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Das genetische System weist verschiedene Informationsebe-
nen auf. Auf einer ersten Ebene ist genetische Information in
Form von Sequenzen der kanonischen Basen A, C, G und T/U
in DNA und RNA kodiert, die mithilfe von spezifischen Ba-
sentripletts in Aminosduren iibersetzt wird. In einer zweiten
Ebene kodiert der Methylierungsstatus der Cytosinbase auf
der DNA epigenetische Information und trégt zur Untertei-
lung der Gene in aktive und inaktive Bereiche bei. Beide
Informationsebenen sind chemisch sehr gut untersucht. We-
niger erforscht ist eine mogliche dritte Informationsebene, die
mit der chemischen Modifikation von RNA-Nukleobasen
assoziiert ist. In RNA und insbesondere tRNA sind iiber 100
verschiedene Modifikationen beschrieben worden,) deren
exakte Informationsfunktion jedoch grofitenteils unbekannt
ist. Fiir eine Reihe von Modifikationen wurde nachgewiesen,
dass sie die Aufrechterhaltung des Leserahmens (reading
frames) verbessern,? einen Einfluss auf die RNA-Stabilitit
haben® oder am Korrekturlesen durch tRNA-Synthetasen
beteiligt sind.”!

Kiirzlich wurde entdeckt, dass das gesamte Kollektiv von
modifizierten tRNA-Nukleosiden ein regulativer Bestandteil
der Stressantwort ist. Dies gibt uns den ersten Hinweis, dass
Zellen moglicherweise aktiv das Modifikationsmuster als
Antwort auf externe Faktoren anpassen konnen.”! Um mehr
iiber die Funktion modifizierter Nukleobasen zu lernen, un-
tersuchten wir die Beziehung zwischen unterschiedlichen
Arten beziiglich ihres spezifischen Modifikationsgehalts.
Unter Verwendung eines parallelen, systembasierten Ansat-
zes entdeckten wir, dass der kollektive Satz von modifizierten
Basen in hohem Mafe artenspezifisch und mit phylogeneti-
schen Beziehungen assoziiert ist. Diese Daten erméglichten
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es uns, einen detaillierten phylogenetischen Stammbaum zu
berechnen, der mit phylogenetischen Stammb&dumen {iiber-
einstimmt, die aus konventionellen Daten wie rRNA-Se-
quenzhomologien,® konservierten orthologen Genen,”! Se-
quenzen von tRNA-Synthetasen® und tRNA-abhingigen
Amidotransferasen®” berechnet wurden. Dieses Ergebnis
zeigt, dass die Gesamtheit der Basenmodifikationen nicht
universell, sondern stark artenspezifisch ist. Sie wurden unter
Evolutionsdruck entwickelt, um das entsprechende Basen-
triplett mit der iibereinstimmenden kognitiven Aminosiure
mit optimaler Effizienz ablesen zu konnen.

Fiir diese Studie verwendeten wir unsere kiirzlich entwi-
ckelte LC-MS-basierte Quantifizierungsmethode modifizier-
ter Nukleoside mit isotopenmarkierten Standards."” Fiir die
parallele Quantifizierung synthetisierten wir 18 tRNA-Mo-
difikationen sowohl in der natiirlich vorkommenden, als auch
in isotopenmarkierter Form (Schema 1). Die meisten dieser
Nukleoside kommen in 3'-Position zum Anticodon in Position
37 vor, wihrend andere iiber die ganze tRNA verteilt sind.
Die untersuchten Modifikationen sind an einer Reihe von
biologischen Prozessen beteiligt, z. B. der Strukturstabilitét,
der Stabilisierung der Codonbindung und der Translations-
initiation, 310111

Mit diesen tRNA-Nukleosiden analysierten wir das
tRNA-Modifikationsmuster von 16 Arten, um unterschiedli-
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Schema 1. Modifizierte Nukleoside, die in natiirlich vorkommender
und isotopenmarkierter Form synthetisiert und fiir die parallelen
Quantifizierungsstudien als Standards verwendet wurden.
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m°t’A A msi’A  i0’A  ms’ic’A yw HOyW  Ar Gr
Proteobacteria
E. coli 31 6 H 0 0 0 0 0 0
P. putida 30 85 0 79 0 0 0 0 0 '_
B. thailandensis 0 20 | 43 0 35 0 0 0 0
Firmicutes
B. subtilis 0 43 34 0 0 0 0 0 0
L. welshimeri 0 71 0 0 0 0 0 0 0 |
S. aureus NCTC 0 69 27 0 0 0 0 0 o |
D. radiodurans o [ s8 | 12 o | 2 o [ o [ o [ o |
Eukaryoten
S. cerevisiae 0 0 0 0 22 0 13 0
C. albicans 0 0 0 0 16 0 0 16
C. nebularis 0 3 0 68 0 0 0 0 24
F. fomentarius 0 8 0 14 0 0 0 0 13
S. scrofa (Herz/Mitochondrien) 8 12 80 0 0 0 1 0 0
S. scrofa (Herz/Cytoplasma) 15 33 6 0 0 0 17 0 0
b)
Pathogene/resistente Bakterien
P. aeruginosa o 37| 34 7 44 12 67 0 0 0 0 0 o ||
B. cenocepacia o | 2 [ s 0 19 39 0 34 [ 0 0 0 0 0
L. monocytogenes 31 0 96 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. aureus Mu50 2 0 83 46 0 0 0 0 0 0 0 0

