

Epiblast-Like Cell

Epiblast Stem Cell

Extracellular signal-Regulated Kinase
Embryonic Stem Cell
2’-(R)-Fluorodesoxycytidin
2’-(R)-Fluorodesoxyuridin
2’-(R)-Fluoro-5-formyldesoxycytidin
2’-(R)-Fluoro-5-methyldesoxycytidin
Fotales Kalberserum
5-Formylcytosin
5-Formyl-2‘-desoxycytidin
5-Formyl-2‘-desoxyuridin
Fibroblast Growth Factor
5-Formyluracil

Erdbeschleunigung

guide RNA

Histidin

Histonacetyltransferase
Histondeacetylase

Homology Directed Repair

Human Embryonic Kidney
5-Hydroxymethyl-2‘-desoxycytidin
5-Hydroxymethyl-2‘-desoxyuridin
High Performance Liquid Chromatography
Inner Cell Mass

Imprinting Control Region
Inhibition of the Dcl and AXin complex
Isoorotat-Decarboxylase

Induced Pluripotent Stem Cells
Janus Kinase

J-bindendes Proteine

Lysin

Kapitel

Kilodalton

Lysin-Demethylase
Lysin-Methyltransferase

Knockout

Leukemia Inhibitory Factor

Lower Limit of Quantification

Limit of Detection
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Mbd4 Methyl-CpG-binding domain protein 4
mdC 5-Methyl-2‘-desoxycytidin

mduU 5-Methyl-2‘-desoxyuridin

MeCN Acetonitril

MEK Mitogen-activated Protein Kinase Kinase
MeOH Methanol

mESC murine Embryonic Stem Cells

mL Milliliter

Mih1 MutL homolog 1

MLL Mixed Lineage Leukemia

MMR Mismatch-Reparatur

mRNA messenger RNA

MS Massenspektrometrie

MS/MS Tandemmassenspektrometrie

N Anzahl

NAD* Nicotinamidadenindinukleotid

NADH Nicotinamidadenindinukleotid-Hydrogen
NAM Nicotinamid

NEB New England Biolabs

Neil Nei endonuclease Vlii-like

NHEJ Non-Homologous End Joining

Oct4 Octamer-bindender Transkriptionsfaktor 4
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PARP Poly-ADP-Ribose Polymerase

PBS Phosphate-Buffered Saline

PCNA Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PD PD0325901

PGC Primordial Germ Cell

PNK Polynukleotidkinase

R Arginin

RFU Relative Fluorescence Units

RNA Ribonukleinsaure

RNAP II RNA-Polymerase

ROS Reactive Oxygen Species

rRNA ribsomale RNA

RT-PCR Reverse Transcriptase-PCR

RT-qPCR Real-Time quantitative PCR

S/L Serum/LIF

SAM S-Adenosyl-L-Methionin

SDS Sodiumdodecylsulfat

Sirt Sirtuin

Smugl Single-strand selective monofunctional uracil DNA glycosylase 1
STAT3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3
T Tag

T7H Thymine-7-Hydroxylase
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TAE TRIS-Acetat-EDTA

Tdg Thymin-DNA-Glykosylase

TEMED N,N,N’,N"-Tetramethylethylendiamin

Tet Ten-eleven translocation Enzym

TKO Triple Knockout

Ts Thymidylatsynthase

TSA Trichostatin A

u Uracil

UHPLC Ultrahigh Performance Liquid Chromatography
Uhrfl Ubiquitin-like plant homeodomain and ring finger domaini
uLoQ Upper Limit of Quantification

v/v volume per volume

w/v weight per volume

aKG a-Ketoglutarat

B-El B-Eliminierungsintermediat

uL Mikroliter
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Supplementary Tables

Supplementary Table 1: Compound-dependent LC-MS/MS-parameters used for the analysis of
genomic DNA fed with fluorinated nucleosides. CE: collision energy, CAV: collision cell accelerator
voltage, EMV: electron multiplier voltage. The nucleosides were analyzed in the positive

(IM+H)]* species) as well as the negative ([M-H] species) ion selected reaction monitoring mode (SRM).

compound Precursor MS1 Product MS2 Dwell | CE CAV Polarity
ion (m/z) | Resolution lon (m/z) Resolution time | (V) (V)
[ms]

Time segment 1.5-3.0 min
F-dC 246.09 Wide 112.06 Wide 70 15 3 Positive
[°N,]-F-dC 248.08 Wide 114.04 Wide 70 15 3 Positive
[°N,]-cadC 274.08 Wide 158.03 Wide 40 5 5 Positive
cadC 272.09 Wide 156.04 Wide 40 5 5 Positive
F-hmdC 276.10 Wide 142.06 Wide 50 10 3 Positive
[°N,]-F-hmdC | 278.09 Wide 144.06 Wide 50 10 3 Positive
[15N2,D2]- 262.12 Wide 146.07 Wide 25 27 1 Positive

hmdcC

hmdC 258.11 Wide 142.06 Wide 25 27 1 Positive
[D3]-mdC 245.13 Wide 129.09 Wide 50 60 1 Positive
mdC 242.11 Wide 126.07 Wide 50 60 1 Positive

Time segment 3.0-4.7 min
F-hmdU 275.07 Wide 255.06 Wide 80 3 7 Negative
F-dU 245.06 Wide 225.06 Wide 80 3 5 Negative
[D3]-F-mdC 263.12 Wide 129.09 Wide 80 15 3 Positive
F-mdC 260.10 Wide 126.07 Wide 80 15 3 Positive
F-cadC 290.08 Wide 156.04 Wide 80 5 5 Positive

Time segment 4.7-10 min
F-fdC 274.08 Wide 140.05 Wide 90 15 3 Positive
[°N,]-F-fdC 276.08 Wide 142.04 Wide 90 15 3 Positive
F-fdU 273.05 Wide 253.05 Wide 30 3 5 Negative
F-dT 259.07 Wide 239.07 Wide 70 3 5 Negative
dT 243.10 Wide 127.05 Wide 20 5 5 Negative
[15N2]-de 258.09 Wide 142.04 Wide 30 5 5 Positive
fdC 256.09 Wide 140.05 Wide 30 5 5 Positive
[®°N,]-fdC 142.04 Wide 98.04 Wide 20 13 7 Positive
fdC 140.05 Wide 97.04 Wide 20 13 7 Positive

Supplementary Table 2: Compound-dependent LC-MS/MS ranges of the corresponding linear

equations.
compound n (ULOQ) n (LLOQ) A/A* (ULOQ) A/A* (LLOQ)
F-fdC 25.1 fmol 0.390 fmol 0.2267 0.003345
F-dC 800 fmol 3.13 fmol 4.074 0.01512
F-mdC 49.9 fmol 0.780 fmol 0.04174 0.0005833
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Supplementary Table 3: Compound-dependent LC-MS/MS-parameters used for the analysis of
genomic DNA fed with 1. CE: collision energy, CAV: collision cell accelerator voltage, EMV: electron
multiplier voltage. The nucleosides were analyzed in the positive ([M+H)]" species) as well as the

negative ([M-H] species) ion selected reaction monitoring mode (SRM).

compound Precursor MS1 Product MS2 Dwell | CE CAV Polarity
ion (m/z) Resolution lon (m/z) Resolution time (V) (V)
[ms]
Time segment 1.5-3.3 min
sh-cadC 279.10 Wide 158.03 Wide 50 5 5 Positive
[°N,]-cadC 274.08 Wide 158.03 Wide 20 5 5 Positive
cadC 272.09 Wide 156.04 Wide 20 5 5 Positive
sh-hmdC 265.12 Wide 144.06 Wide 60 27 1 Positive
[°N,,D,]- 262.12 Wide 146.07 Wide 20 27 1 Positive
hmdC
hmdC 258.11 Wide 142.06 Wide 20 27 1 Positive
sh-mdC 249.12 Wide 128.06 Wide 60 60 1 Positive
[Ds]-mdC 245.13 Wide 129.09 Wide 20 60 1 Positive
mdC 242.11 Wide 126.07 Wide 20 60 1 Positive
sh-dC 235.11 Wide 114.04 Wide 60 10 2 Positive
dc 228.10 Wide 112.05 Wide 15 1 1 Positive
[*Cs,°N3]-dC 240.10 Unit 119.10 Unit 70 10 2 Positive
Time segment 3.3-4.15 min
[D,]-hmdu 259.09 Wide 216.08 Wide 80 7 5 Negative
hmdu 257.08 Wide 214.07 Wide 80 7 5 Negative
sh-dU 234.08 Wide 192.09 Wide 120 5 5 Negative
[N,]-dU 229.06 Wide 185.06 Wide 80 5 5 Negative
du 227.07 Wide 184.06 Wide 120 5 5 Negative
Time segment 4.15-9 min
[°N,]-8-ox0- 289.08 Wide 173.04 Wide 10 9 7 Positive
dG
8-0x0-dG 284.10 Wide 168.05 Wide 10 9 7 Positive
sh-fdC 263.10 Wide 142.04 Wide 80 5 5 Positive
[®°N,]-fdC 258.09 Wide 142.04 Wide 80 5 5 Positive
fdc 256.09 Wide 140.05 Wide 10 5 5 Positive
sh-fdU 262.07 Wide 141.01 Wide 80 15 5 Negative
[°N,]-fdU 257.06 Wide 141.01 Wide 80 15 5 Negative
fdu 255.06 Wide 139.01 Wide 10 15 5 Negative
sh-dT 250.11 Wide 129.04 Wide 20 5 5 Positive
dT 243.10 Wide 127.05 Wide 10 45 3 Positive
2
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Supplementary Table 4: Compound-dependent LC-MS/MS-parameters used for the analysis of
genomic DNA fed with 7. CE: collision energy, CAV: collision cell accelerator voltage, EMV: electron
multiplier voltage. The nucleosides were analyzed in the positive ([M+H)]" species) as well as the

negative ([M-H] species) ion selected reaction monitoring mode (SRM).

compound Precursor MS1 Product MS2 Dwell | CE CAV Polarity
ion (m/z) Resolution lon (m/z) Resolution time (V) (V)
[ms]
Time segment 1.5-3.3 min
¢y, °Ns]-dC 240.10 Unit 119.10 Unit 70 30 5 Positive
dcC 228.1 Wide 112.10 Wide 70 1 3 Positive
Time segment 3.3-4.8 min
du 227.07 Wide 184.06 Wide 80 5 5 Negative
[°Co,°N,]-dU 238.09 Wide 193.10 Wide 80 5 5 Negative
Time segment 4.8-12.0 min
dT 243.1 Wide 127.05 Wide 70 40 3 Positive
[2Co,°N,]-dT 254.12 Unit 133.06 Unit 70 3 5 Positive
[ D3)-dT 246.10 Unit 130.05 Unit 30 3 5 Positive
3
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Supplementary Figures

MS-signal for in vivo deformylated fdC
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Supplementary Figure 1: Characteristic MS transition of [*C5][**N,]-dC and [**Co][**N;]-dC.
Fingerprint MS-fragmentation pathways and detected MS signals of 2 and 7 used to track isotopically
labelled dC and its derivatives in mESC cultures.
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Supplementary Figure 2: Quantitative data of isotopically labelled pyrimidine derivatives in the
soluble nucleoside pool of mESCs after feeding [*Cs][*°N,]-fdC shows its incorporation and no
formation of [**Cs][*°*N,]-dC. LC-MS/MS analysis of the soluble nucleoside pool from J1 mESCs cultured
in the presence of 50 uM 1 under priming conditions for three days. Compound 1 is incorporated but
no formation of 2 is detected in the soluble nucleoside pool. Mean values and s.d. of technical
triplicates from a single culture are shown.

Nature Chemical Biology: doi:10.1038/nchembio.2531



=HCOOH

fdc

fdC (fdc fdC  dC mdC
fdU —isfdU

(du_"’; AU, du dc dT
- dC —)i.dC

dT —.:> dT genome
nucleoside pogf ™ " T s

dC —

Supplementary Figure 3: Schematic overview of the possible metabolic conversions of fdC and dC.
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Supplementary Figure 4: Schematic overview of the feeding experiment with (R)-2"-F-fdC to mESCs.
Feeding of 15 results in the incorporation of (R)-2’-F-fdC into genomic DNA and is converted in vivo to
(R)-2"-F-dC by a C-C bond cleavage reaction.
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Supplementary Figure 5: Quantitative data of fluorinated pyrimidine derivatives after treatment
with 10 show incorporation of 10 and 3% re-methylation.

LC-MS/MS analysis of genomic DNA from J1 mES cells cultured in the presence of 1.0 uM (R)-2’-F-dC
under priming conditions for three days. DNA samples of four independent cultures were measured,
each as technical triplicate. Mean values with s.d. are depicted.

[x109] feeding of 10
1.57

FAC/dN
5

5nM 10 nM

Supplementary Figure 6: Quantification data of incorporated (R)-2’-F-dC after feeding of 10 at two
concentrations. Levels similar to those resulting from feeding of (R)-2’-F-fdC were observed.
Analysis of genomic DNA from J1 mES cells cultured for three days under priming conditions in the
presence of 5 and 10 nM (R)-2’-F-dC. Mean values and s.d. of technical triplicates from single cultures
are shown.
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Supplementary Figure 7: Time dependent co-feeding with 15 and 10 show incorporation of 10
already after 5 min, 15 after 15 min and 11, resulting from both compounds, after 20 min.
LC-MS/MS analysis of the genomic DNA from J1 mESCs cultured under priming conditions and after
48 h supplemented with both (R)-2’-F-fdC (350 uM) and (R)-2’-F-dC (1.0 uM) for O, 5, 10, 15, 20 and
30 min. Mean values and s.d. of technical triplicates from single cultures are shown.
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Supplementary Figure 8: Catalytically active DNA methyltransferases are required for methylation
of (R)-2’-F-dC, but not for deformylation of (R)-2’-F-fdC (related to Fig. 4d).

LC-MS/MS analysis of genomic DNA from Dnmt TKO J1 mESCs cultured in the presence of (R)-2’-F-fdC
under priming conditions. Shown are mean values and s.d. from two independent cultures, each
measured as technical triplicates.
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Supplementary Figure 9: Tet enzymes are not required for deformylation of (R)-2’-F-fdC (related to
Fig. 4e).

LC-MS/MS analysis of genomic DNA from wt and Tet TKO mESCs cultured in the presence of
(R)-2’-F-fdC under priming conditions. Left panel: cell lines described in (34). Right panel: cell lines
reported in (33) (same cell lines as for experiment shown in Figure 4e). Shown are mean values and
s.d. from two independent cell culture experiments, each measured as technical triplicates.

[x107] __ wt wt + vit. C [x10°] __wt wt +vit. C
9.0 6.0
Z p
o o
£ =
S 6.0 S 4.0
IS ©
& O
S 301 5 2.0
(@) (@)
£ £
0.0 0 o 0.0.
O
A\ Qb Q;@{(bo \Qg’ && O &&

Supplementary Figure 10: Deformylation of (R)-2’-F-fdC is not affected by treatment with ascorbic
acid-2-phosphate.

LC-MS/MS analysis of genomic DNA from wt mESCs cultured in the presence of (R)-2’-F-fdC under
priming conditions with or without ascorbic acid-2-phosphate. The cell lines used in this experiment
were reported in (33) and are the same as used for experiment shown in Figure 4e and Supplementary
Figure 9. Shown are mean values and s.d. from two independent cell culture experiments, each
measured as technical triplicates.
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Supplementary Figure 11: Deformylation of (R)-2’-F-fdC to (R)-2’-F-dC occur also in non-pluripotent
mouse and human cell lines (related to Fig. 4f).

LC-MS/MS analysis of genomic DNA isolated from Neuro-2a, HeLa and CHO-K1 cells cultured in the
presence of (R)-2’-F-fdC. Albeit at variable levels, incorporation of (R)-2’-F-fdC into the genome as well
as its conversion to (R)-2’-F-dC are detected in all cell lines. Shown are mean values and s.d. from three
independent cell culture experiments, each measured as technical triplicates.
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Supplementary Figure 12: Representative external calibration curves for all investigated nucleosides.
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Supplementary Figure 13: Internal calibration curves for the exact quantification of (R)-2’-F-fdC,
(R)-2’-F-dC and (R)-2’-F-mdC with the corresponding linear equation and coefficient of determination.
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Synthetic procedures

General information

Isotopically labelled 7 was bought from B.A.C.H. UG, 2'-deoxy-2'-(R)-fluorocytidine 10 was
purchased from Carbosynth. Compounds 8 and 9 resulted from the feeding experiment of 7,
compounds 11 - 14 resulted from the feeding of 10. 15 and 30 were synthesized as described
in the literature.™ Identity of compounds used in this study were confirmed by standard

spectroscopic methods such as NMR and MS.

Synthesis of 2'-deoxy-5-formyl(1',2',3',4',5'-*Cs, >N,)cytidine (1)

o
f 1) N-O-bis(TMS)- | **NH
BzO OAc SNH acetamide, MeCN, 820 N °
koj < | 60°C.30min .
OBz OAc ‘5” O 2)TMSOTY, 60 °C,
30 min, 79% OBz OAc
21 22 23
o
o

\( o 15N (o) |
s~ o AIBN, HSnBuj \( o 5N /&O

toluene, 75 °C,

5—0 0\[43 90 min., 93% 0\
Y : si—©

NH, o
! SN H
\ L PPhy Pdy(dba),CHCI,
\( o N~ Xg  HSnBuj, CO (3.5 bar) \(/o
i Si
>—Sl o >‘ o
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Scheme 1: Synthesis of 13¢.-°N,-labelled fdC 1.
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2'-0-acetyl-3',5'-di-O-benzoyl(1',2',3',4',5'-*Cs, N’ N*- ©°N,)-uridine (23)

(0]
4
5 15NH

([

BzO 15

w

OBz OAc

=

o

The C ribose fragment 21 and N, urea 22 were synthesized according to the literature.>* Bis-
benzoyl and bis-acetyl protected **C ribose 21 (2.00 g, 4.47 mmol, 1.0 eq), **N,-Uracil (510 mg, 4.47
mmol, 1.0 eq) and N,O-bis(trimethylsilyl)acetamide (3.28 mL, 13.4 mmol, 3.0 eq) were suspended in
dry MeCN (25 mL) and heated to 60 °C whereas a clear solution developed after 30 minutes of
stirring. Subsequently TMS triflate (2.83 mL, 15.7 mmol, 3.5 eq) was added at 60 °C and the mixture
was stirred for an additional 30 minutes. After the reaction was cooled to room temperature, MeCN
was evaporated in vacuo, the residue was taken up in sat. aqueous NaHCO; (75 mL) and extracted
with DCM (3 x 75 mL). The combined organic layers were dried over Na,SO, and the solvents were
removed by rotary evaporation. Purification of the crude material through column chromatography

(20% EtOAc/'Hex--> 50% EtOAc/'Hex) yielded 1.75 g (3.49 mmol, 79%) of 23 as a white foam.

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, ppm): & = 8.08 - 8.05 (m, 4H, Bz-H), 7.67- 7.57 (m, 2H, Bz-H), 7.51 - 7.46
(m, 4H, Bz-H), 7.49 (td, *J = 7.8 Hz, Yy = 3.2 Hz, 1H, 5-H), 6.41 (d, Yey = 169.1 Hz, 1H, 1'-H), 5.96 (d,
YJen = 150.3 Hz, 1H, 3'-H), 5.74 (d, Yy = 153.0 Hz, 2'-H), 5.57 5.74 (m, 1H, 6-H), 4.97 (d, Yy = 154.6
Hz, 1H, 4'-H), 4.82 (d, Y13cn = 150.1 Hz, 1H, 5'-H), 2.06 (s, 3H, Ac-CH;). *C-NMR (101 MHz, CDCl;,
ppm): & = 169.7 (Ac-C=0), 166.0 (Bz-C=0), 165.3 (Bz-C=0), 162.4 (d, “Je = 9.5 Hz, C-4),150.1 (t, Jen =
19.4 Hz, C-2), 139.2 (d, Yen = 12.5 Hz, C-5), 133.9 (2 x Ca;), 133.8 (2 x Ca,), 129.8 (2 x Cu,), 129.6 (2 x
Car), 128.8 (2 X Cy,), 128.7 (2 X Cay), 103.5 (d, "Jen = 6.9 Hz, C-6) 87.2 (ddd, J = 44.4 Hz, 13.7 Hz, 3.7 Hz,
1'-C), 80.4 (dd, J = 43.1 Hz, 38.3 Hz, 4'-C), 73.0 (dd, J = 44.3, 39.9, 2'-C), 70.9 (td, J = 39.9 Hz, 39.4 Hz,
3.7 Hz, 3'-C), 63.7 (d, J = 43.1 Hz), 20.5 (Ac-CHs). **N-NMR (41 MHz, CDCl;, ppm): § = -224.4, -224.5.
HRMS (ESI"): calc. for Co0>CsH6N"N,0¢" [M+NH,]": 519.1772, found: 519.1784. HRMS (ESI): calc. for
Ca0"°CsH»1°N,0g [M-H]": 500.1361, found: 500.1359. IR (ATR): v (cm™) = 1712 (s), 1688 (s), 1679 (s),
1631 (w), 1601 (w), 1584 (w), 1450 (m), 1369 (m), 1315 (w), 1249 (s), 1220 (s), 1176 (m), 1107 (s),
1067 (s), 1025 (s), 806 (m), 762 (w), 707 (s), 686 (m).



