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Transfer-RNAs (tRNAs) sind Adaptermolekiile, die die am
Ribosom ablaufende Translation des genetischen Codes in
Peptidsequenzen vermitteln. Menschliche Zellen enthalten
49 unterschiedliche Isoakzeptor-tRNAs, die am 3'-Ende eine
spezifische Aminosiure tragen.'! Alle tRNA-Molekiile be-
stehen aus 70-100 Ribonucleotiden, von denen bis zu 20 %
modifiziert sind. Die groe Zahl von Modifikationen (> 95),
die bis heute bekannt sind,>¥ und insbesondere ihre struk-
turelle Vielfalt birgt eine zweite Ebene der molekularen In-
formation, die vermutlich fiir den Decodierungsprozess not-
wendig ist.""! Bis heute stehen nur begrenzt Informationen zur
Verfiigung, wie diese Modifikationen die Translation der ge-
netischen Information,” die Faltung®® und die Funktion der
tRNA beeinflussen.

Ein zentraler wissenschaftlicher Ansatz der ,,Omics“-
Forschung besteht darin, die zelluliren Bestandteile nicht
individuell, sondern aus ihrem Zusammenhang heraus zu
untersuchen.® Unserer Meinung nach ist eine Methode zur
quantitativen Analyse von modifizierten tRNA-Nucleosiden
notwendig.®? In der Literatur gibt es Hinweise, dass Tu-
morzellen eine andere Zusammensetzung an tRNA-Modifi-
kationen als normale Zellen aufweisen,'*'"! insbesondere in
den Mitochondrien.” Eine solche Methode wiirde zur bes-
seren Charakterisierung von Tumorzellen beitragen und
konnte einen tieferen Einblick in den Stoffwechsel von Tu-
morzellen ermoglichen.™ Hier berichten wir iiber eine iso-
topenbasierte, massenspektrometrische Methode, die die di-
rekte und parallele Quantifizierung von grundsétzlich allen
tRNA-Modifikationen mit hochster Empfindlichkeit ermog-
licht. Erste Daten zeigen eine tiberraschend grofle Variation
zwischen unterschiedlichen Tumorzellen, genauso wie zwi-
schen Tumorzellen und gesundem Gewebe.

Die Methode ist in Abbildung 1 dargestellt. Die gesamte
tRNA wird hierbei nach einem modifizierten Literaturpro-
tokoll aus den Zellen oder dem Gewebe isoliert™ und an-
schlieBend vollstindig verdaut, wobei eine Mischung aus
allen tRNA-Nucleosiden erhalten wird.""! Zur Quantifizie-
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Abbildung 1. Prinzip der Methode zur quantitativen Analyse von modi-
fizierten tRNA-Nucleosiden. a) Extraktion: Phenol-Extraktion; Aufreini-
gung: PD10-Chromatographie, Anionenaustauschchromatographie;

b) Spiking: Zugabe von isotopenmarkierten Standards; Verdau: enzy-
matischer Verdau der gesamten tRNA; schwarze Symbole kennzeich-
nen natiirliche Nucleoside, rote Symbole zugesetzte, isotopenmarkier-
te Nucleoside; c) HPLC-ESI-MS-Analyse: chromatographische Tren-
nung und massenspektrometrische Analyse (experimentelle Details in
den Hintergrundinformationen).