Abbildung 1. tRNA-Modifikationsmuster der hier untersuchten Arten. Die Mengen an tRNA-Modifikationen sind als modifizierte Nukleoside pro
1000 tRNAs wiedergegeben (mittlere Standardabweichung 7%). Dunklere Felder reprisentieren hohere Modifikationsmengen. a) Eukaryotische
und nichtpathogene/resistente Bakterienarten, gruppiert nach ihrer Taxonomie. b) Pathogene/resistente Bakterien. Die Verbindungslinien rechts
markieren die Verkniipfung des jeweiligen Bakterienstamms mit den entsprechenden nichtpathogenen/nichtresistenten Stimmen.

che Zweige des phylogenetischen Stammbaums abzudecken.
Neben fiinf Eukaryoten, fiinf Gram-negativen Proteobakte-
rien und fiinf Gram-positiven Bakterien der Firmicutes un-
tersuchten wir das Bakterium Deinococcus radiodurans, das
Merkmale beider Bakterienklassen aufweist. D. radiodurans
wird normalerweise als ein Gram-positives Bakterium be-
trachtet, hat aber zusitzliche Zellwinde, die denen der Gram-
negativen Bakterien #hneln.'?l Die gesamte tRNA wurde
entweder aus frischem Gewebe oder aus Bakterien- und
Hefekulturen extrahiert, die in komplexen Medien unter
Optimalbedingungen geziichtet wurden. Anschlieend wurde
die tRNA enzymatisch verdaut und die Nukleosidmischung
mit unserer quantitativen LC-MS-Methode analysiert.!'*!

Die Ergebnisse fiir alle untersuchten Arten sind in Ab-
bildung 1 dargestellt. Das erste Schliisselergebnis ist, dass die
Modifikationsmengen drastisch zwischen unterschiedlichen
Arten variieren. Zum Beispiel unterscheidet sich die Menge
an m*A von 1 (1 Modifikation pro 1000 tRNA-Molekiilen) im
Pilz Clitocybe nebularis bis 314 im Proteobakterium Pseu-
domonas aeruginosa, und die von m*G von 38 im Gram-po-
sitiven Bakterium Bacillus subtilis bis 723 im Séaugetier Sus
scrofa. Hohe Mengen an bestimmten Modifikationen sind
charakteristisch fiir spezifische Gruppen von Organismen.
Zum Beispiel ist der Wert von m*A hauptsiichlich in Gram-
negativen Bakterien hoch, wihrend die Modifikationen m'A,
m'G, m’G und m?%,G in grofen Mengen in Eukaryoten vor-
kommen. Diese ersten Beobachtungen zeigen deutlich, dass
sich evolutiondre Beziehungen nicht nur im artenspezifischen
Vorkommen, sondern auch in der Quantitit von tRNA-Mo-
difikationen widerspiegeln.

Vier N°-Isopentenyladenosin-Derivate (i°A, ms%i®A, io°A
und ms’*i0°A) wurden parallel quantifiziert. Dadurch konnten
wir die Beziehung zwischen diesen Modifikationen im Detail
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analysieren. Wihrend die einfachste Modifikation dieser
Gruppe, i’A, in allen untersuchten Arten vorkommt, sind die
komplexeren Modifikationen unterschiedlich verteilt. Die
Modifikation ms°®A ist in allen Bakterien auBer Listeria und
P. putida vorhanden und kommt bei Eukaryoten nur in S.
scrofa, aber nicht in den untersuchten Pilzen vor. In Uber-
einstimmung mit der Literatur kommen die Hydroxyderivate
i0°A und ms%io®A hauptsichlich in y-Proteobakterien wie
Pseudomonas vor." Uberraschenderweise konnten wir auch
groBBe Mengen dieser Verbindungen im (-Proteobakterieum
Burkholderia finden. Spuren von ms’io®A konnten wir auch in
D. radiodurans nachweisen, was sehr iiberraschend ist, da die
Sequenz des modifizierenden Enzyms MiaE nicht in Gen-
analysen gefunden werden konnte.'¥! Dieses Ergebnis weist
darauf hin, dass ein Enzym mit einer signifikant anderen
Sequenz fiir diese Modifikation verantwortlich sein konnte.
Die beiden komplexen Pilze C. nebularis und Fomes fomen-
tarius verwenden hauptsichlich i0°A, was sie von den anderen
untersuchten Eukaryoten unterscheidet.