3’,5’-(1,1,3,3,-tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-(1',2',3',4',5'-*Cs, N, N°-"*N,)-uridine (24)
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First, 23 (1.75 g, 3.49 mmol, 1.0 eq) was deprotected by stirring the compound in a solution of
MeNH; in ethanol (10 mL, 33%) overnight. The ethanolic solution was concentrated in vacuo and
resuspended in water (25 mL). The aqueous phase was extracted with DCM (5 x 25 mL) until no UV
absorption on a TLC plate was visible anymore. Subsequently, the water was removed by rotary
evaporation and the deprotected nucleoside was dried on high vac. Then, pyridine (3.0 mL) was
added and the light red, clear solution was cooled to 0 °C. 1,3-dichloro-1,1,3,3-
tetraisopropyldisiloxane (1.34 uL, 4.19 mmol, 1.2 eq) was added dropwise and the mixture was then
warmed to room temperature and stirred for 14 hours. MeOH (3.0 mL) was added and the volatiles
were removed in vacuo. The crude product mixture was then charged with saturated solution of
aqueous NH,Cl (50 mL), extracted twice with EtOAc (50 mL) and the organic layers dried over Na,SO,.
After removal of the solvent in vacuo, pure product was isolated after column chromatography (30%

EtOAc/'Hex --> 40% EtOAc/'Hex), which yielded 920 mg (1.86 mmol, 53%) of 24 as an off white foam.

'H-NMR (599 MHz, CDCl;, ppm): 6 = 9.23 (d, Yy = 90.9 Hz, 1H, N-H), 7.72 (td, 3/ = 8.1 Hz, Yy = 2.2
Hz, 1H, 5-H), 5.88 (d, YJc.q = 174.6 Hz, 1H, 1'-H), 5.69 (ddd, *J = 7.8 Hz, *Jy..y = 4.6 Hz, , *Jy.y = 2.8 Hz, 1H,
6-H), 4.47 - 3.87 (m, 2'-H, 3'-H, 4'-H, 5'-H), 1.10 - 1.01 (m, 28H, Si(CH;),, Si-CH). *C-NMR (151 MHz,
CDCls, ppm): & = 163.3 (d, Yen = 9.5 Hz, C-4), 150.0 (t, Yo = 18.4 Hz, 2-C), 139.9 (d, Yen = 12.7 Hz, C-
5), 105.4 (d, *Jon = 34.7 Hz, C-6) , 90.9 (dd, Yc.c = 42.6 Hz, "Joy = 11.0 Hz, 1'-C), 81.9 (t, J = 42.3 Hz, 2'-
C), 75.1 (t, YJec = 40.6, 3'-C), 68.9 (t, J = 39.9 Hz, 4'-C), 60.2 (d, J = 39.9 Hz), 17.4 - 16.8 (Si-C(CH3)),
13.4 - 12.8 (4 x Si-C(CHs)). > N-NMR (41 MHz, CDCls, ppm): & = -224.4, -224.5. HRMS (ESI*): calc. for
Ci6°CsH3s°N,05Si," [M+H]*: 494.2399, found: 494.2412. HRMS (ESI'): calc. for Cy6"*CsHs7"°N,05Six-
[M-H]: 492.2253, found: 492.2252. IR (ATR): v (cm™) = 2944 (m), 2867 (m), 1688 (s), 1679 (s), 1650
(m), 1631 (w), 1462 (m), 1444 (m), 1383 (w), 1255 (m), 1198 (w), 1135 (m), 1096 (s), 1028 (s), 976 (s),
919 (w), 884 (s), 852 (m), 807 (m), 761 (m), 694 (s).
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3’,5’-(1,1,3,3,-tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-2’-0-phenoxythiocarbonyl-(1’,2’,3’,4’,5’-*Cs, N*,N°-
N, )-uridine (25)

Compound 25 was synthesized according to the literature with slight modifications.> 24 (280 mg,
0.57 mmol, 1.0 eq) was dissolved in MeCN (8 mL) and O-phenyl chlorothionoformate (120 uL, 0.86
mmol, 1.5 eq) and 4-(diemthylamino)pyridine (202 mg, 1.65 mmol, 2.9 eq) were added at room
temperature. After the yellowish mixture, which showed a colourless precipitate after 30 minutes,
was stirred for a total of six hours, the reaction was aborted through addition of MeOH (10 mL) and
the volatiles were removed under reduced pressure. Subsequently, a saturated aqueous NaHCO;
solution (25 mL) was given to the crude reaction mixture and extracted with DCM (3 x 25 mL).
Combined organic layers were then dried over Na,SO, and the solvent was removed in vacuo.
Purification through column chromatography (25% EtOAc/'Hex) yielded 262 mg (0.42 mmol, 74%) of

pure product 25 as a colourless oil.

'H-NMR (599 MHz, CDCl;, ppm): & = 8.27 (d, *Jy.u = 91.1 Hz, 1H, N-H), 7.71 (dt, >/ = 8.1 Hz, Iy = 2.2
Hz, 1H, 5-H), 7.42 (t, *J = 8.0 Hz, 2H, Ha), 7.30 (t, 3/ = 7.6 Hz, 1H, Ha ), 7.12 (d, ®J = 8.3 Hz, 2H, Ha/),
6.15 (td, Yy = 164.2 Hz, 3/ = 5.5 Hz, 1H, 2'-H), 6.07 (d, Yey = 174.8 Hz, 1H, 1'-H), 5.72 (ddd, 3/ = 7.7
Hz, *Jyi = 4.9 Hz, , *Jyn = 2.5 Hz, 1H, 6-H), 4.55 (ddt, Ycy = 142.4 Hz, 3J = 8.4 Hz, 4.0 Hz,1H, 4'-H), 4.45
-3.90 (m, 3H, 3'-H, 5'-H), 1.12 - 1.03 (m, 28H, Si(CHs),, Si-CH). *C-NMR (151 MHz, CDCls, ppm): & =
193.7 ((0),€=S), 162.5 (d, Y = 9.5 Hz, C-4), 153.4 (Cy,) 149.3 (t, Yen = 18.5 Hz, 2-C), 139.4 (d, Yen =
12.8 Hz, C-5), 129.6 (2 x C;), 126.7 (Car), 121.7 (2 X Car), 102.3 (d, e = 7.5 Hz, C-6), 88.6 (dd, Ycc =
53.5 Hz, "Joy = 12.2 Hz, 1'-C), 83.7 (t, J = 41.9 Hz, 2'-C), 82.2 (t, YJec =42.3, 3'-C), 68.1 (t, J = 41.0 Hz,
4'-C), 59.4 (d, J = 43.1 Hz), 17.4 - 16.8 (Si-C(CH;)), 13.4 - 12.4 (4 x Si-C(CH;)). **N-NMR (41 MHz, CDCl;,
ppm): & = -223.5, -223.6. HRMS (ESI'): calc. for Cy;3*CsHas™N,05SSi+ [M+H]": 630.2382, found:
630.2393. IR (ATR): v (cm™) = 2944 (w), 2866 (w), 2359 (w), 1722 (w), 1709 (m), 1691 (m), 1679 (m),
1649 (w), 1641 (w), 1631 (w), 1591 (w), 1462 (w), 1443 (w), 1382 (w), 1274 (m), 1202 (s), 1137 (w),
1098 (s), 1030 (s), 925 (m), 883 (m), 853 (m), 808 (m), 766 (M), 689 (s).



3’,5’-(1,1,3,3,-tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-2’-deoxy-(1’,2’,3’,4’,5’-*Cs, N’,N*-"*N,)-uridine (26)
(o)
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The deoxygenation of 25 was carried out as described in the literature with slight modifications.’
First, 25 (260 mg, 0.41 mmol, 1.0 eq), AIBN (14 mg, 0.08 mmol, 0.2 eq) and tributyltin hydride (165
uL, 0.62 mmol, 1.5 eq) were dissolved in toluene (8 mL). The mixture was freeze-pump-thaw
degassed (3 x) and then heated to 75 °C for 90 minutes. The solvent was removed in vacuo and the
residue was taken up in water (25 mL). The aqueous layer was then extracted with DCM (3 x 25 mL)
and the combined organic layers were dried over Na,SO,. Flash-chromatography of the crude (25%

EtOAc/'Hex --> 30% EtOAc/'Hex) yielded 26 as a white foam (180 mg, 0.38 mmol, 93%).

'H-NMR (599 MHz, CDCl;, ppm): & = 8.43 (d, *Jy.y = 91.1 Hz, 1H, N-H), 7.71 (dt, >/ = 8.1 Hz, Yy = 2.2
Hz, 1H, 5-H), 6.19 (dd, Yey = 175 Hz, ¥/ = 6.5 Hz, 1H, 1'-H), 5.70 - 5.67 (m, 1H, 6-H), 4.57 (d, Yy =
142.1 Hz, 3'-H), 4.27 - 3.64 (m, 3H, 4'-H, 5'-H), 2.63 - 2.14 (m, 2H, 2'H), 1.10 - 1.01 (m, 28H, Si(CH;),,
Si-CH). *C-NMR (151 MHz, CDCls, ppm): 6 = 162.9 (d, Yen = 9.4 Hz, C-4), 149.8 (t, YJen = 18.5 Hz, 2-C),
139.6 (d, Yo = 12.9 Hz, C-5), 101.6 (d, *Jey = 7.0 Hz, C-6), 85.1 (t, Jc.c = 41.9 Hz, 4'-C), 84.3 (dd, Yec =
36.4 Hz, Yy = 10.6 Hz, 1'-C), 67.0 (t, YJec = 39.2 Hz, 3'-C), 60.0 (d, J = 37.0 Hz, 5'-C), 39.9 (t, Yec =37
Hz, 2'-C), 17.5 - 16.7 (Si-C(CH3)), 13.4 - 12.4 (4 x Si-C(CH3)). >°N-NMR (41 MHz, CDCl;, ppm): & = -
224.1, -224.2. HRMS (ESI"): calc. for Ci62CsH3o°N,06Si," [M+H]": 478.2450, found: 478.2451. HRMS
(ESI'): calc. for Ci62CsH3,°N,06Si,” [M-H]: 476.2304, found: 476.2306. IR (ATR): v (cm™) = 2944 (w),
2866 (w), 1680 (s), 1446 (w), 1384 (w), 1246 (m), 1094 (m), 1065 (m), 1029 (s), 967 (m), 919 (w), 883
(s), 853 (m), 806 (m), 761 (m), 693 (s).



3’,5’-(1,1,3,3,-tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-2’-deoxy-(1’,2’,3’,4’,5’-*Cs, N*,N*-*N,)-cytidine (27)

NH,

For the amination reaction, triazole (398 mg, 5.76 mmol, 9.0 eq) was dissolved in MeCN (12 mL) and
cooled to 0°C. Then, POCl; (120 uL, 1.27 mmol, 2.0 eq) was added dropwise and the milky suspension
was kept at 0 °C for ten minutes. Triethyl amine (753 pL, 5.50 mmol, 8.6 eq) was subsequently given
to the slurry and stirred for an additional 20 minutes. Finally, 26 (304 mg, 0.64 mmol, 1.0 eq) was
added and the reaction was allowed to warm to room temperature overnight. After TLC showed
complete consumption of the starting material, the crude was suspended in DCM (25 mL) and
washed with brine (25 mL). The organic phase was dried over Na,SO, and the volatiles were removed
in vacuo. This residue was then diluted with dioxane (15 mL), charged with NH4;0OH (4 mL, 25%) and
stirred at 40 °C for three hours. The mixture was subsequently neutralized with saturated aqueous
NH4Cl (50 mL) and extracted with EtOAc (2 x 25 mL). Column chromatography (5% MeOH/DCM)

yielded 147 mg (0.31 mmol, 48%) of 27 as a colourless glass.

'H-NMR (800 MHz, CDCl;, ppm): & = 7.90 (ddd, */ = 7.3 Hz, Yy = 2.7 Hz, 1.1 Hz, 1H, 5-H), 6.17 (d, YJen
=174.7 Hz, */ = 7.7 Hz, 1H, 1'-H), 5.64 (dd, */ = 7.4 Hz, *Jyy = 3.4 Hz, 6-H), 4.46 (d, "Jy = 137.8 Hz, 1H,
3'-H), 4.25 (d, e = 149.2 Hz, 1H, 4'-H), 4.10 (d, “Jey = 139.7 Hz, 1H, 5'-H), 3.86 (d, Ycy = 143.6 Hz, 1H,
5'-H), 2.61 (d, "Jeu = 134.2 Hz, 1H, 2'-H), 2.61 (d, Yy = 134.2 Hz, 1H, 2'-H), 2.41 (d, Yy = 143.2 Hz,
1H, 2'-H), 1.10 - 0.98 (m, 28H, Si(CH),, Si-CH). *C-NMR (201 MHz, CDCl;, ppm): & = 164.6 (d, ey =
6.2 Hz, C-4), 154.6 (t, Yoy = 12.2 Hz, 2-C), 140.3 (d, “Jen = 12.8 Hz, C-5), 92.0 (d, *Jen = 7.0 Hz, C-6),
84.1 (d, Ycc = 40.4 Hz, 1'-C), 83.9 (t, Ycc = 42.8 Hz, 4'-C), 65.7 (t, YJe.c = 36.9, 3'-C), 59.9 (d, J = 43.0 Hz,
5'-C), 38.9 (t, Ycc = 36.9 Hz, 2'-C), 16.5 - 15.8 (Si-C(CH3)), 12.4 - 11.4 (4 x Si-C(CH3)). >’N-NMR (41
MHz, CDCls, ppm): & = -217.7, -217.9. HRMS (ESI*): calc. for Cy6">CsHaoN>N,0sSi," [M+H]*: 477.2609,
found: 477.2610. HRMS (ESI): calc. for Ci6"CsHasN">N,0sSi;” [M-H]: 475.2464, found: 475.2464. IR
(ATR): v (cm™) = 3337 (w), 2944 (w), 2867 (w), 1622 (m), 1465 (m), 1394 (w), 1267 (w), 1180 (w),
1120 (m), 1095 (s), 1030 (s), 937 (w), 883 (s), 782 (m), 694 (s).



3’,5’-(1,1,3,3,-tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-5-iodo-2’-deoxy-(1’,2’,3’,4’,5’-3Cs, N, N>-°N,)-
cytidine (28)
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Ceric ammonium nitrate (320 mg, 0.58 mmol, 2.0 eq), iodine (147 mg, 0.58 mmol, 2.0 eq) and 27
(139 mg, 0.29 mmol, 1.0 eq) were dissolved in MeCN (20 mL) and heated to 60 °C for two and a half
hours. The dark brownish solution was then poured into a mixture of brine (25 mL) and saturated
aqueous Na,S,0; solution (5 mL). After extraction with DCM (3 x 25 mL), the organic phases were
dried over Na,SO, and then removed in vacuo. Purification via column chromatography (4%

MeOH/DCM) yielded 28 as an off white powder (149 mg, 0.25 mmol, 86%).

'H-NMR (599 MHz, CDCls;, ppm): & = 8.07 (sd, “Jy. = 2.4 Hz, 1H, 5-H), 5.98 (dd, ey = 175.8 Hz, *J =
6.8 Hz, 1H, 1'-H), 4.49 (d, Yy = 126.2 Hz, 1H, 3'-H), 4.29 (d, ey = 146.0 Hz, 1H, 4'-H), 4.13 (d, Yy =
137.9 Hz, 1H, 5'-H), 3.86 (d, Yy = 136.7 Hz, 1H, 5'-H), 2.63 (d, “Jey = 133.4 Hz, 1H, 2'-H), 2.44 (d, Yeu
=136.0 Hz, 1H, 2'-H), 1.11 - 0.99 (m, 28H, Si(CHs),, Si-CH). *C-NMR (151 MHz, CDCl;, ppm): § = 163.7
(d, Yen=5.2 Hz, C-4), 154.6 (t, Yo = 10.5 Hz, 2-C), 146.5 (d, YJen = 12.6 Hz, C-5), 85.7 - 84.9 (1'-C + 4'-
C), 66.5 (t, Jec =39.2, 3'-C), 59.7 (d, J = 43.2 Hz, 5'-C), 55.3 (C-6), 39.9 (t, YJec =37.0 Hz, 2'-C), 17.8 -
16.9 (8 x Si-C(CH3)), 13.5 - 12.3 (4 x Si-C(CH3)). *N-NMR (41 MHz, CDCl;, ppm): & = -209.7, -209.9.
HRMS (ESI"): calc. for Ci6">CsH3gIN°N,0sSi," [M+H]": 603.1576, found: 603.1581. HRMS (ESI'): calc.
for C16"3CsH37IN"N,05Si,” [M-H]: 601.1430, found: 601.1427. IR (ATR): v (cm™) = 3435 (w), 3328 (w),
2944 (w), 2867 (w), 1631 (m), 1600 (m), 1570 (m), 1463 (m), 1386 (w), 1262 (w), 1235 (w), 1155 (w),
1116 (w), 1094 (s), 1044 (m), 1023 (s), 696 (m), 937 (w), 919 (w), 884 (m), 871 (m), 852 (w), 787 (w),
775 (m), 697 (m).



3’,5’-(1,1,3,3,-tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-5-formyl-2’-deoxy-(1’,2’,3’,4’,5’-*Cs, N, N*-°N,)-
cytidine (29)
O NH,

A high pressure autoclave glass vessel was charged with PPhs; (13 mg, 0.05 mmol, 0.6),
Pd,(dba)sCHCl; (8 mg, 0.01 mmol, 0.1 eq) and 28 (48 mg, 0.08 mmol, 1.0 eq) and suspended in
toluene (5 mL). The vessel was flushed twice with CO and then set to a final CO pressure of 50 psi.
The mixture was then heated to 65 °C and tributyltin hydride (27 uL diluted with 300 pL toluene) was
added through a syringe pump with an addition speed of 20 uL per hour. After the addition was
finished, the volatiles were removed in vacuo and the yellowish crude mixture was purified by flash
column chromatography (20% EtOAc/'Hex --> 40% EtOAc/'Hex --> 50% EtOAc/'Hex), whereas 37 mg
(0.073 mmol, 92%) of product 29 could be obtained as a light yellowish oil.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): & = 9.50 (s, 1H, CHO), 8.53 (sd, *Jy.4 = 2.7 Hz, 1H, 5-H), 6.01 (dd, “Jc.y
=177.6 Hz, *J = 6.7 Hz, 1H, 1'-H), 4.54 - 3.63 (m, 4H, 3'-H, 4'-H, 5'-H), 2.78 (d, "Jey = 135.1 Hz, 1H, 2'-
H), 2.44 (d, Yy = 137.5 Hz, 1H, 2'-H), 1.10 - 0.96 (m, 28H, Si(CHs),, Si-CH). **C-NMR (151 MHz, CDCl;,
ppm): & = 187.5 (CHO), 162.9 (d, Yen = 5.9 Hz, C-4), 153.3 (t, Yen = 7.9 Hz, 2-C), 152.7 (d, Yen = 14.3
Hz, C-5), 104.8 (C-6), 86.1 - 84.9 (1'-C + 4'-C), 65.9 (t, Jec = 38.2, 3'-C), 59.4 (d, J = 42.9 Hz, 5'-C), 39.5
(t, Yec =36.9 Hz, 2'-C), 17.5 - 16.8 (8 x Si-C(CH3)), 13.5 - 12.4 (4 x Si-C(CH3)). >N-NMR (41 MHz,
CDCl;, ppm): & = -206.6, -206.8. HRMS (ESI*): calc. for C;52CsHaoN">N,0¢Si," [M+H]": 505.2559, found:
505.2567. IR (ATR): v (cm™) = 3393 (w), 2944 (m), 2866 (m), 2361 (w), 1658 (s), 1498 (m), 1463 (m),
1437 (m), 1412 (w), 1387 (w), 1308 (w), 1228 (m), 1183 (m), 1160 (m), 1118 (s), 1092 (s), 1064 (s),
1030 (s), 970 (m), 939 (m), 919 (w), 883 (m), 778 (m), 749 (m), 720 (s), 693 (s).



5-formyl-2'-deoxy-(1',2',3',4',5'-*Cs, N, N*-"*N,)-cytidine (1)

O NH,

29 (30 mg, 0.06 mmol, 1.0 eq) was dissolved in EtOAc (1 mL) and pyridine (24 pL) and HF.pyridine (16
uL, 0.6 mmol, 10 eq) were added. After the mixture was stirred for 12 hours at room temperature, a
white precipitate formed. Excess of HF was quenched with TMSOMe (60 L) and the colourless slurry
was stirred for an additional 30 minutes. Then, the mixture was centrifuged (6000 rpm a 10 mins.),
the supernatant removed and the colourless powder washed with EtOAc (5 mL) for three
consecutive times. HPLC purification (0% --> 25% MeCN in 30 minutes) yielded 1 (7 mg, 0.026 mmol,

45%) as a colourless solid.