rung bestimmter Modifikationen wurden isotopenmarkierte
modifizierte tRNA-Nucleoside synthetisiert und zum Verdau
hinzugefiigt. Messungen von Kalibriergeraden fiir jede ein-
zelne Modifikation ermoglichen eine exakte Quantifizierung.
Zur Entwicklung der Methode quantifizierten wir zunéchst
die tRNA-Modifikationen m°A, m?A, Am, t°A, A und
ms%i°A,[! da diese Modifikationen hauptsichlich 3'-benach-
bart zum Anticodon vorkommen®? und dadurch héchst-
wahrscheinlich direkt am Decodierungsprozess beteiligt
sind.""! Das Nucleosid ms*°A ist von besonderem Interesse,
weil es nur in Prokaryoten und mitochondrialer tRNA vor-
kommt.>¥ Deshalb konnte eine Untersuchung dieses Nuc-
leosids einen Einblick in die Mitochondrien-Aktivitit einer
Zelle geben. Alle genannten modifizierten Nucleoside
wurden als isotopenmarkierte (*) Derivate synthetisiert, wie
in Abbildung 2 gezeigt.'”! Die verdaute tRNA-Probe mit den
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Abbildung 2. Schweratommarkierte Adenosin-Modifikationen, die in
dieser Studie untersucht wurden. Sterne (*) markieren ein *N- oder
3C-Atom; D = Deuterium. Basenmodifizierte Nucleoside kommen 3’
benachbart zum Anticodon in Position 37 vor. Das ribosemodifizierte
Nucleosid Am ist in Position 4 der tRNA vorhanden.

zugesetzten isotopenmarkierten Nucleosiden wird anschlie-
Bend mit HPLC-ESI-MS analysiert.

Typische UV-Spuren fiir E. coli und Schweineleber sind in
Abbildung 3a und b dargestellt. Neben den dominanten Si-
gnalen der kanonischen RNA-Nucleoside sind die modifi-
zierten Nucleoside entweder als kleine Signale zu erkennen
oder in der Grundlinie versteckt. Die eindeutige Zuordnung
der Modifikationen erfolgt durch MS-Analyse. In Abbil-
dung 3¢ sind als Beispiel die Ionenspuren von m*A und m°A
im Vergleich mit den zugesetzten, isotopenmarkiert synthe-
tisierten Derivaten dargestellt. Wegen der Massendifferenz
erscheinen die Massenspektren als zwei getrennte Signale
und konnen durch Integration der Fldachen unter den Mas-
sensignalen quantifiziert werden. Die hohe Qualitédt der er-
haltenen Daten mit einer mittleren Standardabweichung von
nur 5% beweist, dass die Isotopenverdiinnungsmethode fiir
die Analyse von tRNA-Modifikationen angewendet werden
kann, sofern die isotopenmarkierten modifizierten tRNA-
Nucleoside verfiigbar sind.!"®!

Mit der neuen Methode zur tRNA-Analyse begannen wir
Untersuchungen, wie sich die Modifikationszusammenset-
zungen von verschiedenen Tumorzelllinien und von gesun-
dem Gewebe unterscheiden. In einem ersten Test unter-
suchten wir die menschlichen Epithel-Zelllinien HCT-116
und Hel a, die aus einem kolorektalen Tumor bzw. aus einem
Adenokarzinom des Gebarmutterhalses gewonnen wurden.
Zum Vergleich haben wir zusitzlich die Modifikationszu-
sammensetzung von Schweineleber und E. coli analysiert. Die
Ergebnisse der Quantifizierung sind in Abbildung 4 zusam-
mengefasst. In Ubereinstimmung mit Literaturdaten konnten
wir die Modifikation m?A nur in E. coli, nicht aber in eu-
karyotischen Zellen finden. Demgegeniiber kommt die Mo-
difikation Am™ nur in eukaryotischen Zellen vor.>** Zu
unserer Uberraschung entdeckten wir, dass die Stoffmenge
von t°A in gesunder Schweineleber geringer ist als in beiden
Tumorzelllinien. Dies deutet auf eine mogliche Hochregu-
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Abbildung 3. a,b) HPL-Chromatogramme des tRNA-Verdaus von E. coli
(A=260 nm) (a) und von Schweineleber (A =260 nm) (b). c) Links:
positive lonenspuren der protonierten Nucleoside m?A und m°A mit
den entsprechenden isotopenmarkierten Derivaten; rechts: entspre-
chende hochaufgeléste massenspektrometrische Daten fiir das natiirli-
che und markierte Nucleosid m?A.