Unsere Daten belegen, dass die Modifikationen m'G und
t°A in groBen Mengen in allen untersuchten Arten vorkom-
men. Insbesondere kommen diese Modifikationen in extrem
hoher Zahl in dem ungewohnlichen Bakterium D. radiod-
urans vor, wo sie den Hauptanteil aller quantifizierten Mo-
difikationen ausmachen. Diese beiden modifizierten Nu-
kleoside sind die einzigen tRNA-Nukleoside, die in allen drei
Reichen des Lebens und auch in Mitochondrien und Chlo-
roplasten vorkommen.'”! Deshalb folgern wir, dass diese
Modifikationen zu den dltesten RNA-Modifikationen geho-
ren, die moglicherweise zur frithen Entwicklung des Lebens
beitrugen."”! Die Entdeckung, dass diese Nukleoside sehr
haufig in D. radiodurans vorkommen, deutet darauf hin, dass
sich diese Bakterienart aus einer sehr alten evolutionédren
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phylogenetischen Abzweigung entwickelt hat, was in Uber-
einstimmung mit evolutiondren Schlussfolgerungen aus an-
deren Daten ist.['”!

Um eine statistische Analyse der unterschiedlichen Mo-
difikationsmengen zwischen den unterschiedlichen Spezies
durchzufiihren, haben wir einen hierarchischen Clustering-
Algorithmus auf unsere Daten mit den Programmen ,,Clus-
ter” und , Treeview* angewendet.”®! Mit diesen Berechnun-
gen werden Spezies mit dhnlichen Modifikationsmengen zu-
sammen gruppiert. Wir verwendeten hierfiir den euklidischen
Abstandsalgorithmus ohne Normalisierung der Daten, da der
Algorithmus die absoluten Werteunterschiede ins Verhéltnis
setzt. Somit sollten alle tRNA-Funktionalitdten repriasentiert
und geringe Variationen der Modifikationsmengen zwischen
den Spezies einbezogen sein. Interessanterweise ergeben die
Clustering-Ergebnisse unserer quantitativer Daten (Abbil-
dung?2a) einen hochgradig genauen phylogenetischen
Stammbaum. Das erhaltene Bakterien-Clustering wird durch
Bootstrap-Rechnungen stark gestiitzt. Das Clustering der
eukaryotischen Arten ist nur geringfiigig schlechter. Zum
moglichen Vergleich mit etablierten Methoden berechneten
wir einen konventionellen phylogenetischen Stammbaum,

a)

o N
%o e
8. scrofa (Herz/Cytoplasma)
50 63— F. fomentarius
70 C. nebularis
70— C. albicans

S. cerevisiae
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S. aureus Mu50
80M 5. aureus NCTC
B. subtilis
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der auf genetische Unterschieden basiert (Abbildung 2b).
Dieser Stammbaum wurde basierend auf einer publizierten
Methode aufgebaut,’” wobei genetische Daten fiir alle
moglichen Arten verwendet wurden, die wir in dieser Studie
untersucht haben.

Uberraschenderweise zeigen beide Clustering-Experi-
mente sehr dhnliche Gruppierungsmuster. Dies bestitigt, dass
die Mengen an modifizierten Nukleosiden mit genetischen
Unterschieden zwischen Arten eng verkniipft sind. Euka-
ryoten sind deutlich getrennt von Bakterien, und es gibt eine
klare Unterteilung zwischen Gram-negativen und Gram-po-
sitiven Bakterien. Ein genauerer Blick ermoglicht die exakte
Unterscheidung der Gram-positiven Firmicutes-Bakterien
(Bacillus, Listeria und Staphylococcus) und demonstriert die
Auflosung und Genauigkeit von unserer Analyse. Ahnlich
clustern die Eukaryoten in exzellenter Korrelation mit dem
phylogenetischen Stammbaum und einer deutlichen Abtren-
nung zwischen Sédugetieren und Pilzen, sowie zwischen kom-
plexen Pilzen und Hefen untereinander. Auch zeigt der
Cluster der Gram-negativen Bakterien eine gute Uberein-
stimmung mit der phylogenetischen Einstufung. Eine Aus-
nahme bildet hier lediglich Pseudomonas aeruginosa, welches
mit E. coli und nicht mit dem enger
verwandten P. putida gruppiert. Die
eng verwandten Bakterienklassen
der y-Proteobakterien (Escherichia
und Pseudomonas) und der (-Pro-
teobakterien (Burkholderia) sind
jedoch klar zu unterscheiden. In-
teressanterweise ldsst sich D. ra-
diodurans keiner der zwei Bakteri-

enklassen zuordnen, was dessen
mehrdeutigen Charakter unter-
streicht.