'H-NMR (400 MHz, D,0, ppm): 6 = 9.50 (s, 1H, CHO), 8.84 (sd, *Jx.u = 2.9 Hz, 1H, 5-H), 6.15 (dt, ey =
175.4 Hz, *J = 5.8 Hz, 1H, 1'-H), 4.61 (d, “Jeyy= 151.9 Hz, 1H, 3'-H), 4.30 - 3.93 (m, 2H, 4'-H + 5'-H), 3.76
-3.53 (m, 1H, 5'-H), 2.74 (d, Ycn = 136.0 Hz, 1H, 2'-H), 2.53 (d, Yy = 134.5 Hz, 1H, 2'-H). *C-NMR
(151 MHz, D,0, ppm): & = 190.5 (CHO), 161.7 (d, Yy = 7.4 Hz, C-4), 154.7 (d, Yoy = 14.2 Hz, C-5),
154.0 (t, Jon = 11.3 Hz, 2-C), 105.4 (C-6), 87.8 - 86.5 (1'-C + 4'-C), 69.3 (t, Jec = 36.5,3'-C), 60.5 (d, J =
41.5 Hz, 5'-C), 40.0 (t, *Jec = 36.0 Hz, 2'-C). >’N-NMR (41 MHz, D,0, ppm): & = -209.9, -210.2. HRMS
(ESI*): calc. for Cs3C<sH13N*N,NaOs " [M+Na]": 285.0856, found: 285.0857.



Synthesis of isotopically labelled 2'-(R)-fluorocytidine derivatives
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Scheme 2: Synthesis of *°N,-labelled 2'-(R)-F-fdC 20, 2'-(R)-F-hmdC 37 and [Ds]-2'-(R)-F-mdC 18.
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3',5'-di-O-acetyl-2'-deoxy-2'-(R)-fluoro-3-nitrouridine (31)
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NH;NO; (1.45 g, 18.1 mmol, 2.0 eq) was cautiously powdered with a mortar and pestle and
subsequently suspended in DCM (50 mL). The resulting mixture was cooled to 0 °C and trifluoroacetic
anhydride (5.10 g, 36.2 mmol, 4.0 eq) was added dropwise. After 30 minutes of warming up to room
temperature, a brownish slurry developed which was stirred for another two hours until almost all of
the remaining NH;NO; was dissolved (note that complete dissolution of NH4NOsz could not be
observed even after extended stirring). The resulting brownish-yellow solution was then again cooled
to 0 °C and 30 (3.00 g, 9.06 mmol, 1.0 eq) was added in small portions. The reaction mixture was
stirred for additional three hours at 0 °C and was quenched through the addition of PBS-Buffer (100
mL, pH = 7.4). The aqueous layer was extracted with DCM (3 x 75 mL), combined organic layers were
dried over Na,SO, and the solvent was removed in vacuo. The crude residue was purified by column
chromatography (1% MeOH/DCM to 2.5% MeOH/DCM) and 31 (3.60 g, 9.59 mmol, quant.) was

yielded as a colourless powder.

'H-NMR (599 MHz, CDCl;, ppm): 6 = 7.47 (d, ®J = 8.3 Hz, 1H, 6-H), 5.89 (d, >/ = 8.3 Hz, 1H, 5-H), 5.81
(dd, *Jr = 17.2 Hz, ®J = 1.4 Hz, 1H, 1'-H), 5.41 (ddd, %.r = 51.6 Hz, *J = 4.8 Hz, ®J = 1.4 Hz, 1H, 2'-H),
5.13 (ddd, ¥ = 18.0 Hz, 3/= 4.8 Hz, /= 3.5 Hz, 1H, 3'-H), 4.47 - 4.43 (m, 2H, 5'-H + 4'-H), 4.33 - 4.30
(m, 1H, 5'H), 2.16 (s, 3H, C3'-0-(C=0)-CHs), 2.10 (s, 3H, C5'-O-(C=0)-CHs). *C-NMR (151 MHz, CDCls,
ppm): & = 170.2 (C5'-0-(C=0)-CH3), 169.9 (C3'-0-(C=0)-CHs), 154.9 (C-4), 145.1 (C-2), 140.1 (C-6),
102.0 (C-5), 92.0 (d, %cr = 37.3 Hz, C-1'), 90.8 (d, Yer = 193.1 Hz, C-2'), 79.3 (C-4'), 69.3 (d, Jcr =
16.0 Hz, C-3'), 61.8 (C-5'), 20.8 (C5'-0-(C=0)-CH;), 20.5 (C3'-0-(C=0)-CHs). **F-NMR (377 MHz, CDCls,
ppm): 8 = -199.4 (dt, Yry = 51.8 Hz, *Jry = 18.4 Hz). HRMS (ESI*): calc. for Ci3H1gFN4Og" [M+NH,]*:
393.1052, found: 393.1048. IR (ATR): v (cm™) = 3096 (w), 1737 (s), 1693 (s), 1644 (s), 1617 (m), 1558
(w), 1540 (w), 1506 (w), 1456 (w), 1436 (m), 1377 (m), 1289 (m), 1252 (m), 1224 (s), 1119 (m), 1100
(s), 1055 (s), 990 (m), 960 (m), 901 (m), 884 (m), 852 (w), 828 (m), 804 (m), 748 (m), 738 (m), 705 (w),
677 (w). Melting Range: 132 °C - 134 °C.



3',5'-di-O-acetyl-2'-deoxy-2'-(R)-fluoro-(N*-"*N)-uridine (32)
(0]
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First, ®NH,CI (400 mg, 7.34 mmol, 1.2 eq) was dissolved in H,O (15 mL) and KOH (412 mg, 7.34
mmol, 1.2 eq) and NEt; (1.50 mL, 10.0 mmol, 1.6 eq) were added. 31 (2.30 g, 6.13 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in MeCN (15 mL) and also given to the clear solution, which was then vigorously stirred at
room temperature overnight. Subsequently, MeCN was removed in vacuo and the resulting agueous
phase was neutralized through the addition of sat. NH,Cl (100 mL). The aqueous layers were
extracted with DCM (3 x 100 mL), organic layers were collected and dried over Na,SO,. The volatiles
were removed under reduced pressure and the crude mixture was purified by column
chromatography (DCM --> 2% MeOH/DCM). 32 (818 mg, 2.47 mmol, 40%) was yielded as a white

foam.

'H-NMR (800 MHz, DMSO-d¢, ppm): & = 7.71 (d, *J = 8.1 Hz, 1H, 6-H), 5.87 (dd, */,.s= 22.4 Hz, */= 2.0
Hz, 1H, 1'-H), 5.69 - 5.68 (m, 1H, 5-H), 5.33 (ddd, %.c= 52.5 Hz, >/= 5.3 Hz, *J= 2.0 Hz, 1H, 2'-H), 5.26
(ddd, *Jyr= 25.2 Hz, >J = 5.3 Hz, ®/= 2.8 Hz, 1H, 3'-H), 4.34 (dd, 2/ = 12.4 Hz, *J = 3.0 Hz, 1H, 5'-H), 4.27
(m, 1H, 4'-H), 4.16 (dd, %/ = 12.3 Hz, *J = 5.8 Hz, 1H, 5'-H), 2.11 (s, 3H, C3'-0-(C=0)-CH3), 2.04 (s, 3H,
C5'-0-(C=0)-CHs). *C-NMR (202 MHz, DMSO-ds, ppm): & = 170.2 (C5'-0O-(C=0)-CHs), 169.5 (C3'-O-
(C=0)-CHs), 163.2 (sd, Yoy = 8.7 Hz, C-4), 150.1 (sd, "Jen = 17.6 Hz, C-2), 142.9 (C-6), 102.1 (C-5), 90.8
(d, YJer = 186.3 Hz, C-2'), 90.5 (d, *Jer = 37.0 Hz, C-1'), 77.9 (C-4"), 69.8 (d, s = 14.3 Hz, C-3"), 62.7 (C-
5'), 20.5 (C5'-0-(C=0)-CH;), 20.3 (C3'-0-(C=0)-CH;). **F-NMR (377 MHz, DMSO-ds, ppm): & = -198.0
(ddd, “yr=52.5Hz, *Jyr = 22.3, *Jyr = 17.2). ®°N-NMR (41 MHz, DMSO-ds, ppm): & = -222.0. HRMS
(ESI"): calc. for CysHygFN,NO;" [M+NH,]": 349.1172, found: 349.1174. HRMS (ESI): calc. for
C1sH14FN°NO; [M-H]": 330.0761, found: 330.0763. IR (ATR): v (cm™) = 3092 (w), 3002 (w), 2929 (w),
2878 (w), 2817 (w), 1737 (s), 1716 (s), 1672 (s), 1464 (w), 1449 (w), 1429 (w), 1417 (m), 1380 (m),
1365 (m), 1335 (w), 1299 (w), 1266 (m), 1236 (s), 1120 (w), 1095 (m), 1073 (s), 1048 (s), 995 (m), 968
(m), 900 (s), 875 (m), 865 (m), 825 (s), 763 (m), 751 (m), 732 (w), 699 (w), 684 (w). Melting Range:
169 °C- 173 °C.



3',5'-bis-O-(tert-butyl(dimethyl)silyl)-2'-deoxy-2'-(R)-fluoro-(N*-**N)-uridine (33)

0
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N)§O
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For the deprotection of 32 (800 mg, 2.42 mmol, 1.0 eq), the compound was dissolved in methanolic
ammonia (7N, 5 mL) and stirred at room temperature overnight. The volatiles were then removed in
vacuo and the mixture was dried on high vac. The resulting crude yellow oil was dissolved in pyridine
(10 mL), imidazole (741 mg, 10.9 mmol, 4.5 eq) and TBSCI (1.09 g, 7.26 mmol, 3.0 eq) were added
and the mixture was stirred at room temperature for 16 hours. After pyridine was removed by rotary
evaporation, the residue was suspended in sat. NaHCO; (100 mL) and extracted with DCM (3 x 75 mL)
and the combined organic layers were dried over Na,SO,. The obtained oily compound was then
coevaporated with toluene (3 x 25 mL), whereas 1.11 g (2.33 mmol, 96%) of 33 were yielded as a

colourless waxy solid.

'H-NMR (599 MHz, CDCl;, ppm): 6 = 7.92 (d, *J = 8.2 Hz, 1H, 6-H), 6.06 (dd, */i;.r = 15.3 Hz, >/ = 2.0 Hz,
1H, 1'-H), 5.69 (dd, */ = 8.2 Hz, *J.y = 2.6 Hz, 1H, 5-H), 4.77 (ddd, Yy.s = 52.3 Hz,*) = 4.3 Hz, 3/ = 2.0 Hz,
1H, 2'-H), 4.29 (ddd, */.r = 18.9 Hz,J = 7.2 Hz, *J = 4.2 Hz, 1H, 3'-H), 4.08 (dd, *J = 7.2 Hz, ®/ = 1.6 Hz,
1H, 4'-H), 4.05 (dd, % = 11.7 Hz, *J = 2.1 Hz, 1H, 5'-H), 3.78 (dd, %/ = 11.7 Hz, */ = 1.8 Hz, 1H, 5'-H), 0.93
-0.90 (m, 18H, Si(CHs),("Bu)), 0.12 - 0.10 (m, 12H, Si(CHs),(‘Bu)). *C-NMR (151 MHz, CDCls, ppm): & =
163.1 (d, Yen = 8.7 Hz, 4-C), 150.0 (sd, “Jen = 17.8 Hz, 2-C), 139.9 (C-6), 102.5 (C-5), 93.2 (d, YJcr =
193.3 Hz, C-2'), 87.9 (d, %Jcr = 33.8 Hz, C-1'), 83.9 (C-4'), 68.7 (d, *Jcr = 16.2 Hz, C-3'), 60.9 (C-5'), 26.1
(Si(C(CHs)3)), 25.7 (Si(C(CHs)s)), 18.5 (Si(C(CHs)s), 18.2 (Si(C(CHs)s)), -4.5 (Si(CHs),'Bu), -4.9
(Si(CH5),'Bu), -5.3 (Si(CHs),'Bu), -5.4 (Si(CHs),"Bu). **F-NMR (377 MHz, CDCl;, ppm): & = -202.5 (ddd,
2Jur=52.4 Hz, ¥y = 19.0, /s = 15.3). ®N-NMR (41 MHz, CDCl;, ppm): & = -224.4. HRMS (ESI*): calc.
for Cy1HaoFN"NOsSi," [M]*: 476.2425, found: 476.2429. HRMS (ESI): calc. for Cy;H3sFN°NOsSi, [M-H]
: 474.2279, found: 474.2291. IR (ATR): v (cm™) = 3381 (w), 3254 (w), 2953 (w), 2927 (m), 2856 (m),
1749 (w), 1713 (s), 1707 (s), 1692 (s), 1681 (s), 1629 (w), 1471 (w), 1452 (m), 1398 (w), 1388 (w),
1362 (w), 1321 (w), 1362 (m), 1321 (w), 1276 (m), 1251 (m), 1230 (w), 1157 (m), 1120 (s), 1094 (m),
1072 (m), 1052 (m), 993 (m), 978 (m), 938 (w), 899 (w), 880 (m), 863 (m), 828 (s), 811 (m), 802 (s),
778 (s), 757 (s), 748 (m), 711 (m), 704 (m), 663 (m).



3',5'-bis-O-[tert-butyl(dimethyl)silyl]-2'-deoxy-2'-(R)-fluoro-(N*,N*-*N,)-cytidine (34)
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In a round bottom flask, 1,2,4-triazole (1.04 g, 15.1 mmol, 9.9 eq) was dissolved in MeCN (30 mL),
cooled to 0 °C and stirred for ten minutes. To the resulting turbid solution, NEt; (2.00 mL, 14.4 mmol,
9.4 eq) was added dropwise and the mixture was stirred at 0 °C for another 20 minutes.
Subsequently, a solution of 33 (730 mg, 1.53 mmol, 1.0 eq) in MeCN (10 mL) was given to the
reaction and heated to 60 °C for 14 hours. After the starting material was consumed (as judged by
TLC analysis), the mixture was quenched through addition of saturated NaHCO; (100 mL) and the
resulting aqueous layer was extracted with DCM (3 x 100 mL). Combined organic layers were dried
over Na,SO, and the solvents were removed under reduced pressure. The resulting crude triazole
derivative of 26 was then resuspended in dioxane (3.0 mL) and an aqueous solution of *°NH; (3N, 3.0
mL) was added. After the reaction was stirred at room temperature for 24 hours, starting material
was still visible on the TLC. Thus, the heat was slightly increased to 30 °C and stirred for another 16
hours. The reaction was stopped through addition of saturated aqueous solution of NH,CI (50 mL),
extracted with DCM (3 x 50 mL) and the combined organic layers were backwashed with brine (100
mL) and subsequently dried over Na,SO,. Purification through column chromatography (DCM --> 2%
MeOH/DCM --> 3% MeOH/DCM --> 4% MeOH/DCM) yielded 34 (430 mg, 0.90 mmol, 59%) as a

colourless foam.

'H-NMR (800 MHz, CDCl;, ppm): 6 = 8.07 (d, */ = 7.5 Hz, 1H, 6-H), 6.03 (dd, */i;.r = 15.9 Hz, >/ = 0.9 Hz,
1H, 1'-H), 5.80 (d, * = 7.5 Hz, 1H, 5-H), 4.79 (dd, %Jy+ = 52.2 Hz, >/ = 3.9 Hz, 1H, 2'-H), 4.23 (ddd, *Jy;s =
22.6 Hz,?J = 8.6 Hz, °J = 3.9 Hz, 1H, 3'-H), 4.12 - 4.07 (m, 2H, 4'-H + 5'-H), 3.79 (dd, 2/ = 11.9 Hz, */ = 1.8
Hz, 1H, 5'-H), 0.94 (s, 9 H, Si(CH3),("Bu)), 0.89 (s, 9 H, Si(CHs),("Bu)), 0.13 (s, 3H, Si(CHs),('Bu)), 0.12 (s,
3H, Si(CHs),("Bu)), 0.10 (s, 3H, Si(CHs),('Bu)), 0.08 (s, 3H, Si(CHs),("Bu)). *C-NMR (201 MHz, CDCl;,
ppm): 6 = 165.0 (dd, YJen = 21.8 Hz, Yy = 8.54 Hz 4-C), 154.9 (sd, Yy = 9.2 Hz, 2-C), 141.5 (C-6), 94.5
(C-5), 93.4 (d, YJer= 192.3 Hz, C-2'), 88.9 (d, %Jcr = 33.4 Hz, C-1'), 83.1 (C-4'), 68.0 (d, Ycr= 17.3 Hz, C-
3'), 60.4 (C-5'), 26.1 (Si(C(CHs)3)), 25.8 (Si(C(CHs)s)), 18.6 (Si(C(CHs)s)), 18.2 (Si(C(CHs)s)), -4.5
(Si(CH5),'Bu), -4.9 (Si(CHs),"Bu), -5.3 (Si(CHs),'Bu), -5.4 (Si(CHs),'Bu). **F-NMR (376 MHz, CDCls;, ppm):
& =-201.3 (ddd, Yy.r= 51.8 Hz, *Jur = 20.8, *Jiyr = 15.6). *N-NMR (41 MHz, CDCl;, ppm): & = -288.1, -
288.3. HRMS (ESI*): calc. for CpHa FN'N,0,Si, * [M]*: 476.2555, found: 476.2558. HRMS (ESI): calc.
for Co1H3sFN®N,0,5i, [M-H]: 474.2409, found: 474.2411. IR (ATR): v (cm™) = 3170 (bw), 2954 (w),



2929 (w), 2857 (w), 1717 (w), 1645 (m), 1519 (w), 1506 (m), 1394 (w), 1362 (w), 1278 (w), 1253 (m),
1157 (m), 1157 (w), 1120 (m), 1071 (m), 991 (w), 881 (m), 860 (m), 835 (s), 812 (m), 777 (s), 670 (m),
592 (m).

3',5'-bis-O-(tert-butyl(dimethyl)silyl)-5-iodo-2'-deoxy-2'-(R)-fluoro-(N*,N*-**N,)-cytidine (35)
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In a round bottom flask, 34 (30 mg, 0.06 mmol, 1.0 eq) was dissolved in MeCN (5 mL) and ceric
ammonium nitrate (71 mg, 0.13 mmol, 2.2 eq) and iodine (32 mg, 0.13 mmol, 2.2 eq) were added.
The dark brownish mixture was then stirred at 60 °C for a total time of three hours and after the
reaction was cooled to room temperature, MeCN was removed in vacuo. Addition of DCM (20 mL)
lead to the precipitation of cerium salts, which were filtered off and the DCM was finally removed
under reduced pressure. Column chromathography (5% MeOH/DCM) of the crude mixture yielded 35

(37 mg, 60 umol, quant.) as an orange oil.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): & = 7.99 (s, 1H, 6-H), 5.98 (dd, *Ju = 16.0 Hz, ®/ = 1.8 Hz, 1H, 1'-H),
4.81 (ddd, *Jur = 52.3 Hz,*) = 4.4 Hz, */ = 1.8 Hz, 1H, 2'-H), 4.19 (ddd, *Jyr = 18.9Hz,%/ = 7.6 Hz,*/ = 4.4
Hz, 1H, 3'-H), 4.09 - 4.01 (m, 2H, 4'-H + 5'-H), 3.78 (dd, %/ = 11.9 Hz, *>J = 2.1 Hz, 1H, 5'-H), 0.95 (s, 9 H,
C3'/C5'-0-Si(CHs),('Bu)), 0.89 (s, 9 H, Si(CHs),('Bu)), 0.16 (s, 3H, Si(CHs3),('Bu)), 0.15 (s, 3H,
Si(CH3),("Bu)), 0.10 (s, 3H, Si(CH3),("Bu)), 0.08 (s, 3H, Si(CHs),(‘Bu)). **C-NMR (101 MHz, CDCl;, ppm): &
= 164.0 (dd, Yen = 23.0 Hz, Yen = 6.0 Hz, 4-C), 154.5 (sd, Yy = 8.9 Hz, 2-C), 146.4 (C-6), 57.0 (C-5),
93.1 (d, Yer = 193.3 Hz, C-2'), 89.2 (d, Jer = 33.0 Hz, C-1'), 83.9 (C-4'), 68.8 (d, Ycs = 16.5 Hz, C-3'),
61.1 (C-5'), 57.4 (C-5), 26.5 (Si(C(CHs)s)), 25.8 (Si(C(CHs)s)), 18.9 (Si(C(CHs)3)), 18.2 (Si(C(CHs)s)), -4.4
(Si(CH5),'Bu), -4.7 (Si(CHs),'Bu), -4.8 (Si(CH5),'Bu), -4.9 (Si(CHs),'Bu). *’F-NMR (376 MHz, CDCl;, ppm):
& = -201.7 (ddd, %y =52.3 Hz, *Jy = 19.0, *Jyr = 16.8). ®*N-NMR (41 MHz, CDCl;, ppm): & = -280.4, -
280.5. HRMS (ESI*): calc. for C1HioFINN,0,5i," [M]*: 602.1521, found: 602.1530. HRMS (ESI): calc.
for CyHasFINN,0,Si," [M-H]: 600.1376, found: 600.1378. IR (ATR): v (cm™) = 3305 (w), 2955 (w),
2916 (s), 2850 (s), 1730 (s), 1635 (m), 1470 (s), 1418 (w), 1382 (w), 1361 (w), 1276 (m), 1253 (m),
1220 (m), 1178 (s), 1123 (m), 1105 (m), 1062 (m), 1047 (m), 992 (m), 942 (w), 889 (m), 864 (m), 836
(s), 777 (s), 740 (m), 719 (m), 670 (m), 643 (m), 622 (m), 593 (m).
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3',5'-bis-O-(tert-butyl(dimethyl)silyl)5-formyl-2'-deoxy-2'-(R)-fluoro-(N*,N*-**N,)-cytidine (36)
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The reaction vessel of a high pressure CO-autoclave was charged with 35 (220 mg, 0.37 mmol, 1.0
eq), PPhsz (58 mg, 0.2 mmol, 0.6 eq), Pd,(dba);CHCl; (38 mg, 0.04 mmol 0.1 eq) and toluene (5.5 mL).
The mixture was purged with CO twice and finally set under a pressurized atmosphere of CO (50 psi).
After heating to 65 °C, tributyltin hydride (120 uL, 0.44 mmol, 1.2 eq) was added to the reaction
through a syringe pump (17 pL/h). After the addition was finished, the mixture was cooled to room
temperature and the volatiles were removed under reduced pressure. The crude was subjected to
purification by column chromatography (20% EtOAc/ 'Hex --> 50% EtOAc/ 'Hex) and 36 (158 mg, 0.31

mmol, 85%) was obtained as a yellow foam.