lierung der Biosynthese dieser Modifikation in den Zelllinien
HeLa und HCT-116 hin. Weitere deutliche Unterschiede
zwischen den Tumorzelllinien wurden fiir m°A und i°A be-
obachtet. HeLa-Zellen enthalten doppelt so viel m°A wie
HCT-116-Zellen oder Schweinelebergewebe. Von der Modi-
fikation i°A enthalten sowohl HeLa-Zellen als auch gesundes
Lebergewebe 30% weniger als die HCT-116-Zellen. Diese
Ergebnisse stiitzen die Annahme, durch Analyse von modi-
fizierten tRNA-Nucleosiden zwischen Krebszellen und ge-
sunden Zellen unterscheiden zu konnen. Dariiber hinaus
konnte sogar die Unterscheidung zwischen unterschiedlichen
Krebszelllinien moglich sein — hierzu miisste die Analyse auf
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Abbildung 4. Stoffmengenvergleich der modifizierten Nucleoside in

E. coli und Schweineleber sowie HelLa- und HCT-116-Zelllinien; Fehler-
balken stehen fiir die berechneten Standardabweichungen aus mehre-
ren Experimenten.

eine grofere Anzahl an modifizierten Nucleosiden ausge-
weitet werden.

Als néchstes befassten wir uns mit der Frage, wie sich die
tRNA-Zusammensetzung in den Mitochondrien dndert. Es
ist seit lingerem bekannt, dass Tumore eine reduzierte oxi-
dative Phosphorylierungsaktivitdt haben und ihre Energie
hauptsichlich aus der Glycolyse gewinnen,?"?! was mit
einem reduzierten pH-Wert in Tumorgeweben einhergeht.”!!
Um dieses Phinomen zu untersuchen, wendeten wir die hier
vorgestellte Isotopenmethode zur Quantifizierung des Nuc-
leosids ms%i°A an.

Das Ergebnis dieser Analyse ist im Einschub von Abbil-
dung 4 dargestellt. Wie erwartet, ist die Modifikation ms*°A
im Bakterium E. coli vorhanden. Sie ist auBerdem in gerin-
gen, aber nachweisbaren Mengen in Schweineleber zu finden.
Dass wir in der Lage sind, die Menge der mitochondrialen
Modifikation ms%°A zu bestimmen, belegt erneut die hohe
Empfindlichkeit der isotopenbasierten Methode.

Uberraschenderweise ergab die Analyse, dass die Modi-
fikation ms%°A in Tumorzellen nicht vorhanden ist. Dies
zeigt, dass sich mitochondriale tRNAs in Tumorzellen und
normalen Zellen eindeutig unterscheiden. Diese ersten Hin-
weise zeigen, dass eine verdnderte Mitochondrien-Aktivitit
in Tumorzellen (Warburg-Hypothese)®! mithilfe unserer
Isotopenmarkierungsmethode bestitigt werden kann.

Bislang stiitzt sich unsere Interpretation auf die Auswer-
tung von erst sechs tRNA-Modifikationen, dennoch zeigen
die Ergebnisse bereits deutlich, dass die beschriebene Isoto-
penmarkierungsmethode schnell quantitative Daten tiiber
Modifikationsmuster in tRNAs aus Zellen und Gewebe lie-
fern kann. Auch die Quantifizierung von Modifikationen, die
nur in Mitochondrien vorkommen, ist moglich. Davon aus-
gehend, dass unterschiedliche Spezies, unterschiedliche Sau-
getiergewebe und unterschiedliche Tumorgewebe eine er-
heblich unterschiedliche Zusammensetzung an tRNA-Nuc-
leosiden aufweisen,” bietet die hier vorgestellte Isotopen-
methode eine neue Moglichkeit fiir die detaillierte Zell- und
Gewebeanalyse. Dieser wissenschaftliche Ansatz, fiir den wir
den Namen ,,Modiomics“ vorschlagen, konnte den Weg fiir
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eine detaillierte Analyse der Funktion und Biosynthese von
modifizierten tRNA-Nucleosiden ebnen.
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