Als weiteres Ergebnis wurde
gefunden, dass die Modifikations-
mengen in mitochondrialer tRNA
aus dem Herzgewebe von S. scrofa
mit den Bakteriendaten clustern,
wihrend die zytosolischen Modifi-
kationsmengen erwartungsgemaif
mit den anderen Eukaryoten clus-
terten. Diese Resultate belegen,
dass mitochondriale tRNA in Bezug
auf ihre Modifikationsmengen pro-
karyotischen Charakter beibehilt,
was in Ubereinstimmung mit quali-

tativen Analysen von tRNA-Se-
S. scrofa

D. radiodurans
E. coli
E P. aeruginosa
P. putida

B. thailandensis
B. cenocepacia

Abbildung 2. Cluster-Artenanalyse. a) Artenclustering basierend auf unseren quantitativen tRNA-
Modifikationsdaten. Die Werte an den Verzweigungspunkten sind Bootstrap-Werte der schwicheren
Cluster; nichtmarkierten Verzweigungspunkte weisen sehr hohe Bootstrap-Werte (>95) auf. Die hori-
zontale Skala zeigt die relativen euklidischen Abstinde zwischen Clustern an jeder Verzweigung.

b) Phylogenetischer Stammbaum basierend auf der Analyse einer Gruppe orthologer Gene. Die Boot-
strap-Werte wurden durch wiederholte Probenahme bestimmt; nichtmarkierte Verzweigungspunkte
weisen sehr hohe Bootstrap-Werte (100) auf. Die Lingen der horizontalen Linien reprisentieren die
relative Hiufigkeit von Aminosiuresubstitutionen zwischen Arten/Verzweigungspunkten.
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quenzen und tRNA-Modifikationen
ist.'”! Unser Ergebnis deutet zu-
sdtzlich darauf hin, dass Mitochon-
drien moglicherweise prokaryoti-
sche Systeme aufrecht erhalten, um
die Regulation der Modifikations-
mengen zu ermoglichen.

Die hohe Auflésung der Analy-
se zeigt, dass die Quantifizierung
von tRNA-Modifikationen als Me-
thode zur Unterscheidung zwischen
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pathogenen Bakterien und deren nichtpathogenen Spezies
angewendet werden konnte. Um das Potential unseres An-
satzes einschitzen zu konnen, verglichen wir drei Paare von
pathogenen und nichtpathogenen Bakterien der Genera
Pseudomonas, Burkholderia und Listeria sowie ein Paar
Methicillin-resistenter und nichtresistenter S.-aureus-Stamme
(Abbildung 1). Diese Bakterien gehdren zu den bedroh-
lichsten klinischen Pathogenen und sind fiir viele Todesfélle
verantwortlich.

Tatsdchlich sind pathogene und nichtpathogene Bakterien
deutlich zu unterscheiden. Die beiden Pseudomonas-Spezies
weisen sogar unterschiedliche tRNA-Modifikationsarten auf.
Wihrend die pathogene Spezies P. aeruginosa alle vier i°A-
Derivate aufweist (iA, ms*iA, i0°A und ms’io®A), enthilt die
nichtpathogene Spezies P. putida nur i°A und io®A ohne die
Methylthiogruppe. Zusitzlich ist das Nukleosid m'A nur in
der nichtpathogenen Spezies vorhanden. Im Fall der Listerien
und Staphylokokken ist der Modifikationsgehalt in der pa-
thogenen und resistenten Spezies jeweils deutlich hoher. Dies
ist ein Hinweis auf einen verénderten Translationsprozess mit
einem erhohten Bedarf an Modifikationen. Nur die Burk-
holderia-Spezies waren nicht deutlich durch ihr Modifikati-
onsmuster zu unterscheiden. Generell bietet unsere Methode
aber eine neue Moglichkeit zur Unterscheidung zwischen
pathogenen und nichtpathogenen Bakterien.

Zusammengefasst haben wir 18 tRNA-Modifikationen in
16 Spezies quantitativ bestimmt. Die Ergebnisse ermoglichen
einen tieferen Einblick in die Evolution von tRNA-Modifi-
kationen, und es zeigt sich, dass diese Modifikationen unter-
schiedliche Spezies sehr fein charakterisieren und mit
phylogenetischen Unterschieden einhergehen. Die beschrie-
benen Ergebnisse konnen zudem zur Unterscheidung von
Arten und sogar von pathogenen und nichtpathogenen Bak-
terien verwendet werden.
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