'H-NMR (599 MHz, CDCl5;, ppm): & = 9.50 (s, 1H, CHO), 8.53 (s, 1H, 6-H), 8.26 (dd, Jy.n = 92.9 Hz, '/ =
6.0 Hz, 1H, *NH,), 7.29 (d, Yy = 92.9 Hz, 1H, *NH,), 6.02 (dd, *Ju+ = 16.3 Hz, 3/ = 2.0 Hz, 1H, 1'-H),
4.92 (dd, %y = 51.9 Hz,*J = 4.1 Hz, 1H, 2'-H), 4.23 - 4.14 (m, 3H, 3'-H, 4'-H, 5'-H), 3.83 (dd, J = 12.2
Hz, 3/ = 2.1 Hz, 1H, 5'-H), 0.94 (s, 9 H, Si(CHs),('Bu)), 0.89 (s, 9 H, Si(CHs),('Bu)), 0.14 (s, 3H,
Si(CHs),("Bu)), 0.11 (s, 3H, Si(CHs),("Bu)), 0.10 (s, 3H, Si(CH3),("Bu)), 0.08 (s, 3H, Si(CHs),(‘Bu)). *C-NMR
(151 MHz, CDCl;, ppm): & = 187.3 (CHO), 162.9 (dd, "Jen = 20.9 Hz, *Jey = 5.1 Hz, C-4), 153.2 (C-6),
153.0 (C-2), 105.7 (C-5), 93.0 (d, Ycr= 192.9 Hz, C-2'), 89.8 (d, *Jer = 34.4 Hz, C-1'), 83.8 (C-4'), 68.2 (d,
’Jer = 16.5 Hz, C-3'), 60.7 (C-5'), 26.2 (Si(C(CHs)3)), 25.7 (Si(C(CHs)3)), 18.8 (Si(C(CHs)s)), 18.2
(Si(C(CHs)3)), -4.3 (Si(CHs),"Bu), -4.8 (Si(CH3)2(C(CHs)s)), -4.8 (Si(CH3),'Bu), -5.2 (Si(CHs),'Bu). F-NMR
(377 MHz, CDCl;, ppm): & = -200.9 (ddd, Yy.r= 51.7 Hz, *Jyr = 19.9, *Jyr = 15.7). >°N-NMR (41 MHz,
CDCls;, ppm): & = -175.2, -286.0. HRMS (ESI*): calc. for CyHaFN™N,0sSi," [M]*: 504.2504, found:
504.2513. HRMS (ESI): calc. for Cy,H3oFN™N,0sSi, [M-H]: 502.2358, found: 502.2357. IR (ATR): v
(cm™) = 3383 (bw), 2954 (w), 2929 (w), 2857 (w), 1663 (s), 1636 (m), 1506 (m), 1472 (w), 1418 (w),
1361 (w), 1252 (m), 1237 (m), 1167 (w), 1120 (m), 1070 (s), 993 (m), 979 (w), 835 (s), 813 (m), 777
(s), 699 (w), 667 (m), 598 (m), 575 (w).



5-formyl-2'-deoxy-2'-(R)-fluoro-(N*,N*-*>N,)-cytidine (20)
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For the TBS deprotection, 36 (100 mg, 0.20 mmol, 1.0 eq) was dissolved in a mixture of EtOAc (2.8
mL) and pyridine (0.8 mL). HFepyridine (52 pL, 2.00 mmol, 10 eq) was added, the reaction was stirred
for 16 hours at room temperature and a colourless precipitate formed. To quench the reaction,
methoxytrimethyl silane (200 uL) was given to the mixture and stirred for another two hours at room
temperature, whereas more of the colourless precipitate formed. The product was isolated through
repeated washing with EtOAc after centrifuging (6000 rpm, three times in total) of the suspension.
20 (32 mg, 0.12 mmol, 58%) were yielded as a slightly yellowish powder, which was finally purified
twice by semipreparative HPLC (Waters Nucleodur C18 ec, 0% MeCN/H,0 --> 13% MeCN/H,0 in 30

minutes, 5.0 mL/min) for cell-feeding purposes.

'H-NMR (800 MHz, D,0, ppm): & = 9.54 (s, 1H, CHO), 8.90 (s, 1H, 6-H), 6.10 (d, *Ju.r = 17.7 Hz, 1H, 1"-
H), 5.22 (dd, Yy = 52.3 Hz, > = 4.3 Hz, 1H, 2'-H), 4.39 (ddd, *)i.s = 24.2 Hz, > = 9.3 Hz, > = 4.3 Hz, 1H,
3'-H) 4.37 (dt,*/ = 9.3 Hz, ®/ = 3.0 Hz, 1H, 4'-H), 4.15 (dd, %J = 13.1 Hz, ®/ = 2.4 Hz, 1H, 5'-H), 3.94 (dd, ¥
= 13.1 Hz, *J = 3.5 Hz, 1H, 5'-H). *C-NMR (201 MHz, D,0, ppm): & = 190.3 (CHO), 162.8 (dd, Yen =
21.8 Hz, Yy = 6.5 Hz, C-4), 155.0 (C-6), 154.9 (C-2), 105.9 (C-5), 93.7 (d, "Jcr = 186.0 Hz, C-2'), 89.9 (d,
%Jes = 34.9 Hz, C-1'), 82.5 (C-4'), 67.2 (d, Ycr = 16.7 Hz, C-3'), 59.1 (C-5'). *F-NMR (376 MHz, D0,
ppm): 8 = -201.6 (ddd, %yr=52.3 Hz, *Jyr = 24.0, *Jyr = 17.7). ®N-NMR (41 MHz, D,0, ppm): 6 = -
199.9, -200.4. HRMS (ESI*): calc. for CioH1sFN'>N,Os* [M+H]": 276.0774, found: 276.0778. HRMS (ESI’
): calc. for C1oH1;FN'°N,05 [M-H]": 274.0629, found: 274.0629.



5-hydroxymethyl-2'-deoxy-2'-(R)-fluoro-(N?,N*-°N,)-cytidine (37)
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First, 20 (1.00 mg, 3.60 umol, 1.0 eq) was dissolved in MeOH (1.0 mL), CeCl;¢7 H,0 (4.10 mg, 10.9
pmol, 3.0 eq) and NaBH, (0.20 mg, 3.60 umol, 1.0 eq) were added subsequently, whereas an
evolution of gas could be observed. After stirring at room temperature for one hour, complete
conversion to the desired product could be observed (as judged by LC-MS). Then, a saturated
aqueous solution of NH4Cl (1.0 mL) was given to the crude and the solvent was removed by
lyophillization. Purification of 37 was achieved through semipreparative HPLC (Waters Nucleodur C18
ec, 0% MeCN/H,0 --> 10% MeCN/H,0 in 45 minutes, 5.0 mL/min) and yielded 0.80 mg (2.80 umol,

80%) of pure 37 as a white powder.

'H-NMR (800 MHz, D,0, ppm): & = 7.85 (s, 1H, 6-H), 5.92 (dd, *Ju = 19.4 Hz, */ = 1.1 Hz, 1H, 1'-H),
5.07 (dd, YJys = 52.9 Hz, *J = 4.5 Hz, 1H, 2'-H), 4.35 (s, 2H, CH,OH), 4.28 (ddd, *Ju+ = 22.0 Hz, */ = 8.9
Hz, *J = 4.5 Hz, 1H, 3'-H) 4.07 (dt, */ = 8.9 Hz, ®/ = 3.3 Hz, 1H, 4'-H), 3.97 (dd, ¥ = 13.0 Hz, */ = 2.4 Hz,
1H, 5'-H), 3.78 (dd, % = 13.0 Hz, *J = 4.0 Hz, 1H, 5'-H). *C-NMR (201 MHz, D,0, ppm): & = 165.2 (dd,
YJen=21.2 Hz, YJen = 6.7 Hz, C-4), 156.9 (C-2), 140.9 (C-6), 106.5 (C-5), 93.7 (d, “Jer = 184.4 Hz, C-2'),
89.8 (d, YJer = 35.0 Hz, C-1'), 82.1 (C-4"), 67.7 (d, e = 16.1 Hz, C-3"), 59.6 (C-5'), 57.7 (CH,OH). *°F-
NMR (376 MHz, D,0, ppm): & = -200.5 (ddd, “y.r=52.9 Hz, *Jur = 22.0, */ir = 19.4). > N-NMR (41
MHz, D,0, ppm): § = -201.9, -202.0. HRMS (ESI*): calc. for C;oH1sFN'N,0s* [M+H]": 278.0931, found:
278.0933. HRMS (ESI): calc. for CoH13FN™N,0s [M-H]: 276.0785, found: 276.0787.



2'-deoxy-2'-(R)-fluoro-(N?,N*-°N,)-cytidine (19)

15N|.|2
15N

LA

N~ "0

HO
W

OH F

34 (117 mg, 0.25 mmol, 1.0 eq) was dissolved in EtOAc (3.5 mL) and pyridine (98 pL). Subsequently
HFepyridine (70% solution, 123 ul, 4.92 mmol, 20 eq) was added and the mixture stirred at room
temperature for 22 hours. TMSOMe (4.9 mL) was then added and after another hour of stirring at
room temperature, the solvents were removed in vacuo. The residue was dissolved in H,0 and then

purified by HPLC which yielded 44 mg (0.18 mmol, 72%) of 19 as a colourless solid.

'H-NMR (800 MHz, D,O ppm): § = 7.81 (d, ) = 7.6 Hz, 1H, 6-H), 6.02 (d, *>J = 7.7 Hz, 1H, 5-H), 5.97 (d,
*Jur = 19.8 Hz, 1H, 1'-H), 5.15 (ddd, Yy = 52.9 Hz, 3/ = 4.9 Hz, ®/ = 1.1 Hz, 1H, 2'-H), 4.34 (ddd, *Jy.s =
22.5 Hz, 3/ = 9.0 Hz, 3J = 4.6 Hz, 1H, 3'-H), 4.16-4.08 (m, 1H, 4'-H), 4.01 (dd, %/ = 13.0 Hz, 3/ = 2.4 Hz,
1H, 5'-H), 3.83 (dd, %/ = 13.0 Hz, >/ = 4.4 Hz, 1H, 5'-H). **C-NMR (201 MHz, D,0, ppm): § = 162.6 (C4),
149.9 (C2), 140.6 (C6), 96.0 (C5), 93.2 (d, Yer = 193.8 Hz, C2'), 89.9 (d, % = 35.7 Hz, C1'), 82.2 (C4),
67.8 (d, *Jor = 15.5 Hz, C3'), 59.9 (C5'). **F-NMR (376 MHz, D,0 ppm): § = -200.3 (dt, *Jr.y = 53.1 Hz,
*Jen = 19.0 Hz). HRMS (ESI™): calc. for Ci1HisFN™N,06 [M+0OAc]": 306.0891, found: 306.0894.

3',5'-bis-O-(tert-butyl(dimethyl)silyl)- 5-iodo-2'-deoxy-2'-(R)-fluoro -uridine (38)
(o]
|
| NH
N/go

(o)

TBSO

TBSO F
TBS-protected 3',5'-bis-O-[tert-butyl(dimethyl)silyl]-2'-deoxy-2'-fluoro-uridine (0.50 g, 1.05 mmol,
1.0 eq) was dissolved in MeCN (100 mL) and CAN (2.30 g, 2.10 mmol, 2.0 eq) and 1, (1.07 g, 2.10
mmol, 2.0 eq) were added to the mixture. The dark red brownish solution was heated to 65 °C for 1.5
hours and subsequently poured into saturated NaHCO; and a saturated solution of Na,S5,0; was
added until the solution became colourless. The aqueous phases were exrtracted with EtOAc (2x50
mL) and the combined organic fractions dried over Na,SO;. Column chromatography (20%

EtOAc/'Hex) yielded the iodinated compound as a brownish foam (469 mg, 0.78 mmol, 74%).



'H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): & = 9.34 (s, 1H, NH), 7.98 (s, 1H, 6-H), 6.08 (dd, */.r = 14.3 Hz, >/ =
3.8 Hz, 1H, 1'-H), 4.82 (dt, *Jy = 52.5 Hz,?J = 4.2 Hz, 1H, 2'-H), 4.27 (dt, *Jy.r = 12.9 Hz, *J = 4.9 Hz, 1H,
3'-H), 4.08 - 4.06 (m, 1H, 4'-H), 3.98 (dd, %/ = 11.9 Hz, *J = 1.8 Hz, 1H, 5'-H), 3.76 (dd, %/ = 11.9 Hz, *J =
2.1 Hz, 1H, 5'-H), 0.95 (s, 9 H, C3'/C5'-0-Si(CHs),('Bu)), 0.90 (s, 9 H, Si(CHs),(‘Bu)), 0.16 (s, 3H,
Si(CH3),(*Bu)), 0.15 (s, 3H, Si(CHs),("Bu)), 0.10 (s, 3H, Si(CH3),("Bu)), 0.08 (s, 3H, Si(CHs),('Bu)). *C-NMR
(101 MHz, CDCls, ppm): 6 = 160.0 (4-C), 149.9 (2-C), 144.0 (C-6), 92.4 (d, “Jer = 195.3 Hz, C-2'), 87.4
(d, *Jor = 33.7 Hz, C-1'), 85.1 (C-4'), 69.6 (d, “Jcr = 15.6 Hz, C-3'), 69.2 (C-5'), 61.7 (C-5), 26.3
(Si(C(CH3)s3)), 25.7 (Si(C(CHs)s), 18.7 (Si(C(CHs)s)), 18.2 (Si(C(CHs)s)), -4.6 (Si(CHs),'Bu), -5.0
(Si(CH5),'Bu), -5.1 (Si(CH3),'Bu), -5.1 (Si(CH5),'Bu). HRMS (ESI*): calc. for CyHisFIN,OsSi," [M+H]":
601.1421, found:601.1432.

3',5'-bis-O-[tert-butyl(dimethyl)silyl]- 5-(D3) -methyl 2'-deoxy-2'-(R)-fluoro-uridine (39)
(o]

| NH
NAO

DsC

TBSO
(o)

TBSO F

38 (100 mg, 0.167 mmol, 1.0 eq) was dissolved in THF (4 mL) and Ni(dppp)Cl, (45 mg, 0.083 mmol,
0.5 eq) was added. The mixture was cooled to 0 °C and CDsMgl (0.55 mL, 1M solution in ether,
3.3 eq) was added slowly. The clear red solution was slowly warmed to rt and stirred for one hour
and subsequently quenched with sat. NH,4Cl (10 mL). The aqueous phase was extracted twice with
EtOAc (15 mL), combined organic fractions dried over Na,SO, and volatiles removed in vacuo. The
crude mixture was finally purified thorugh column chromatography (20% EtOAc/'Hex) to yield 30 mg
(0.061 mmol, 37%) of 39.

'H-NMR (400 MHz, CDCls;, ppm): & = 8.82 (s, 1H, NH), 7.38 (s, 1H, 6-H), 6.07 (dd, *J4r = 15.5 Hz, *J =
3.6 Hz, 1H, 1'-H), 4.83 (dt, *Ju.r = 52.9 Hz,>J = 4.2 Hz, 1H, 2'-H), 4.29 (dt, *Jr = 13.4 Hz, > = 5.1 Hz, 1H,
3'-H), 4.08 - 4.00 (m, 1H, 4'-H), 3.97 (dd, % = 11.8 Hz, ®J = 2.0 Hz, 1H, 5'-H), 3.76 (dd, 2/ = 11.8 Hz, *J =
2.8 Hz, 1H, 5'-H), 0.93 (s, 9 H, C3'/C5'-0-Si(CHs),("Bu)), 0.91 (s, 9 H, Si(CHs),("Bu)), 0.12 - 0.18 (m, 12H,
Si(CHs),("Bu)). *C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): § = 163.7 (4-C), 150.2 (2-C), 135.5 (C-6), 111.6 (5-C),
92.3 (d, Yer = 194.2 Hz, C-2'), 87.4 (d, *Jer = 33.5 Hz, C-1'), 84.5 (C-4"), 69.5 (d, Ycr = 15.8 Hz, C-3"),
61.7 (C-5'), 26.0 (Si(C(CHs)3)), 25.7 (Si(C(CHs)3)), 18.5 (Si(C(CHs)3)), 18.2 (Si(C(CHs)3)), -4.7 (Si(CHs),'Bu),
-5.1 (Si(CHs),'Bu), -5.3 (Si(CH3),'Bu), -5.3 (Si(CH5),'Bu). HRMS (ESI*): calc. for Cy,H3sD3FN,0sSi," [M+H]™:
492.2799, found: 492.2805.
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5-(Ds)-methyl-2'-deoxy-2'-(R)-fluoro-5 -cytidine (18)

NH,
DAy
|
N/go
HO
)
HO F

39 (30 mg, 0.06 mmol, 1.0 eq) was dissolved in pyridine (1.0 mL) and 1,2,4-triazole (34 mg,
0.49 mmol, 8.0 eq) and POCI; (12 pL, 0.12 mmol, 1.2 eq) were added at rt. The mixture was stirred
for two hours and then poured into sat. NH,Cl (10 mL). The resulting aqueous phase was quickly
extracted with EtOAc (10 mL), dried over Na,SO, and the solvents removed in vacuo. The residue was
redissolved in dioxane (3.0 mL) and NH4OH (25%, 1.0 mL) was added. After stirring at rt overnight,
volatiles were removed in vacuo and the crude taken up in EtOAc (0.5 mL). Subsequently,
HFepyridine (70% solution, 8 uL, 0.32 mmol, 5.4 eq) and pyridine (12 pL) were added stirred at room
temperature overnight. HFepyridine was quenched through addition of TMSOMe (100 pL) and the
residue was finally purified by HPLC (0 --> 10% MeCN/H,0 in 45 mins) to give 18 as a white powder.

'H-NMR (400 MHz, D,O ppm): 6 = 7.54 (s, 1H, 6-H), 5.87 (dd, *Ji.r = 19.8 Hz, >/ = 1.2 Hz, 1H, 1'-H),
5.00 (dd, *Ju.r = 53.0 Hz, *J = 4.6 Hz, 1H, 2'-H), 4.23 (ddd, *Jus = 22.3 Hz, ®/ = 8.9 Hz, ®) = 4.6 Hz, 1H, 3'-
H), 4.04-3.97 (m, 1H, 4'-H), 3.91 (dd, % = 13.0 Hz, ®/ = 2.4 Hz, 1H, 5'-H), 3.72 (dd, & = 13.0 Hz, ¥/ = 4.3
Hz, 1H, 5'-H). *C-NMR (101 MHz, D,0, ppm): § = 166.2 (C4), 157.0 (C2), 139.1 (C6), 104.4 (C5), 93.7
(d, Yer = 184.5 Hz, €2'), 89.7 (d, *Jer = 35.1 Hz, C1'), 82.1 (C4'), 67.8 (d, s = 16.6 Hz, C3'), 59.8 (C5').

HRMS (ESI*): calc. for CyoH1,D3FN,0," [M+H]": 263.1229, found:263.1230.
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7 Anhang: Zusatzmaterialien der verdffentlichten Arbeiten

7.2 Zusatzmaterialien zu Abschnitt 3.2.1
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1. Chemical Synthesis

Unless noted otherwise, all reactions were performed using oven dried glassware under an
atmosphere of nitrogen. Molsieve-dried solvents were used from Sigma Aldrich and chemicals were
bought from Sigma Aldrich, TCI, Carbolution and Carbosynth. Isotopically labeled trimethylamino
glycine was obtained from Eurisotop. For extraction and chromatography purposes, technical grade
solvents were distilled prior to their usage. Reaction controls were performed using TLC-Plates from
Merck (Merck 60 F;s4), flash column chromatography purifications were performed on Merck Geduran
Si 60 (40-63 uM). Visualization of the TLC plates was achieved through UV-absorption or through
staining with Hanessian's stain. NMR spectra were recorded in deuterated solvents on Varian
VXR400S, Varian Inova 400, Bruker AMX 600, Bruker Ascend 400 and Bruker Avance Il HD. HR-ESI-MS
spectra were obtained from a Thermo Finnigan LTQ FT-ICR. IR-measurements were performed on a
Perkin Elmer Spectrum BX FT-IR spectrometer with a diamond-ATR (Attenuated Total Reflection) unit.
HPLC purifications were performed on a Waters Breeze system (2487 dual array detector, 1525 binary
HPLC pump) using a Nucleosil VP 250/10 C18 column from Macherey Nagel. HPLC-grade MeCN was
purchased from VWR. For HPLC purifications of compounds 1a/b, 9a/b and 10a/b a buffer system of
0.25 mM ammonium formate in H,0, pH = 4.3 (referred to as buffer A) and 0.25 mM ammonium

formate in 80% MeCN/H,0 (referred to as buffer B) was used.

Synthesis of Hydroxylamine 1 and internal standards 9a/b and 10a/b

(N-Tritylaminooxy)acetic acid (6)

(o)
n\u/o¢0H

(N-Tritylaminooxy)acetic acid was synthesized according to Kojima et al.!

N-(prop-2-ene-1-yl)-2-((tritylamino)oxy)acetamide (7)

0O
Tr ,o\)J\
"

N-trityl protected aminooxyacetic acid 6 (2.50 g, 7.50 mmol, 1.0 eq) was suspended in DCM (40 mL)
and was subsequently charged with TBTU (2.89 g, 9.00 mmol, 1.2 eq), DIPEA (1.60 mL, 9.00 mmol,

1.2 eq) and propargylamine (1.40 mL, 22.6 mmol, 3.0 eq). The suspension was stirred at rt, whereupon

S1



after 15 hours a clear yellowish solution was formed. The mixture was diluted with EtOAc (300 mL),
the organic phase was washed with NH4Cl (300 mL) and NaHCOs (300 mL) and then dried over Na,;SO,.
Volatiles were finally removed in vacuo and the crude mixture was purified via column
chromatography (10% EtOAc --> 40% EtOAc/'Hex). 7 (2.57g, 6.93 mmol, 92%) was yielded as a colorless

solid.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 8/ppm = 7.37-7.22 (m, 15H, (CgHs)sC), 6.59 (s, 1H, (CeHs)sC-NH-0), 5.81 (bs,
1H, O=C-NH), 4.25 (s, 2H, 0-CH,C=0), 3.85 (dd, 3 = 5.5 Hz, *) = 2.6 Hz, 2H, HN-CH,), 2.15 (t, *) = 2.6 Hz,
1H, C=C-H). 3C-NMR (75 MHz, CDCls): 8/ppm = 169.1 (C=0), 143.9 (3C, 3 xO-NH-C-C), 129.0 (6C, Car
H), 128.2 (6C, Car-H), 127.4 (3C, Cierr-H), 79.3 (C=C-H), 74.6 (C(CeHs)3), 73.4 (0O-CHy), 71.7 (C=C- H), 28.8
(NH-CH,). HRMS (ESI*): calc. for C24H22N2NaO, [M+Na]*: 393.1573; found: 393.1571. IR (ATR): ¥ (cm™)
=3288 (w), 3222 (w), 3056 (w), 2913 (w), 2359 (w), 2339 (w), 1635 (m), 1542 (m), 1489 (m), 1065 (m),
996 (m), 763 (m), 747 (m), 707 (s), 697 (s), 685 (s), 627 (s). Melting Range: 157 - 158 °C.

2-((4-Azidophenyl)amino-N,N,N-trimethyl-2-oxoethaneaminium chloride (4a)

H
N © ©
/© N N(CHy), ©
N3 °

Betaine 3a (0.30 g, 2.56 mmol, 1.0 eq) was first dried on high vac at 180 °C for 20 minutes. After cooling
to rt, the colorless solid was suspended in DMF (25 mL). 4-Azidoanilin hydrochloride 2 (0.54g, 3.17
mmol, 1.2 eq), TBTU (0.99 g, 3.07 mmol, 1.2 eq) and DIPEA (1.10 mL, 6.32 mmol, 2.4 eq) were added
whereupon a yellow brownish solution formed gradually. After stirring for one hour at rt all solids were
dissolved and the reaction was further stirred at rt over night. DMF was then removed in vacuo and
the crude mixture was purified by column chromatography (DCM/MeOH/H,0/7N NH3 in methanol =
90:10:0.6:0.6) and 4a was yielded as the corresponding phenyl triazolate salt. The salt was then
redissolved in H,0 (50 mL) and was acidified to pH = 1. The aqueous phase was extracted with Et,0
until TLC analysis of the organic phase fractions showed no UV absorption. The aqueous layer was
subsequently neutralized with conc. NH; and the chloride salt of 4a (0.62 g, 2.30 mmol, 90%) was

yielded as a brownish powder.

'H-NMR (300 MHz, dmso d°): 5/ppm = 11.22 (s, 1H, NH), 7.69 (d, 3J = 8.9 Hz, 2H, CH=C-NH), 7.12 (d, 3J
= 8.4 Hz, 2H, CH=C-N3), 4.42 (s, 2H, CHa), 3.30 (s, 9H, N(CHs)s). *C-NMR (101 MHz, dmso d°): §/ppm =

162.0 (€C=0), 135.0 (NH-C=CH), 134.9 (N5-C=CH), 121.2 (2C, NH-C=CH), 119.5 (2C, N5-C=CH), 64.3 (CH,),
Y)



53.4 (3C, N(CHs)3). HRMS (ESI*): calc. for C11H16NsO* [M*]: 234.1349; found: 234.1348. IR (ATR): ¥ (cm’
1) = 3348 (w), 2983 (w), 2118 (s), 2083 (m), 1692 (s), 1676 (m), 1615 (m), 1549 (m), 1508 (s), 1287 (s),
1256 (m), 1050 (s), 1038 (s), 922 (s), 833 (s). Melting Range: 144 - 146 °C.

N,N,N-trimethyl-2-oxo0-2-((4-(4-((2-((tritylamino)oxy)acetamido)methyl)-1H-1,2,3-triazole1-yl)phe-

nyl)amino)ethanaminium chloride/bromide (8a)

First, a mixture of DCM and H,0 (a 5 mL) was freeze-pump-thaw degassed (3x) and then azide 4a (0.18
g, 0.65 mmol, 1.0 eq), alkyne 7 (0.24 g, 0.65 mmol, 1.0 eq) and CuBreSMe; (40 mg, 0.20 mmol, 0.3 eq)
were added. The suspension was stirred vigorously over night at rt whereupon a colorless emulsion
formed. The mixture was then concentrated under reduced pressure and purified by column
chromatography using a short plug of silica (DCM/MeOH/H,0/7N NH3 in methanol = 80:20:0.6:0.6). 8a
was yielded as a slightly yellow brownish solid (0.32 g, 0.50 mmol, 77%).

1H-NMR (300 MHz, dmso d®): 8/ppm = 11.67 (s, 1H, NH-CsHa), 8.55 (s, 1H, CH,-C=CH-N), 8.34 (s, 1H,
PhsC-NH), 8.32 (t, 3) = 5.8 Hz, 1H, O=C-NH-CH,), 7.91-7.84 (m, 4H, C¢Ha), 7.34-7.19 (m, 15H, C(CeHs)3),
4.53 (s, 2H, (CH2-N(CHs)s), 4.45 (d, 3) = 5.8, 2H, NH-CH,), 3.85 (s, 2H, N-O-CH,), 3.33 (s, 9H, N(CHs)s).
13C-NMR (101 MHz, dmso d°): 8/ppm = 169.7 (0=C-NH-CH,), 162.4 (O=C-CH,-N), 146.0 (CH,-C=C),
144.1 (3C, O-NH-C-C), 138.1 (N-C=CH-CH), 132.6 (N-C=CH-CH), 128.9 (6C, Car-H), 127.6 (6C, Car-H),
126.7 (3C, C-H), 121.0 (CH»-C=CH-N), 120.5 (4C, N-C=CH-CH=C-N), 73.7 (C(CsHe)3), 73.2 (O-CH,), 64.4
(CH2-N(CHs)s), 53.4 (N(CHs)s), 33.8 (NH-CH;). HRMS (ESI*): calc. for CssH3sN;Os* [M*]: 604.3031; found:
604.3026. IR (ATR): 7 (cm™) = 3387 (w), 3054 (w), 2923 (w), 1685 (m), 1613 (m), 1558 (m), 1519 (s),
1490 (m), 1446 (m), 1413 (m), 1312 (m), 1265 (m), 1224 (m), 1192 (m), 1085 (m), 1045 (m), 1002 (m),
990 (m), 948 (m), 922 (m), 876 (m), 838 (m), 757 (s), 698 (s), 627 (s). Melting Range: 142 - 152 °C.
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2-((4-(4-((2-(Aminooxy)acetoamido)methyl)-1H-1,2,3-triazole-1-yl)phenyl-amino)-N, N, N-trimethyl-

2-oxoethanaminium formate (1a)

(0]
o ©o N N
et i Iy o)
H N )/\ ® o
N=N o

N(CH3)3 HCoO
Trityl protected compound 8a (0.24g, 0.38 mmol) was dissolved in DCM (6 mL) and then 6m HCI (6 mL)
was added. The mixture was rigorously stirred at rt for one hour until a phase separation was visible.
The aqueous phase was then extracted with DCM (5 x 5mL) until TLC analysis of the organic phase
fractions showed no UV absorption. The pH was adjusted to 9-10 using 2M NH; and the aqueous phase
was removed in vacuo. 75 mg of 1a were then further purified by preparative HPLC (0% --> 20% buffer

B) and yielded 23 mg (0.05 mmol, 26%) of 1a as the colorless formate salt.

H-NMR (400 MHz, D,0): 8/ppm = 8.40 (s, 1H, CH,-C=CH-N), 8.21 (s, 1H, HCOO), 7.58 (d, 3J = 9.2 Hz,
2H, CH-CH=C-N3), 7.52 (d, *J = 9.2 Hz, 2H, CH-CH=C-NH), 4.53 (s, 2H, N-O-CH), 4.27 (s, 2H, NH-CH,),
4.22 (s, 2H, CH2-N(CHs)s), 3.36 (s, 9H, N(CHs)s). *C-NMR (101 MHz, D,0): §/ppm = 169.7 (O=C-NH-
CH,), 162.4 (0=C-CH,-N), 146.0 (CH,-C=C), 144.1 (3C, O-NH-C-C), 138.1 (N-C=CH-CH), 132.6 (N-C=CH-
CH), 128.9 (6C, Car-H), 127.6 (6C, Ca-H), 126.7 (3C, C-H), 121.0 (CH,-C=CH-N), 120.5 (4C, N-C=CH-CH=C-
N), 73.7 (€(CeHs)s), 73.2 (O-CH,), 64.4 (CH,-N(CHs)s), 53.4 (N(CHs)s), 33.8 (NH-CH,). HRMS (ESI*): calc.
for C16H24N703* [M*]: 362.1935; found: 362.1935. IR (ATR): ¥ (cm™) = 3130 (m), 3037 (s), 2807 (m), 2649
(m), 2363 (w), 1684 (s), 1610 (m), 1556 (s), 1517 (s), 1487 (m), 1475 (m), 1442 (m), 1403 (s), 1312 (m),
1262 (m), 1193 (m), 1128 (w), 1083 (w), 1048 (m), 991 (m), 967 (w), 921 (s), 837 (s).

N,N,N-Trimethyl-2-oxo-2-((4-(4-((2-((((3S5,4R)-3,4,5-trihydroxypentyliden)amino)oxy)acet-amido)-

methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)phenyl)amino)ethanaminium formate (9a)

OH o]
/\/‘\/\ H
.0
HO H ~N \/U\u/Y\N N)/\ ® Hcoo@
OH N=N g N(CH3);

1a (50.0 mg, 0.12 mmol, 1-0 eq) and 2'-desoxyribose (182 mg, 1.36 mmol, 11.8 eq) were dissolved in
H>0 (2.7 mL) and incubated over night at 30 °C and 1400 rpm in a Eppendorf Comfort thermomixer.
The mixture was filtered over a 0.2 um syringefilter and was subsequently purified by HPLC twice (0 >
15% buffer B). Pure product 9a (9.1 mg, 17 umol, 15%) was obtained as a colorless foam. The

compound was present as a mixture of E/Z isomers in aqueous solution that were not assigned.
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'H-NMR (600 MHz, D,0): /ppm = 8.46 (s, 1H, HCOO), 8.34 (s, 1H, CH>-C=CH-N), 7.79 (d, J=9.0 Hz, 2H,
CH-CH=C-N3), 7.74 - 7.71 (m, 8H, CH-CH=C-NH, C1 -H*), 7.08 (t, 3J = 5.4 Hz, 1H, C1 -H®), 4.67 (s, 2H, N-
0-CH,®), 4.63 (s, 2H, NH-CHy), 4.62 (s, 2H, N-O- CH>"), 4.35 (s, 2H, CH>-N(CH3)3), 3.92-3.87 (m, 1H, C3 -
H®), 3.85 - 3.80 (m, 1H, C3 -HA), 3.78-3.69 (m, 1H, C5 -H), 3.66—3.53 (m, 2H, C5 -H, C4 -H), 3.42 (s, 9H,
N(CHs)3), 2.79-2.69 (m, 2H, C2 -H®), 2.58 - 2.54 (m, 1H, C2 -H*), 2.41 - 2.35 (m, 1H, C2 -H*). *C-NMR
(150 MHz, D20): §/ppm = 172.4 (0=C-NH-CH,), 170.9 (HCOO), 162.7 (0=C-CH,-N), 153.5 (C1'4), 153.1
(C1'®), 145.1 (CH,-C=C), 136.8 (N- C=CH-CH), 133.5 (N-C=CH-CH), 122.5 (2C, CH=C-NH), 122.3 (CH-
C=CH-N), 121.9 (2C, CH=C-N3), 74.2 (C4), 74.0 (C4), 71.7 (N-O-CH,®), 71.5 (N-O-CH,"), 69.0 (C3'*), 68.8
(C3'8), 65.1 (CH-N(CHs)s), 62.3 (C5'), 54.3 (N(CH3)3), 34.1 (NH-CH,), 32.4 (C2 #), 29.2 (C2 ). HRMS (ESI*):
calc. for C;1H3oN,O6" [M]*: 478.2409; found: 478.2404.

(S,E)-3-(2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)acrylaldehyde (12)

(0]
/\/\)J\
(o M H
)ro
Methyl (2E)-3-[(4S)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl]prop-2-enoate 11 (0.20 g, 1.08 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in DCM (2.0 mL) and cooled to —78 °C. DIBAL-H (2.20 mL, 2™m in toluene, 2.1 eq) was added
and the yellowish mixture was slowly warmed to rt. After 90 minutes, DCM (5.0 mL) and H,0 (4.0 mL)
and NaOH (2™, 2.0 mL) were added. After stirring for an additional hour at rt, the organic phase was

separated from the aqueous and dried over Na,SO,. Volatiles were removed under reduced pressure

and the allylic alcohol was isolated in quantitative yield and used without further purification.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 5/ppm = 5.88 (dt, ) = 15.4 Hz, *J = 5.0 Hz, 1H, 5-H) 5.65 (dd, 3J = 15.6 Hz, *)
=7.6 Hz, 1H, 5-H), 4.47 (q, 3) = 7.3 Hz, 1H, 4-H), 4.08 (d, 3) = 5.1 Hz, 2H, 1-H), 4.30 (dd, 3) = 8.2 Hz, %) =
6.1 Hz, 1H, 3-H), 3.53 (t, 3J = 7.9 Hz, 1H, 2"-H), 2.34 (br s, 1H, CH,-OH), 1.36 (s, 3H, O-C(CHs)(CHs)-0),
1.32 (s, 3H, O-C(CHs)(CHs)-0).

The allylic alcohol was dissolved in DCM (2.0 mL), cooled to 0 °C and was charged with Dess-Martin-
periodinan (0.45 g, 1.08 mmol, 1.0 eq). The milky suspension was slowly warmed to rt and stirred over
night. After the addition of saturated Na;SO4 (10 mL) and a solution of Na,S,03 (171 mg, dissolved in
10 mL H,0), the mixture was extracted with DCM (3 x 15 mL) and dried over Na;SO,4. Organic solvents
were removed in vacuo and the crude mixture was purified via column chromatography (2.5%

MeOH/DCM). Aldehyde 12 (80 mg, 0.51 mmol, 47%) was isolated as a colorless oil.
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'H-NMR (400 MHz, CD,Cl;): 5/ppm = 9.50 (d, 3J = 7.6 Hz, 1H, 1-CHO), 6.70 (dd, 3 = 15.6 Hz, *) = 5.3 Hz,
1H, 3-H), 6.23 (dt, 3) = 15.6 Hz, *) = 5.8 Hz, 1H, 2"-H), 4.73 (q, 3) = 6.8 Hz, 1H, 4-H), 4.18 (dd, ) = 8.4Hz,
%) = 6.8Hz, 1H, 5-H), 3.67 (dd, 3J = 8.4Hz, %) = 6.8Hz, 1H, 5-H), 1.39 (s, 3H, O-C(CH3)(CHs)-0), 1.35 O-
C(CHs)(CH3)-0). *C-NMR (101 MHz, CD,Cl;): §/ppm = 193.0 (-CHO), 153.4 (3-C), 132.1 (2-C), 110.3
(Cquart), 74.9 (4-C), 68.7 (5-C), 26.2 (O-C(CH3)(CHs)-0), 25.4 (O-C(CHs)(CHs)-0). HRMS (El): calc. for
CgH1105° [M - H] *: 155.0708; found: 155.0707.

2-((4-(4-((2-((((1E,2E)-3-((S)-2,2-Dimethyl-1,3-dioxolane-4-yl)allylidene)-amino)oxy)acetamido)me-
thyl)-1H -1,2,3-triazole-1-yl)phenyl)amino)-N ,N ,N -trimethyl-2-oxoethane-1- aminium formate
(10a)

©
3)3 HCOO

0 H
SR ,OQL ON
HO” " XN N~ NF ®
= H/\<\N >//\N(CH
OH N=N (o]

Aldehyde 12 (20 mg, 0.13 mmol, 9.0 eq) and hydroxylamine 1a were dissolved in a 1:1 mixture of H,0
and CHCls (a 2.5 mL) and stirred at rt. The course of the reaction was monitored by HPLC (0 --> 30%
buffer B) whereas it was determined that after one hour the reaction was complete. The aqueous

phase was then washed with DCM (3 x 10 mL) and concentrated in vacuo. 13a (5.10 mg, 9.50 umol,

68%) was yielded as a brownish viscous oil that was used without further purification.

H-NMR (400 MHz, D,0): 3/ppm = 8.31 (s, 1H, HCOO), 8.12 (s, 1H, CH,-C=CH-N), 7.84 (d, 1H, 1'-H), 7.59
— 7.53 (m, 4H, CH-CH=C-Ns, CH-CH=C-NH), 6.20 - 6.03 (m, 2H, 2’ + 3-H’s), 4.54 - 4.52 (m, 1H, 4-H),
4.50 (s, 2H, N-O-CH,), 4.47 (s, 2H, NH-CH,), 4.20 (s, 2H, CH2-N(CHs)s), 4.02 - 3.98 (m, 1H, 5'-H), 3.45 -
3.50 (m, 1H, 5'-H), 3.27 (s, 9H, CH,-N(CHs)s), 1.26 (s, 3H, O-C(CHs)(CHs)-0), 1.24 (s, 3H, O-C(CHs)(CHs)-
0). HRMS (ESI*): calc. for CasHsaN;Os* [M*]: 500.2616; found: 500.2617.

For the deprotection of the acetonide, 13a (4.00 mg, 7.50 umol, 1.0 eq) was dissolved in MeOH and
PTSA e H,0 (1.40 mg, 7.50 umol, 1.0 eq) was added. The mixture was incubated in a Eppendorf comfort
thermomixer (1300 rpm, 25 °C) over night and the solvent was removed in vacuo by lyophylization.
The crude product was finally purified by semi preparative HPLC (0 --> 35% buffer B in 45 minutes) and

pure 10a was yielded as a colorless foam.

H-NMR (400 MHz, D,0): 5/ppm = 8.53 (s, 1H, HCOO), 8.30 (s, 1H, CH,-C=CH-N), 8.01 (s, d, 3) = 8.9 Hz,
1H, 1-H), 7.78 = 7.70 (m, 4H, CH-CH=C-N3, CH-CH=C-NH), 6.31 - 6.32 (m, 2H, 2+ 3-H’s), 4.63 (s, 2H, N-

0-CH3y), 4.62 (s, 2H, NH-CHa), 4.35 - 4.32 (m, 3H, CH2-N(CHs)s + 4-H), 3.61 (dd, 1) = 11.7 Hz, 3) = 4.4, 1H,
6



5-H), 3.51 (dd, 1 = 11.7 Hz, 3) = 6.5, 1H, 5-H), 3.22 (s, 9H, CH-N(CHs)s). *C-NMR (101 MHz, D,0):
8/ppm = 172.3 (0=C-NH-CH,), 170.9 (HCOO), 162.7 (0=C-CH,-N), 153.7 (1-C), 144.5 (CH,-C=C), 142.8
(3'-C), 136.9 (N-C=CH-CH), 133.6 (N-C=CH-CH), 123.0 (2-C), 122.5 (2C, CH=C-NH), 122.3 (CH,-C=CH-N),
122.0 (2C, CH=C-N3), 72.0 (N-O-CH,) 71.6 (4'-C), 64.4 (5-C), 65.1 (CH,-N(CHs)s), 54.3 (N(CHs)s), 34.1 (NH-
CH.). HRMS (ESI*): calc. for Co1H3oN;Os* [M]*: 460.2303; found: 460.2305.

2-((4-Azidophenyl)amino-N,N,N-tri(methyl-d;)-2-oxoethaneaminium chloride (4b)

N ® ©
/©/ [ NEDg)s A
N O aA=ciBr
3

4b was synthesized analogously to 4a except that [d11]-betaine (98% deuterium, Euriso-Top GmbH)
was used to introduce isotopic labels. Deuterium labels from the methylene group were not stable
under the reaction conditions and a complete D/H exchange was observed. Thus, a [do]-labeled

product was obtained.

1H-NMR (600 MHz, D,0): 5/ppm = 7.39 (d, 3=8.6, 2H, CH-CH=C-NH), 7.04 (d, 3)=8.5, 2H, CH-CH=C-N3),
4.18 (s, 2H, CH,). 3C-NMR (150 MHz, D0, ppm): 8/ppm = 162.7 (C=0), 137.5 (NH-C=CH), 132.5 (Ns-
C=CH), 123.5 (2C, NH-C=CH), 119.6 (2C, N5-C=CH), 65.0 (CH,). HRMS (ESI*): calc. for C13H;DsNsO* [M]*:
243.1914; found: 243.1916.

2-((4-(4-((2-(Aminooxy)acetoamido)methyl)-1H-1,2,3-triazole-1-yl)phenyl-amino)-N, N, N-tri(methyl-

ds)-2-oxoethanaminium formate (1b)

0 H
o @ o0 M N
HCOO ™ H.N~ N = /O/ ® ©

Isotopologue 1b was synthesized according to 1a with the slight modification that the trityl protected

intermediate 8b was not isolated and deprotected without further purification.
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N,N,N-Tri(methyl-ds)-2-oxo-2-((4-(4-((2-((((3S,4R)-3,4,5-trihydroxypentyliden)amino)oxy)acet-

amido)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)phenyl)amino)ethanaminium formate (9b)

e N

OH 3)3

Internal standard 9b was synthesized analogously to 9a, whereupon a mixture of (E)/(Z)-isomers was

obtained (depicted as A and B).

H-NMR (600 MHz, D,0): 8/ppm = 8.46 (s, 2H, HCOO), 8.35 (s, 1H, CH,-C=CH-N), 7.81 (d, 3J = 7.5 Hz,
2H, CH-CH=C-N3), 7.75 - 7.73 (m, 8H, CH-CH=C-NH, C1'-H*), 7.08 (t, 3J = 5.4 Hz, 0.1H, C1'-H®), 4.67 (s,
2H, N-O-CH;?), 4.64 (s, 2H, NH-CH,), 4.62 (s, 2H, N-O-CH;"), 4.34 (s, 2H, CH,-N(CHs)3), 3.93-3.87 (m, 1H,
C3-H®), 3.86-3.79 (m, 1H, C3'-H*), 3.78-3.69 (m, 1H, 1x C5-H,), 3.67-3.53 (m, 2H, 1x C5-H, C4 -H),
2.80-2.68 (m, 2H, C2 -H,®), 2.59 - 2.54 (m, 1H, C2 -H"), 2.43-2.34 (m, 1H, C2 -HA). *3C-NMR (150 MHz,
D,0, ppm): 8/ppm = 172.4 (0=C-NH-CH,), 170.9 (HCOO), 162.8 (0=C-CH,-N), 153.5 (C1'*), 153.1 (C1'®),
145.1 (CH»-C=C), 136.8 (N-C=CH-CH), 133.6 (N-C=CH-CH), 122.6 (2C, CH=C-NH), 122.4 (CH,-C=CH-N),
122.0 (2C, CH=C-N3), 74.2 (C4), 74.0 (C&), 71.7 (N-O-CH,®), 71.5 (N-O-CH,"), 69.0 (C3'*), 68.8 (C3®),
64.9 (CH2-N(CD3)s), 62.3 (C5), 53.3 (N(CDs)s), 34.1 (NH-CH,), 32.4 (CZ*), 29.2 (CZ B). HRMS (ESI*): calc.
for C21H23D9N,O6" [M]*: 487.2973; found: 487.2967.

2-((4-(4-((2-((((1E,2E)-3-((S)-2,2-Dimethyl-1,3-dioxolane-4-yl)allylidene)-amino)oxy)acetamido)me-
thyl)-1H -1,2,3-triazole-1-yl)phenyl)amino)-N ,N ,N -tri(methyl-ds)-2-oxoethane-1- aminium formate
(10b)

©
5); HCOO
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10b was synthesized according to 10a.

H-NMR (800 MHz, D,0): 5/ppm = 8.47 (s, 1H, HCOO), 8.32 (s, 2H, CH,-C=CH-N), 8.02 (d, 3 = 9.4 Hz, 1H,
1-H), 7.80 - 7.71 (m, 4H, CH-CH=C-N3, CH-CH=C-NH), 6.34 - 6.26 (m, 2H, 2'+ 3-H’s), 4.65 (s, 2H, N-O-
CHa), 4.63 (s, 2H, NH-CH,), 4.35 - 4.32 (m, 3H, CHo-N(CHs)s + 4-H), 3.63 (dd, 2 = 11.7 Hz, 3/ = 4.4, 1H, 5-
H), 3.53 (dd, U = 11.7 Hz, 3 = 6.5, 1H, 5-H). 3C-NMR (150 MHz, D,0): &/ppm = 172.3 (0=C-NH-CH,),
170.9 (HCOO), 162.8 (0=C-CH,-N), 153.7 (1-C), 145.2 (CH,-C=C), 142.8 (3-C), 136.9 (N-C=CH-CH), 133.6

(N-C=CH-CH), 123.0 (2-C), 122.5 (2C, CH=C-NH), 122.3 (CH,-C=CH-N), 122.0 (2C, CH=C-N3), 72.1 (N-O-
:



CH,) 71.6 (4-C), 64.4 (5-C), 65.1 (CH,-N(CHs)s), 53.3 (N(CDs)s), 34.1 (NH-CH,). HRMS (ESI*): calc. for
C21H21DsN70s* [M]*: 469.2868; found: 469.2874.

2. Cell Culture and Transfection Procedures

DMEM high glucose containing 10% FBS (PAN Biotech), 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin,
100 ug/mL streptomycin, 1x MEM Non-essential Amino Acid Solution and 0.1 mM B-mercaptoethanol
(Sigma Aldrich) was used as basal medium for mESC cultures. The mESC lines were maintained in naive
state on gelatin coated plates by supplementing basal medium with 1000 U/mL LIF (ORF Genetics),
3.0 uM GSK3 inhibitor CHIR99021 and 1.0 uM Mek inhibitor PD0325901 (2j; Selleckchem). Metabolic
labelling experiments with isotope-labeled nucleosides were performed by plating mESCs in priming
conditions consisting of basal MESC medium supplemented with 1000 U/mL LIF. Labeled nucleosides
(B.A.C.H. UG) were added to the culture medium at the following concentrations: dG* [*3C1¢*°Ns] at a
concentration of 100 uM for three days, followed by treatment with 200 uM labeled dG* for two days;
dC* [13Co™N3] and dT* [13C10™°N,] was used at a concentration of 100 pM for five days. J1 wild type
mESCs were obtained from the 12954/SvJae strain and Dnmt TKO J1 mESCs were described in Li et al.

and Tsumura et al.>3 The Tdg wild type and the Tdg KO cell lines were reported in Cortazar et al.*

HEK293T cells were cultured in RPMI-1640 medium containing 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml

penicillin, 100 pug/ml streptomycin. ENC1 neural stem cells were cultured as previously described.’

2.1 Apel Inhibition

a) For treatment with the Apel inhibitor CRT0044876 (Sigma-Aldrich), mESCs were cultured for three
days in priming conditions, passaged and re-plated in priming medium containing 100 uM CRT0044876
for 48 or 60 h. After 24 h fresh medium containing the inhibitor was added and DMSO was used as
vehicle control. b) Wild type and Dnmt TKO mESCs were cultured for three days in priming medium
containing 100 uM dC*, passaged and re-plated under priming conditions with the addition of 100 uM
CRT0044876 (Sigma-Aldrich) and 100 uM dC* for 48 h. After 24 h fresh medium containing the inhibitor
and 100 uM dC* was added. DMSO was used as vehicle control.
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Figure S1: AP-sites after inhibition of Apel. (A) A/A* ratios of labeled AP-sites in wild type and Dnmt TKO mESCs were over
the LOD but below the LLOQ. (B) Quantification of unlabeled AP-sites of the dC* feeding experiment show an increase by
treatment with the inhibitor CRT0044876.

2.2 Apel Knockdown

mESCs were cultured under priming conditions for three days, passaged and transfected with Apex1
Mission®esiRNA (purchased from Sigma-Aldrich) at 50 nM using Lipofectamine 2000 according to the
manufacturer. The medium was changed after 24 h and cells were harvested 48 h post transfection.

For gPCR analysis a second independent knockdown experiment was performed.

2.3 Cell lysis and DNA isolation

Isolation of genomic DNA was achieved using the QIAamp DNA Mini Kit from Qiagen. All mESC samples
were washed with PBS (Sigma) and directly lysed in the plates by adding G2 buffer containing 400 uM
of 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) and desferoxamine mesylate (DM). DNA was sheered by
bead milling in a microfuge tube using one 5 mm diameter stainless steel bead per tube and MM400
bead mill (Retsch) at 30 Hz for one minute and subsequent centrifugation at 15000 rpm for ten
minutes. Depending on the amount of genomic DNA to isolate, the cell lysate was treated with
proteinase K (25 uL for genomic tips 20G or 100 pL for genomic tips 100G) and RNase A (2.0 uL/20G,
10 uL/100G) at 50 °C for one hour. After 30 minutes, additional RNase A (2.0 ulL or 10 uL, respectively)
was added to the mixture. Genomic tip columns were then equilibrated with QBT loading buffer (1.0
mL/20G or 4.0 mL/100G) and then the lysate, which was vortexed for one minute, was applied on the
columns. After the entire liquid had entered the column, washing steps were carried out with QC buffer
(2.0 mL/20G or 2x7.5 mL/100G) and the genomic DNA was finally eluted with QF buffer (2.0 mL/20G
or 5.0 mL/100G) supplemented with 400 uM BHT. Precipitation was then achieved through the
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addition of i-PrOH (1.4 mL/20G or 3.5 mL/100G, 70% Vol) and the resulting genomic DNA pellet was
centrifuged (15 minutes, 6000 g, 4 °C). The supernatant was discarded, washing steps were carried out
using 70% EtOH (5.0 mL, 15 minutes, 6000 g, 4 °C). Finally, the pure DNA pellet was resuspended in 1.0
mL 70% EtOH and centrifuged (10 minutes, 15000 rpm, 4 °C). Next, the supernatant was removed and
the pellet was re-dissolved in ddH,O (50 - 100 pL) with 20 uM BHT. The concentration was finally
determined with a NanoDrop (ND 1000, Peqlab).

2.4 Artificial Generation of AP-Sites

Salmon sperm DNA (a 5.0 ug, Sigma Aldrich) was heated in a 10 mM sodium citrate buffer (pH = 5.0)
for three and ten minutes at 70 °C, respectively. The mixture was subsequently neutralized to pH =7.5
using 0.2 mM NaOH and then derivatized and quantified as described before. The data shows that

harsh conditions need to be applied in order to generate AP-sites artificially.

0 3 10
acidic treatment [min]

Figure S2: Artificial generation of AP-sites under harsh conditions.

2.5 Re-Isolation of wtlJ1 mESC DNA

Reisolation of genomic DNA was performed by adding 30 pg of DNA to 3200 pL of G2 buffer. The DNA
containing lysis buffer was applied to a pre-equilibrated 20G column and DNA isolation was performed
as described (see cell lysis and DNA isolation). This experiment shows that the isolation procedure does

not introduce B—elimination product artificially.
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Figure S3: A/A* ratios of AP- and BE-sites normalized by dG. The DNA of wild type mESCs shows similar values of the BER

intermediates before and after reisolation.

2.6 Quantification of AP- and BE-Sites in Different Cell Lines
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Figure S4: Quantification of AP- and BE-intermediates in wild type mESCs, ENC1 neural stem cells and somatic HEK293T cells
shows similar values for the BER intermediates in all three cell lines. The quantification results of one biological replicate is

depicted.

2.7 RNA Isolation and Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR)

At 48 h post-transfection, total RNA was isolated with the peqGOLD Total RNA Kit (PeqgLab) according
to the manufacturer’s instructions. Prior to the gPCR, 1 ug of RNA was transcribed to 1 ug of cDNA
using the iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) according to the manufacturer. The final cDNA
concentration was 50 ng/uL. To 10 pL of iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) 2 uL of cDNA
were added per reaction. For each primer pair, the forward and the reverse primer were mixed
together in equal amounts and diluted with nuclease-free ddH,0 to a final concentration of 1.25 uM.
12 pL of cDNA/iTag mastermix and 8 L of primer mix were added per well. Each sample was measured
in triplicates on a MasterCycler RealPlex (Eppendorf) with the following PCR conditions: Step 1 95 °C
(2:00 minutes), Step 2 95 °C (0:15 minutes), Step 3 55 °C (0:15 minutes), Step 4 72 °C (0:20 minutes);

Step 2 — 4 were repeated 40 times.
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Apel forward primer: 5’-GGTCAGCTCCGTCAGACAAA-3’

Apel reverse primer: 5’-TCGGAAGGCTTCATCCCAAC-3’
Alpha-tubulin forward primer: 5’-TGTGGATTCTGTGGAAGGCG-3’
Alpha-tubulin reverse primer: 5’-AGCACACATTGCCACATACAAA-3’

gPCR: Ape1 knockdown
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Figure S5: Relative mRNA expression levels show an estimated knockdown efficiency of about 50% using Apel (Apex1)

esiRNA. As housekeeping reference gene alpha-tubulin was used.

3. Quantification of Abasic Sites

3.1 Derivatization of Genomic DNA with 1a

Derivatization of abasic sites (5.0 ug for unlabeled gDNA, 20 ug for labeled gDNA) with 1 was carried
out in a total volume of 20 pL, whereas the solution was buffered with HEPES (20 mM, pH = 7.5) and
Na;EDTA (0.1 mM). A stock of 1a in H,O (23.8 mM) was added to the buffered solution (final
concentration of 1a = 1.5 mM) and the reaction was started by vortexing the mixture for 5 seconds.
The gDNA was incubated for 40 minutes at 37 °C/1400 rpm in an Eppendorf Comfort thermomixer. The
reaction was stopped via addition of 1-naphthylaldehyde (66.7 pL, 2Mm in i-PrOH) to quench excess of
1a and incubated again for 10 minutes at 37 °C/1400 rpm. Derivatized DNA was then precipitated via
addition of NaOAc (3.3 pL, 3m), vortexing and incubation at 37 °C/1400 rpm for another 5 minutes.
After absolute i-PrOH (66.7 uL) was added, the tubes were inverted several times and then centrifuged
(60 minutes, 10 °C, 15000 rpm). The supernatant was removed and washing steps were carried out
(1x75% i-PrOH, 10 °C, 15000 rpm ,30 minutes; 2x75% cold EtOH, 4 °C, 15000 rpm, 30 minutes), whereas
after each washing step the supernatant was carefully removed. The resulting DNA pellet was finally

re-dissolved in 35 plL of ddH,0 and then enzymatically digested to the nucleoside level.
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3.2 Enzymatic Digestion of Derivatized Genomic DNA

For enzymatic digestion, genomic DNA (5.0 pg for unlabeled gDNA or 20 ug for labeled gDNA in 35 pL
H,0) was incubated in an aqueous solution containing 480 uM ZnSQ,, 5 U Antarctic phosphatase (New
England BioLabs) and 42 U nuclease S1 (Aspergillius oryzae, Sigma-Aldrich) at 37 °C for 3 h. The solution
also contained specific amounts of labeled internal standards for accurate quantification of DNA-
modifications and the derivatized abasic sites. In the second digestion round, 0.2 U snake venom
phosphodiesterase | (Crotalus adamanteus, USB corporation) in 7.5 ul of a 520 uM [Na],-EDTA solution
was added and the mixture was incubated for further 3h or overnight at 37 °C (when digesting 20 ug
of gDNA). After digestion, the samples were stored at -20 °C and filtered using an AcroPrep Advance
96 filter plate 0.2 um (0.20 um Supor, Pall Life Sciences) prior to LC-MS/MS analysis (39 pL injection

volume at 4 °C).
3.3 LC-ESI-MS/MS Analysis of DNA Samples

For the LC-MS/MS studies a triple quadrupole mass spectrometer (Agilent 6490) and an Agilent 1290
UHPLC system with UV detector were used. Based on earlier published work®?°, a new method was
developed that was coupled to the isotope dilution technique, allowing an exact quantification of
derivatized abasic sites, all canonical nucleosides and cytosine modifications in one single analytical
run. The chromatographical separation was performed on a Poroshell 120 SB-C8 column (Agilent, 2.7
pum, 2.1 mm x 150 mm). Elution buffers were H,O and MeCN, each containing 0.0085% (v/v) formic
acid, at a flow rate of 0.35 ml/min at 30 °C. The gradient was: 0 > 5 min; 0 - 3.5% (v/v) MeCN; 5 -
6.9 min; 3.5 - 5% MeCN; 6.9 - 13.2 min; 5 - 80% MeCN; 13.2 -> 14.8 min; 80% MeCN; 14.8 -> 15.3
min; 80 - 0% MeCN; 15.3 - 17 min; 0% MeCN. The eluent up to 1.5 min and after 12.2 min was

diverted to waste by a Valco valve.

The source-dependent parameters were as follow: gas temperature 80 °C, gas flow 15 I/min (N3),
nebulizer 30 psi, sheath gas heater 275 °C, sheath gas flow 11 I/min (N>), capillary voltage 2500 V
(positive mode) and -2250 V (negative ion mode), nozzle voltage 500 V, fragmentor voltage 380 V,
A EMV 500 (positive mode) and 800 (negative mode). Compound-dependent parameters which gave

highest intensities during method development are summarized in Supplementary Table 1.
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Supplementary Table 1. Compound-dependent LC-MS/MS-parameters used for the analysis of genomic DNA. CE: collision
energy, CAV: collision cell accelerator voltage, EMV: electron multiplier voltage. The nucleosides were analyzed in the positive

([IM+H)]* species) as well as the negative ([M-H] species) ion selected reaction monitoring mode (SRM).

Precursor Ms1 Product MsS2 D!/vell CE | CAV .
compound ion (m/z) Resolution | ion (m/z) Resolution ::‘T;; (V)| (V) Polarity
Time segment 1.5-3.8 minutes
[**N;]5cadC 274.08 wide 158.03 wide 170 5 5 Positive
5cadC 272.09 wide 156.04 wide 170 5 5 Positive
[*>N,,D;]5hmdC 262.12 enhanced 146.07 enhanced 40 27 1 Positive
5hmdC 258.11 enhanced 142.06 enhanced 40 27 1 Positive
[D3]5mdC 245.13 enhanced 129.09 enhanced 30 60 1 Positive
5mdC 242.11 enhanced 126.07 enhanced 30 60 1 Positive
dC 228.12 enhanced 112.05 enhanced 25 5 5 Positive
[*3Co,*5Ns]dC 240.12 enhanced 119.06 enhanced 25 5 5 Positive
Time segment 3.8-5.8 minutes
[D2]5hmduU 259.09 wide 216.08 wide 48 7 5 Negative
S5hmdu 257.08 wide 214.07 wide 48 7 5 Negative
[*>N;]5fdU 257.06 wide 213.05 wide 48 6 5 Negative
5fdU 255.06 wide 212.06 wide 48 6 5 Negative
Time segment 5.8-8.1 minutes
[*°Ns]80ox0dG 289.08 wide 173.04 wide 90 9 7 Positive
8oxodG 284.10 wide 168.05 wide 90 9 7 Positive
dG 268.10 wide 152.06 wide 75 45 3 Positive
[*3C10,*°Ns] dG 283.12 wide 162.06 wide 75 45 3 Positive
[*5N,]5fdC 258.09 wide 142.04 wide 50 5 5 Positive
5fdC 256.09 wide 140.05 wide 50 5 5 Positive
dT 243.1 enhanced 127.05 enhanced 35 40 3 Positive
[*3C10,*°N2]dT 255.12 wide 130.07 wide 50 8 5 Positive
Time segment 8.1-12.2 minutes
1-Naphthyl-Oxim 500.24 wide 472.23 wide 5 19 5 Positive
9b_1 487.30 wide 459.29 wide 38 19 5 Positive
9b_2 487.30 wide 201.18 wide 38 40 5 Positive
[*3Cs]9a _1 483.26 wide 455.25 wide 38 19 5 Positive
[*3Cs]9a _2 483.26 wide 192.13 wide 38 40 5 Positive
9a_1 478.24 wide 450.23 wide 38 19 5 Positive
9a_2 478.24 wide 192.13 wide 38 40 5 Positive
10b_1 469.29 wide 441.28 wide 38 19 3 Positive
10b_2 469.29 wide 201.18 wide 38 33 3 Positive
[*3Cs]10a _1 465.23 wide 437.22 wide 38 19 3 Positive
[13Cs]10a_2 465.23 wide 192.13 wide 38 34 3 Positive
10a_1 460.23 wide 432.22 wide 38 19 3 Positive
10a_2 460.23 wide 192.13 wide 38 34 3 Positive
1b 371.25 wide 343.24 wide 5 19 5 Positive
la 362.19 wide 334.19 wide 5 19 5 Positive
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For the chromatographical separation of enzymatically hydrolysed synthetic DNA containing the
adduct 9a, a slightly different gradient was used: 0 > 5 min; 0 > 3.5% (v/v) MeCN; 5 - 6.9 min; 3.5
- 5% MeCN; 6.9 - 12.2 min; 5 - 80% MeCN; 12.2 - 13.8 min; 80% MeCN; 13.8 > 14.3 min; 80 -
0% MeCN; 14.3 - 16 min; 0% MeCN.

The source-dependent parameters were the same as for genomic DNA measurements except for
A EMV which was set to 300 V. The time segments were 0 - 1.5 minutes; 15.5 - 4 minutes; 4 - 8 minutes
and 8 - 12.2 minutes. Fragmentation parameters for 9a/b and 1a/b are summarized in Supplementary

Table 2.

Supplementary Table 2. Compound-dependent LC-MS/MS-parameters for 9a/b and 1a/b used for the analysis of a synthetic
DNA oligo containing 9a. CE: collision energy, CAV: collision cell accelerator voltage, EMV: electron multiplier voltage. The
nucleosides were analyzed in the positive ([M+H)] * species) as well as the negative ([M-H] - species) ion selected reaction

monitoring mode (SRM).

Time segment 8 —-12.2 minutes
9b_1 487.30 wide 459.29 wide 38 13 2 Positive
9b_2 487.30 wide 201.18 wide 38 25 2 Positive
9a_1 478.24 wide 450.23 wide 38 13 2 Positive
9a_2 478.24 wide 192.13 wide 38 25 2 Positive
1b 371.25 wide 343.24 wide 5 10 1 Positive
la 362.19 wide 334.19 wide 5 10 1 Positive

3.4 Method Development

Method validation and data processing were performed as described in earlier published work.” In
order to obtain calibration curves, each standard (5-8 standard concentrations) was analysed as
technical triplicates and linear regression was applied using Origin® 6.0 (Microcal™). Therefore, the
ratio of the area under the curve (A/A*) of the unlabeled derivatized abasic sites 9a or 10a,
respectively, to the internal standard (*) was plotted against the ratio of the amount of substance
(n/n*) of the unlabeled derivatized abasic site 9a and 10a, respectively, to the internal standard (*)
(Figure S3). Calibration functions were calculated without weighing. Acceptable precision (< 20%
relative s.d.) and accuracy (80-124%) was achieved. The precision was obtained when A/A* ratios
measured in technical triplicates for each calibration standard had standard deviations <20%. The
accuracy was the ratio of the used to the calculated amount of substance in percent for each
concentration. To prove the accuracy, we used the respective calibration function for calculation of

the substance amount n from A/A* ration for each calibration standard.
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The lower limit of detection was defined as the detected amount that is three times higher compared

to the blank response (LOD). The lower limit of quantification (LLOQ) was defined as the lowest

concentration fulfilling the requirements of accuracy and precision and achieving an amount higher

than LOD. A compilation of LLOQs and LODs is shown in Supplementary Table 3.

Supplementary Table 3. Compilation of absolute lower limits of quantification [fmol] (LLOQ and relative LLOQs [per dN]

depending on the amount of digested DNA. The relative LLOQs were calculated by generating ratios of the absolute LLOQ

[fmol] to the total amounts of nucleosides (N; [fmol]) in the respective amount of DNA [ug]. The total amounts of nucleosides

were obtained by using the average molar mass of 308.91 g mol™? for the monomeric DNA entity by taking the G-content

(21% G) in mESC into account.

Absolute LOD Absolute | Relative Relative
[fmol] LLOQ LLOQ LLOQ
[fmol] [per dN] | [per dN]
DNA
amount > Hg 2018
9a 0.11 1.02 6.3E-08 1.57E-8
10a 0.11 1.01 6.3E-08 1.56E-8
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3.5 Preparation of a Synthetic 13-mer with Defined Abasic Site

Oligonucleotides (5'-GTA ATG UGC TAG G-3' and 3'-CAT TAG ACG ATC C-5', a 15 nmol, Metabion) were
incubated in UDG-buffer (150 pL, 20 mM Tris-HCI, pH = 8.0, 1 mM DTT, 1.0 mM EDTA, New England
Biolabs) at 95 °C for 5 minutes and then slowly cooled to rt. UDG (5.0 L, 25 units, New England Biolabs)
was added, carefully mixed and the mixture was incubated for 2 hours at 37 °C. The oligonucleotide
was then isolated by chloroform/phenol extraction as described in the following paragraph. A
CHCls/phenol solution (200 uL, Roti Phenol) was added, vortexed for 30 seconds and centrifuged for 3
minutes at rt and 13400 rpm. The aqueous phase was carefully removed and CHCls/phenol treatment
was repeated twice. After addition of NaOAc (20 pL, 3m), the oligonucleotide was precipitated with i-
PrOH (600 pL). The resulting DNA pellet was centrifuged at rt for 30 minutes (15000 rpm), washed with
cold EtOH (300 L) and centrifuged at 4 °C and 15000 rpm for another 30 minutes. The washing step
was repeated once more, the supernatant removed and the pellet was dried on air for five minutes
before the oligonucleotide was re-dissolved in ddH,0 (150 pL). The identity was finally confirmed by
MALDI-TOF analysis.

3.6 Reaction Kinetics on a Synthetic Oligo with a Defined Abasic Site

In a total reaction volume of 20 pL, the oligonucleotide (300 pmol) was buffered with a solution of
HEPES (20 mM, pH = 7.5), Na,EDTA (0.1 mM) and 1a (1.26 pL of 23.8 mM stock). The reaction (37 °C,
800 rpm, Eppendorf comfort thermomixer) was started by vortexing the mixture for 5 seconds and
after specific time points (t=15s, 305,455,905, 120 s, 150 s, 180 s, 4 min, 6 min, 8 min, 15 min, 20
min) stopped via addition of acetone (200 pL). Excess acetone was removed on a speed vac (RVC-2-33
IR, Christ) and was filtered on a AcroPrep Advance 96 filter plate (0.20 um Supor, Pall Life Sciences). 75
pmol of DNA were subsequently injected into a Dionex micro HPLC system and reaction products were
separated using a Zorbax SB-Cig column (0.55 x 250 mm, 5.0 um pore size) with a flow rate of 350
uL/min. The analysis was run at a column temperature of 60 °C and a gradient of 0% -> 20% buffer B
in 45 minutes (whereas buffer A =10 mM TEAB, pH = 7.5 in H,0 and buffer B =10 mM TEAB, pH =7.5
in 80% MeCN/H,0). Integration of the obtained UV signals (Figure S4) finally showed that the reaction
of 1a with abasic sites on an ODN is complete after 20 minutes and that no other fragments were

generated under physiological conditions.
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3.7 In vitro Assay of a Synthetic Oligonucleotide with hOGG1

An 80x0G containing synthetic 13mer 5°-GTAATG80x0oGGCTAGG-3" and its counter strand 5°-
CCTAGCCCATTAC-3" were hybridized. hOGG1 activity was determined by treating 96 pmol of a single
80x0dG containing ds oligo in 1x buffer 2 (New England BiolLabs), 100 ug/mL nuclease free bovine
serum albumin (BSA) and 4.8 U hOGG1 (New England BioLabs). The reaction was incubated for 20 h at
37°C and stopped by heat inactivation at 65°C for 5 minutes. The ds oligo was recovered using the
Oligo Clean & Concentrator Kit (Zymo Research) according to the manufacturer. The assay was

performed in triplicates and diluted for exact quantification.
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Figure S8: Reaction of an 8oxodG containing oligonucleotide with hOGG1. (A) Reaction of hOGG1 creating a defined AP-

and BE-site inside a DNA duplex. (B) Quantification of the generated AP- and BE-sites after treatment of the oligonucleotide
with 1a.
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3.8 Efficiency of Enzymatic Digestion

In order to verify that the derivatized abasic site adducts can be completely enzymatically excised from
the DNA, an aliquot of the fully reacted AP-site of the ODN (see section before) was diluted 1/4000
and the amount of AP-site 9a was quantified as described in the sections before. In this sample an
amount of 133 pmol of 9a was found (for the undiluted sample). The content of dG in this oligo was
guantified to be 895 pmol and in total dG was present 7 times in the ODN. Hence, if all the derivatized
abasic sites were efficiently hydrolyzed, an amount of 128 pmol of 9a was expected which is in good

agreement with the 133 pmol that were quantified.
3.9 Reaction Kinetics on Abasic Sites in Genomic DNA

Reactions were carried out by derivatizing 5 pg of gDNA with 1a using the same conditions as
mentioned above (Derivatization of genomic DNA with 1a). The reaction was stopped through the
addition of 1-naphthylaldehyde (66.7 pL, 2™ in i-PrOH) at specific time points (t = 1 min, 2.5 min, 5
min, 10 min, 20 min, 30 min, 60 min). Reaction aliquots were finally digested to the nucleoside level
and quantified whereas it was shown that after one minute of reaction time, all abasic sites were
derivatized and a prolonged incubation up to 60 minutes showed that no abasic sites are generated
artificially under these conditions (Figure S5A). Since the reaction with genomic DNA was very fast,
shorter time points were also investigated (t=0s, 10s, 155,305, 45 s, 1 min, 2 min, 5 min, 10 min, 15

min) and again, after one minute incubation time, all abasic- and BE- sites were derivatized (Figure S5B

and C).

A o B2o, C 14
g 1.2
— 5.0 =) g
S =.1.5 4 Sio0lt %
< = 1.0 .
. 4.0 > x 0.8 %
Z 0.8
3 30 210 S
8 2.0 8 g 0°
T D 5 0.4
o 1.0l o 05+ P
< < Y 0.2
o0 - 0.0 4 i . 0.0
0 10 20 % 40 0 60 O 200 400 600 800 1000 0 20 40 600 800 1000
reaction time [min] —— _
reaction time [s] reaction time [s]

Figure S9: Derivatization of gDNA with 1 shows a fast derivatization reaction and does not artificially generate abasic sites.
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7 Anhang: Zusatzmaterialien der verdffentlichten Arbeiten
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1. General methods of organic synthesis

Chemicals were purchased from Sigma-Aldrich and used without further purification.
The solvents for organic synthesis were of reagent grade and purified by distillation.
Solutions were concentrated in vacuo on a Heidolph rotary evaporator with a Vario
PC2001 diaphragm pump by Vacuubrand. All mixed solvent systems are reported as
v/v solutions. All reactions were monitored by thin-layer chromatography (TLC),
performed on Merck 60 (silica gel Fass) plates. Chromatographic purification of
products was accomplished using flash column chromatography on silica gel
(230-400 mesh) purchased from Merck.

'H- and *C-NMR spectra were recorded in deuterated solvents on Bruker ARX 400
spectrometers and calibrated to the residual solvent peak. Chemical shifts (3, ppm) are
quoted relative to the residual solvent peak as internal standard and coupling constants
(/) are corrected and quoted to the nearest 0.1 Hz. Multiplicities are abbreviated as
follows: s = singlet, d = doublet, t = triplet, m = multiplet.

2. Synthesis of the hydroxylamine linker

O-(4-Azidobutyl)hydroxylamine 4
PhthNOH,

NEtz;, DMF NPhth NaN3z, DMF NPhth N2H4, DCM NH,
A > Br/Hn\O/ > N3/H”\O/ —_— NB/Hn\o/

Br n~Br
1 2 3 4

1,4-Dibromobutane 1 (5.9 mL, 49.4 mmol, 2.0 eq.) was added to a solution of
N-hydroxyphthalimide (PhthNOH, 4.0 g, 24.5 mmol, 1.0 eq.) and triethylamine (7.5
mL, 53.6 mmol, 2.2 eq.) in anhydrous dimethylformamide. The mixture was stirred at
room temperature for 24 h. The reaction was diluted with water, and the aqueous
phase was extracted three times with ethyl acetate. The combined organic phases were
dried over MgSOsy, filtered and concentrated to give the crude product 2 (5.02 g, 16.9
mmol, 0.69 eq.) as a white solid. The residue was dissolved in anhydrous
dimethylformamide and sodium azide (1.32 g, 20.6 mmol, 0.85 eq.) was added. The
mixture was stirred at room temperature for 2 h, diluted with water and extracted with
ethyl acetate three times. The combined organic phases were dried over MgSOas,
filtered and concentrated. The crude was purified by flash chromatography on silica
gel (iso-hexane/ethyl acetate 10:1— 2:1) to give 3 (3.97 g, 15.2 mmol, 0.62 eq.) as a
yellow oil. The oil was redissolved in hydrazine monohydrate (1.1 mL, 22.8 mmol,
0.93 eq.) and dichloromethane (10 mL). The mixture was stirred at room temperature
for 24 h and then filtered. The solution was diluted with dichloromethane and washed

with NaCl aq. three times. The combined organic phases were dried over MgSOas,



filtered and concentrated to give 4 (1.81 g, 13.9 mmol, 57% yield over three steps) as

a colorless oil.

R:=0.42 (DCM/ MeOH 10:1).

IH-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 3.70 (t, 3Jiun = 5.6 Hz, 2H, O-CH2-CH>), 3.38 (¢,
3Jun= 6.4 Hz, 2H, CH2-N3), 1.68—1.64 (m, 4H, CH,-CH2-CH2-CH>).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 75.1 (-O-CH,-CH,), 51.2 (CH2-N3), 25.6 (CHb),
25.5 (CHo).

HRMS (ESI4): calculated for C4H;iONs [M+H]": 131.0927, found: 131.0928.

0-(4-Azidobutyl)-V-|(4-methoxyphenyl)diphenylmethyl|hydroxylamine (5)

NH
N /H4\o/ SMMTr

O-(4-Azidobutyl)hydroxylamine 4 (1.88 g, 14.4 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in
anhydrous dichloromethane (40 mL). 4-Monomethoxytritylchloride (MMTr-Cl, 4.91
g, 15.9 mmol, 1.1 eq.) and diisopropylethylamine (5.0 mL, 28.9 mmol, 2.0 eq.) was
added to the mixture at 0°C. The reaction was stirred at room temperature for 2 h,
diluted with dichloromethane, washed with saturated NaHCOs3, dried over MgSOs,
filtered and concentrated. The crude was purified by flash chromatography on silica
gel (iso-hexanes/ethyl acetate 15:1 + 3% triethylamine) to give 5 (4.89 4g, 12.2 mmol,
84%) as a yellowish oil.

R¢=0.64 (iso-hexane/ ethyl acetate 10:1 + 3% triethylamine).

TH-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.31-7.18 (m, 12H, 12 x CaH), 6.79 (d, *Juu= 8.8
Hz, 2H, 2 x CH;-O-C-CH), 3.76 (s, 3H, O-CHz), 3.65 (t, *Jun = 6.0 Hz, 2H,
O-CHz2-CHz), 3.05 (t, *Jum = 6.8 Hz, 2H, N3-CHz), 1.52-1.37 (m, 4H,
N3-CH»-CHz-CHz-CH>).

I3C-NMR (100 MHz, CDCl3): § = 158.3 (CH3-O-C), 144.6 (2 x Car), 136.6 (Ca),
130.2 (2 x Car), 129.0 (4 X Car), 127.6 (4 X Car), 126.7 (2 x Car), 112.9 (2 x Ca),
77.2 (O-NH-C), 73.2 (O-CH>), 55.2 (O-CH3), 51.1 (N3-CH>»), 25.8 (N3-CH2-CH>),
25.5 (O-CH2-CH>).

HRMS (ESI-): calculated for C25H2704Ns [M+HCO3] : 447.2038, found: 447.2040.



3. 'H-NMR spectra of the linker
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4. General methods for oligonucleotide synthesis

DNA Oligonucleotide synthesis was performed on an Applied Biosystems
Incorporated 394 automated synthesizer. Phosphoramidites and solid supports
columns were purchased from Glen Research, Link Technology, and ChemGene
Corporation. Oligodeoxynucleotides were synthesized in a 1 umol scale with
standard DNA synthesis cycles (trityl off mode). Coupling time for modified
nucleosides was extended to 10 min. The oligonucleotide was cleaved using conc.
ammonium hydroxide aq. at 25 °C for 17 h. The aqueous solution was then collected
and evaporated in a SpeedVac concentrator, and the pellet was redissolved in ddH>O.

Analytical RP-HPLC was performed using a Macherey-Nagel Nucleodur 100-3
C18ec column on 2695 Separation Module equipped with a Waters Alliance 2996
Photodiode Array Detector using a flow of 0.5 mL/min. Semi-preparative RP-HPLC
was performed using a Macherey-Nagel C18 column (5 mm, 9.4 x 250 mm) on
Waters Breeze 2487 Dual A Array Detector, 1525 Binary HPLC Pump. Conditions:
Buffer A, 0.1 M TEAA (triethylammonium acetate) in water; buffer B, 0.1 M TEAA
in 80% acetonitrile.

The purified fractions were concentrated and characterized by Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time of Flight (MALDI-TOF) on a Bruker Daltonics Autoflex
IT instrument. The concentration of the oligonucleotide solutions was calculated from
the UV absorbance at 260 nm on a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer. Extinction
coefficients of the oligonucleotides at 260 nm were calculated by addition of the
extinction coefficients of the individual nucleobases: dA 15.0 L/(mmol-cm), dC 7.1
L/(mmol-cm), dG 12.0 L/(mmol-cm), dT 8.4 L/(mmol-cm), mdC 7.8 L/(mmol-cm),
hmdC 8.7 L/(mmol-cm), fdC 11.3 L/(mmol-cm), cadC 7.1 L/(mmol-cm). The
1,2,3-triazole and abasic monomer are transparent at 260 nm.

Click reaction on the solid support with azide linkers and deprotection

After solid phase synthesis (0.2 pmol scale, approx. 50% yield for 13 mer, calculated
as 0.1 umol), the solid support was suspended in dimethyl sulfoxide (80 pL) and
acetonitrile (25 pL). To the mixture, CuSOs aq. (100 mM, 50 pL, 5.0 umol, 50 eq.),
sodium ascorbate aq. (500 mM, 20 pL, 10 pmol, 100 eq.), N,N-diisopropylethylamine
solution in acetonitrile (200 mM, 75 pL, 15 pmol, 150 eq.), solution of § in dimethyl
sulfoxide (100 mM, 50 pL, 5.0 pmol, 50 eq.) were added. The reaction was conducted
at 25 °C for 24 h. Afterwards, the solid support was washed with dimethyl sulfoxide,
dilute NaHCO;3 aq., acetonitrile, ether and air-dried to a powder. The solid phase was
then cleaved with conc. aqueous NH3 at 25 °C for 17 h, purified by HPLC and
concentrated. The removal of the MMTr protection group on the hydroxylamine was
carried out by dissolving the obtained oligonucleotide in acetic acid aq. (20%, 200 uL)
at 25 °C for 30 min, precipitated by addition of sodium acetate solution (3 M, 60 uL)
and EtOH (1040 pL), and then purified again with HPLC.



Schiff base formation between fdC-oligonucleotides and probe strands

A mixture of fdC containing oligonucleotides (T1,2), or T/C/mC/hmC/caC/Abasic
containing oligonucleotides (T3-8) in control experiments (15 uM, 20 pL, 0.3 nmol, 1
eq.), probe strands (15 uM, 20 pL, 0.3 nmol, 1 eq.), NaCl aq. (1 M, 15 pL), NaOAc
aq. (pH = 6.0, 100 mM, 15 pL) and ddH>O (80 pL) was prepared to make a final
volume of 150 pL (oligonucleotide working concentration 2 puM). The mixture was
heated to 85 °C for 5 min then slowly cooled down to 25 °C in 3 h. A first aliquot (15
pL) was taken and quenched before 5.4 pL of 4-methoxyaniline solution (250 mM,
ddH,O/DMSO, v/v 9/1, acidified to pH = 5.5 with acetate acid) was added to give a
catalyst working concentration of 10 mM. The reaction was conducted at 25 °C, 500
rpm for 24 h. Aliquots (15 pL) were taken at 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 h and quenched by
addition of loading buffer. All the samples were heated at 85 °C for 3 min followed by
PAGE assay as mentioned above.

When using 1,4-benzenediamine as the catalyst, a 10 mM stock solution of 10 mM in
0.5% acetic acid aq. was prepared.

Melting point experiments

Melting profiles were measured on a JASCO V-650 spectrometer using quartz glass
cuvettes with 10 mm path length. The samples contained 100 mM NaCl, 10 mM
NaOAc buffer pH 6.0 and 1 uM of each strand in a final volume of 200 pL. The
measurement was repeated three times with independent sample. Before the
measurement, the oligonucleotides were hybridized by slowly cooling down the
samples from 85 °C to room temperature. The solutions were covered with silicon oil
and tightly plugged. Absorbance was recorded in the forward and reverse direction at
temperatures from 25 °C (or 15 °C) to 85 °C with a slope of 1 °C/min. Tm values were
calculated as the zero-crossing of 2" derivate of the 339 nm background corrected
change in hyperchromicity at 260 nm.



Table S1. Synthesized oligonucleotides in this study. (Letters in bold and italic stand
for 2’-O-propargyl nucleosides or epigenetic modifications.)

Entry Description §'emmmmmmeeen 3 Calc. Exptl.
T1  ODN-fC GTAATGFCGCTAGG 4040.9 4036.2
T2 fC-shift GTAATfCCGCTAGG 4000.9 3999.6
T3 fC-T GTAATGTGCTAGG 4027.7  4024.7
T4 fC-C GTAATGCGCTAGG 4012.7  4008.6
T5 fC-mC GTAATGmMCGCTAGG 4026.7  4021.6
T6 fC-hmC GTAATGhmCGCTAGG 4042.7  4039.6
T7 fC-caC GTAATGcaCGCTAGG 4056.7 4054.9
T8 fC-Abasic GTAATGAPGCTAGG 3919.6 3916.4

Probe-1-alkyne CCUAGCGCATTAC 3932.7 3930.5
P1  Probe-1-MMTr CCUAGCGCATTAC 4335.2  4335.1
Probe-1-ONH2 CCU*AGCGCATTAC 4084.801  4084.2
P2 Probe-2-MMTr CCUATCGCATTAC 4310.2  4310.3
Probe-2-ONH2 CCU*ATCGCATTAC 4059.8  4064.3

[a] contains one sodium ion
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Figure S1. Typical HPLC trace of crude product a) PI-MMTr and b) P1-ONHa.
Conditions: buffer A, 0.1 M TEAA; buffer B, 0.1 M TEAA in 80% acetonitrile, linear
gradient from 0% to 60% B over 45 min. Retation time: (a) 34.4 min, (b) 18.5 min.

AU = arbitrary unit.



5. Crosslinking studies with the synthesized strands

T1: 5-GTAATGFCGCTAGG-3' T2: 5-GTAATfCCGCTAGG-3’
P1: 3'-CATTACGCGAU*CC-5" P1: 3-CATTACGCGAU*CC-5’

100;
801
601

A
Q

Duplex / %

0 6 12 18 24
time/ h

Figure S2. Quantification of the DNA duplex formation during the reaction using the
catalyst 4-methoxyaniline. Black line: duplex formation between T1 and P1, blue line:
duplex formation between T2 and P1. Error bars represent the standard error of the
mean calculated from three replicates.

ru*
Hydroxylamine linker

Figure S3. Model representation of a duplex showing the position of the
hydroxylamine linker relative to the fdC on the complementary strand.
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P1 CCU*AGCGCATTAC 4061.8 4060.5
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T GTAATGFCGCTAGG 4146.0181  4143.9
T1:P1 8084.7 8081.9

[a] conjugate with 4-methoxyaniline

Figure S4. MALDI-TOF mass spectrum of the crosslinked duplex T1:P1 and single
strands. a) Overall MALDI-TOF spectrum; b) peaks corresponding to single strands
P1 and P1- 4-methoxyaniline conjugate; c) peaks corresponding to linked duplex
T1:P1. Conditions: 10 uM oligonucleotides, 100 mM NaCl, 10 mM NaOAc buffer
pH 6.0.
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Figure S5. Melting curves of duplex T1:P1 after reannealing or after 24 h incubation
without catalyst compared with duplex T1 and its counter strand (positive control).
Conditions: 1 uM oligonucleotides, 100 mM NaCl, 10 mM NaOAc bufter pH 6.0, the
final volume of 200 uL.



6. Experimental details of the genomic fdC profiling study

Cell culture and genomic DNA isolation

J1 wild type stem cells (strain 129/SvJae),!!! Dnmt TKO (J1, strain 129/SvJae),”!
Tdg"" (E14, strain 129/Ola) and the Tdg” cell line (E14, strain 129/Ola),l®] were
routinely maintained on gelatinized plates in DMEM (Sigma-Aldrich) supplemented
with 10% FBS (PAN Biotech), 1x MEM-nonessential amino acids (NEAA), 0.2 mM
L-alanyl-L-glutamine, 1x penicillin-streptomycin, 0.1 mM B-mercaptoethanol (all
from Sigma-Aldrich), 1000 U/ml mouse recombinant LIF (ORF Genetics), 1 uM PD
0325901 and 3 uM CHIR 99021 (2i; both from Axon Medchem). In these conditions,
global genomic mC levels are very low and its oxidized derivatives are even lower, as
we described previously.*! For the experiments, the cultures were passaged twice
(over five days), in DMEM supplemented with FBS and LIF, but lacking 2i. With this
strategy, primed mESC cultures were obtained and oxidized cytosine derivatives
reached reproducibly higher and stable levels.[¥! In case of the experiment using J1
wild type and Dnmt TKO cells, the cultures were passaged every second day over a
period of six days.

Mouse embryonic stem cells were lysed directly in the plates with RLT-buffer
(Qiagen). The lysates were homogenized with a TissueLyser MM400 (Retsch) for
I min at 30 Hz and centrifuged for 5 min at 21000 xg. Then genomic DNA was
isolated using the Zymo Quick gDNA Midi Kit according to the manufacturer’s

instruction. The concentration was measured using a Nanodrop ND-1000 (Peqlab).

Probe crosslinking

The gDNA solution obtained above (1.2 pg), the fdC probe (P) (1 uM, 2 pL),
NaH;PO4-Na;HPOq4 buffer (200 mM, pH = 6.0, 2 uL), NaCl aq. (1.5 M, 2uL), and
ddH>O were mixed to a final volume of 18 pL. The mixture was heated to 95 °C for 3
min, and then cooled down rapidly to 25 °C. 1,4-Benzenediamine aq. (10 mM, 2 pL)
was added and the reaction vial shaken (300 rpm) for 6 h at 25 °C. First, the mixture
was neutralized with NaHPO4 aq. (200 mM, 40 pL), and then purification with NEB
Monarch PCR DNA Cleanup Kit using the binding buffer (120 pL) and eluting with
the elution buffer (Tris-EDTA) (30 uL). The eluted solution was quantified with the
Nanodrop and 22-32 ng/ulL was obtained. UV spectra confirmed the main peak

centered at 260 nm.



Ligation

The crosslinked gDNA solution (300 ng), reporter strand (R) (20 nM, 1 pL),
Ampligase reaction buffer (10x%, 2 uL), Ampligase from Epicenter (5 U/uL, 2 uL, 10
U) and ddH>0 were mixed to a final volume of 20 pL. The mixture was heated to
95 °C for 3 min, and then to 94 °C for 1 min, 60 °C for 1 h and back to 94 °C for 10
cycles. Then, the reaction mixture was diluted with Tris-HCI buffer (200 mM, pH =
7.6, 50 uL) before purification with NEB Monarch PCR DNA Cleanup Kit using the
binding buffer (140 pL) and eluting with the elution buffer (10 pL). The eluted
solution was quantified with the Nanodrop, obtaining 20-32 ng/puL. UV spectra

confirmed the main peak centered at 260 nm.

Droplet digital PCR

ddPCR experiments were performed on a Bio-Rad QX100 ddPCR System. For one
reaction, gDNA (6 ng), four primers (18 uM each, 1 pL), two TagMan probes (5 uM
each, 1 pL), digital PCR Supermix for Probes (no dUTP, 2x, 10 puL), and ddH,O were
mixed to a final volume of 20 pL with primer working concentration of 900 nM and
TagMan probe working concentration of 250 nM.

PCR cycles were conducted on a Bio-Rad T100 Thermal cycler. PCR cycle: 95°C for
10 min, 94°C for 30 sec and specific annealing temperature (64°C) for 1 min for 35 or
40 cycles, then 98°C for 10 min and cooled down to 12°C. A temperature ramp of
2°C/s was used. Droplet generation and counting were conducted according to the
manufacturer’s instructions, i.e. reaction mixture prepared as above (20 pL) and
ddPCR droplet generate oil (70 pL) were used per reaction. The accounted droplet
number was retained in 10000-18000. FAM for detection amplicon was set to channel
1; HEX for reference amplicon was set to channel 2.

Each percentage value represents the averages and standard deviations from the mean
of at least two technical replicates and two biological replicates. LC-MS

quantification were conducted according to the previous report.!
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a)
QGAACGACACCGCGTCCCTGAGACAF CAGACCTCGCTAAGTAAGAG
TAGCTTGCTGTGGCGCAGGGACTCTGTGATGTCTGGAGCGATTCATTCTC
GTCGGGACGCTAAAATAGCC
GTGGTCCCCGGAGTTTTGGTCGGGACGCTAAAATAGCCAGTAGAG
GGAGGCTGGACTCAAGCAACTAAAAAACTAGGAGCCAGCCAGGGGCCTCAAAACCAGCCCTGCGATTTTATICGGTCATCTCCAAACTAAACCGCAAGTATC --- GGCATCTGAGGACAGAGGTGTGTTTA
CCTCCGACCTGAGTTCGTTGATTTTTTGATCCTCGGTCGGTCCCCGGAGTTTTGGTCGGGACGCTAAAATAGCCAGTAGAGGTTTGATTTGGCGTTCATAG --- CCGTAGACTCCTGTCCACACACAAAT
GGCTGGACTCAAGCAACTAA QTAGCCAGTAGAGGTTTGATTTGGCH TAGACTCCTGTCTCCACACA
b) Entry Description [ mer
P2 probe for locus 1 GAGATG*ACCGATAAAATCGCAGGGC 25
R1 report strand for locus 1 pTGG GAGGCCCCTGGTGTAGCTTGCTGTGGCG 70
P CAGGGACTCTGTGATGTCTGGAGCGATTCATTCTC
detection forward primer CCGATAAAATCGCAGGGCTG 20
detection reverse primer GAGAATGAATCGCTCCAGAC 20
locus 1 detection TagMan probe = F-ACAGAGTCCCTGCGCCACAGCAAG-Q 24
reference forward primer GGCTGGACTCAAGCAACTAA 20
reference reverse primer ACACACCTCTGTCCTCAGAT 20
reference TagMan probe  H-CGGTTTAGTTTGGAGATGACCGAT-Q 24
P3 probe for locus 2 CA*AGCGAAGCAGGGCAAATGGCGA 24
R2 report strand for locus 2 pTCTCGAACCTCTGCCAGCCTAGCTTGCTGTGGCGC 69
P AGGGACTCTGTGATGTCTGGAGCGATTCATTCTC
detection forward primer AAGCAGGGCAAATGGCGA 19
detection reverse primer GAGAATGAATCGCTCCAGAC 20
locus 2 detection TagMan probe F-ACAGAGTCCCTGCGCCACAGCAAG-Q 24
reference forward primer CCAGGGAGCATCTGTGAAAA 20
reference reverse primer AAAAGCCCATCTGGGAAACA 20
reference TagMan probe  H-CCCCTTCAGACGCAAGCGAAGCAG-Q 24

Figure S6. Sequence detail of the detection strategy: a) Illustration of the detection
strategy with sequence details for locus 1, i.e. 30,020,539 position on chromosome
16 (MMY); b) synthesized and purchased oligonucleotides for locus 1 and 2. Bold and
red letters represent nucleoside modifications or functional group: p, phosphate group
at 5’ terminus; F, FAM; H, HEX; Q, BHQ-1. MALDI-TOF: P2: calc.7951.5, found
7948.5, P3 calc. 7672.5, found 7671.0, contain one sodium ion.



21002 2x1005 2x10%;
1%1095 2x10°%8-
=z 1x10%2 - =
= s T 2x10%/
9 9 1x109% Q
= 5x109 = 8 1x10%
51006 e g
0 Tdg™ Tdg"" Dnmt TKO P Tdg” Tdg"" Dnmt TKO 0 Tdg” Tdg"" Dnmt TKO 0 Tag” Tdg"" Dt TKO
21072, 3x10°%, 2x1097,
2x10974
=z 1x1002 - 2x10% z [
2 E S 2.1097]
s S <
E e 8 1x1097
5x10°03 1x10%
5x10°08 § § §
20 2 4 0 2 4 6 e 2 4 6 03 2 4 6
Days during priming Days during priming Days during priming Days during priming
mdC hmdC fdC cadC
prodN STABW% | prodN STABW% | prodN STABW% | prodN STABW%
Tdg-/- 1.0E-02 1.1 4.0E-04 1.1 1.8E-05 3.6 2.0E-06 7.3
Tdg+/- 1.1E-02 2.0 3.9E-04 11.3 3.7E-06 0.8 2.2E-07 22.3
Dnmt TKO 3.0E-06 28.0 3.8E-06 18.8 6.0E-07 6.8 * *
WTO 2.5E-03 1.7 1.5E-04 0.6 1.2E-06 1.9 * *
WT2 5.1E-03 1.6 2.6E-04 3.6 2.6E-06 3.3 2.2E-07 6.8
WT4 8.7E-03 2.4 4.2E-04 11.2 2.2E-06 0.8 * *
WT6 1.1E-02 1.7 3.1E-04 3.1 1.9E-06 34 * *

Figure S7. Global 5SmC, 5ShmC, fdC, and 5caC quantification using LC-MS: ng'/',
Tdg"", and Dnmt TKO mES cells and 0, 2, 4, 6 days during priming of wild-type mES
cells. *: <LOQ, below the limit of quantification.
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Figure S8. 2-D plot of droplet fluorescence for negative control of locus 1: a) P3,
instead of P2, was used; b) no reporter stand R1; ¢) no Ampligase.



7. Quantification modeling

The encapsulation maximum of one target amplicon in one droplet to generate a
positive or negative signal is the ideal scenario for our situation. If a droplet contains
more than one detection amplicon, for example, one contains one fdC and one
cytosine, it will show a positive signal, and the negative cytosine signal vanishes.

The probability for two or more detection amplicons to get into one droplet can be

calculated according to the Poisson distribution, i.e. a discrete random variable X

complies the Poisson distribution with parameter A > 0, if, for k = 0, 1, 2, ..., the
probability mass function of X is given by:
Aee=2
f UGN =Pr (X=k) = —

where e is Euler's number and 4! is the factorial of %.

Table S2 Poisson distribution probabilities of genome copies in the droplet.

input N k

ng 1 2 3 4 5

3 0.05 4.8% 0.1% 0.0% 0.0% 0.0%
6 0.10 9.0% 0.5% 0.0%  0.0% 0.0%
9 0.15 12.9% 1.0% 0.0%  0.0% 0.0%
10 0.17 14.1% 1.2% 0.1% 0.0% 0.0%
15 0.25 19.5% 2.4% 02%  0.0% 0.0%
20 0.33 23.9% 4.0% 0.4%  0.0% 0.0%
30 0.50 30.3% 7.6% 1.3% 02%  0.0%
40 0.67 34.2% 11.4% 25% 04% 0.1%

For example, the mass of a mouse genome is approximately 3.0 pg (3.0x10712 g). If 30
ng for a 20 pL reaction is used, 10,000 genomes will be distributed into 20,000
droplets. So, A equals to 10,000 / 20,000 = 0.50. Let X = 1, then f'(1; 0.50) = 0.303; let
X =2, then f(2; 0.50) = 0.076. This means 30.3% of the droplets, instead 50% of the
droplet, contain a single copy while 7.6% of the droplets contain two copies.
Extensive distribution probabilities are listed in Table S2. If less than 9 ng is settled in
a 20 pL reaction, the probability to have two copies inside one droplet will be lower
than 1%. For the ease of calculation, 6 ng gDNA is used for each reaction of 20 pL,
corresponding to ca. 90 copy/uL.
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Figure S9. ddPCR output and modeling: a) 2-D plot of droplet fluorescence for
illustration; b) clusters separation in four quadrants; c) algebraic simplification of

counting numbers of the clusters.

As shown in Figure S8, Chl+Ch2+ (yellow) refers to droplets with both positive
signals; Ch1+Ch2- (blue) refers to droplets with only detection (report strand) signal;
Ch1-Ch2+ (green) refers to droplets with only reference (gDNA) signal; Ch1-Ch2-
(black) refers to droplets without target locus and ligated product; AD refers to all the
droplets accepted; resolution refers to the separation of the clusters.

In principle, Ch1+Ch2+ shows the droplets that contain fdC sites in the target locus;
Ch1+Ch2- indicates false-positive signals due to unspecific amplification and the
dissociated ligated products; Ch1-Ch2+ shows the droplets containing only the target
gDNA.

Figure S10. Agarose gel showing gDNA degradation: Line 1, log 2 marker; line 2,3,
gDNA (150 ng) after crosslinking; line 4,5, gDNA (150 ng) after ligation cycle, 95°C
for 3min, then 10 cycles of 94°C for 1min and 60°C for 1h; line 6,7, gDNA (150 ng).



Without considering the dissociation of the ligated products, the unreacted probe
which remained in the system will cause unspecific amplification, i.e. Chl1+Ch2-
signals. Catalyst, acid buffer, and ligation cycles will cause gDNA degradation
(Figure S9, giving more Ch1+Ch2- false-negative signals. However, Ch1+Ch2- and
Ch1+Ch2- / Ch1-Ch2- resolution do not play a role in the mathematical modelling

that we used.

Assuming that all fdC at the target site is converted to the reporter strand via
crosslinking and ligation, the yield is 100%. Assume that there are less than 150
copies in 1 pL so that the Poisson distribution is exclusive in our model.

Let a = Ch1+Ch2-, b = Ch1+Ch2+, ¢ = Ch1-Ch2+, (Figure S8) A = Accepted droplet
for the experiment entry, respectively, a’, b’, ¢’, and A’ for the control, i.e. TET
knockout cell line.

Let n = fdC content of the target site.

Then,

A
a+b-— W(a +b')

n= A
b+c+(a—Ta’)/n

where a — %a’ refers to the degraded gDNA copy containing fdC at the target site

that does not show in Ch2, (a — %a’) /m refers to all the degraded gDNA copies.

So,

(b— 24D
" T+
Herein, in this ideal model, without considering the dissociation of the ligated
products, n is independent of a, a’, and ¢’, i.e. genome degradation and unspecific
ligation do not affect fdC percentage. Chl+Ch2- only be resulted from the
dissociation of the ligated products. Also, as shown in Figure S6 a-c, b’ can be omitted.
Simplified n'

!

a+b
N =

" b+c

is calculated to indicate relative abundance of fdC at the target site.

In reality, neither the fdC probe covers all the target sites nor the reporter strand
ligates to all the target-linked probe. Therefore, only relative quantification is possible

in our model.



8. Droplet digital PCR data

Raw data of fdC detection in Tdg”, Tdg"", Dnmt TKO cells for locus 1. (AD:
accepted droplets)

Ch1t Ch2 1+2+ 1+2- 1-2+ 1-2- AD n Average
Tdg-/- 17.6 67.6 151 121 827 16399 17502 27.8%
Tdg-/- 17.6 63.7 101 93 590 12318 14896 28.1%

28.5%
Tdg-/- 189 63.7 106 103 585 12308 13102 30.2%
Tdg-/- 288 103 181 149 1002 12743 14075 27.9%
Tdg+/- 116 74.0 54 56 676 11085 11878 15.1%
Tdg+/- 113 67.2 54 70 698 12722 13544 16.5% 15.7%

Tdg+/- 10.7 69.6 52 83 806 13994 14935 15.7%

Tdg+/- 108 72.0 56 66 738 12490 13350 15.4%
DnmtTKO 4.0 115.0 10 29 1049 10327 11415 3.7%
Dnmt TKO 3.1 61.1 11 17 625 11913 12566 4.4%
Dnmt TKO 4.1 58.0 14 30 620 12508 13174 6.9% 5.2%
DnmtTKO 2.8 60.6 8 21 600 11484 12119 4.8%
DnmtTKO 5.7 96.0 35 28 986 11998 13047 6.2%
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Locus 1 Raw data of fdC detection in wild-type cells during priming.

Ch1t Ch2 1+2+ 1+2- 1-2+ 1-2- AD n Average

WTO 54 108 20 34 1017 10787 11858 5.21%

WTO 68 110 30 58 1336 13841 15265 6.44% 6.06%
WTO 66 112 26 53 1255 12738 14072 6.17%

WTO 78 108 23 58 1241 13060 14382 6.41%

WT2 97 892 40 98 1193 15552 16883  11.19%

WT2 102 887 35 105 1249 15948 17337  10.90%

WT2 108 930 35 96 1168 14476 15771 10.89% 10.90%
WT2 102 960 54 94 1279 15637 17064  11.10%

WT2 63 562 19 65 744 15582 16410 11.01%

WT2 60 573 27 54 759 15780 16620  10.31%

WT4 62 680 19 30 501 8702 9252 9.42%

WT4 54 684 26 46 811 13942 14821 8.60% 8.76%
WT4 45 590 14 24 477 9449 9964 7.74%

WT4 58 645 23 43 688 12579 13333 9.28%

WT6 111 117 42 67 1081 10691 11881 9.71%

WT6 82 114 28 41 888 9000 9957 7.53% 8.67%
WT6 98 120 32 41 820 7909 8802 8.57%

WT6 85 114 43 57 1086 11010 12196 8.86%
Locus 2 Raw data of fdC detection in Tdg™", Tdg"cells

Well Ch1t Ch2 1+2+ 1+2- 1-2+ 1-2- AD n Average
HO4 Tdg-/- 10.5 52 55 92 650 15671 16468  20.9%

EO6 Tdg-/- 208 115 88 133 1084 11285 12590 18.9%

F06 Tdg-/- 225 114 98 173 1226 12805 14302 20.5% 19.8%
G06  Tdg-/- 20.1 109 94 149 1178 12927 14348 19.1%

HO6 Tdg-/- 21.8 116 90 159 1179 12141 13569  19.6%

B0O9  Tdg+/- 55 66 28 49 884 15696 16657 8.4%

A10  Tdg+/- 5.9 59 13 29 400 8002 8444 10.2% 9.2%

EO1 Tdg+/- 8.3 96 43 78 1299 15749 17169 9.0%

GO01  Tdg+/- 8.1 93 39 73 1205 15070 16387 9.0%






