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Transfer-RNAs (tRNAs) sind Adaptermolek�le f�r die
�bersetzung der genetischen Information in eine Peptid-
sequenz.[1] Am Ribosom erkennt das Antikodon einer tRNA
das passende Kodon der Boten-RNA (mRNA). Diese
Kodon-Antikodon-Interaktion ermçglicht es der großen
Untereinheit des Ribosoms, die Bildung einer Amidbindung
zwischen der Aminos�ure am 3’-Ende der Aminoacyl-tRNA
und der wachsenden Polypeptidkette zu katalysieren.[2] Die
f�r diesen Prozess bençtigten tRNA-Adapter sind chemisch
�berraschend divers.[3] Außer den vier kanonischen Nukleo-
siden A, C, G und U sind noch rund 100 modifizierte Nu-
kleoside Schl�sselbestandteile der tRNA (Abbildung 1).[4]

Die chemisch komplexesten Strukturen finden sich hierbei in
der Antikodonschleife, entweder in der Wobble-Position des
Antikodons oder direkt neben der 3’-Position des Anti-
kodons,[5] was auf eine Rolle dieser chemischen Komplexit�t
bei der Erhaltung der Translationsgenauigkeit schließen
l�sst.[6] Das Ribosom scheint eine modifizierte Antikodon-
region zu bençtigen, um eine korrekt gepaarte tRNA von
Fehlpaarungen zu unterscheiden und damit z. B. Leserah-
menverschiebungen durch verrutschende tRNAs zu vermei-
den.[7]

Um den Einfluss der Nukleosidmodifikationen auf die
Translationseffizienz zu untersuchen, haben wir eine Auswahl

dieser tRNA-Modifikationen in einer Vielzahl von Geweben
mithilfe einer Isotopenverd�nnungsmethode massenspek-
trometrisch quantifiziert (Hintergrundinformationen (SI)
und Methoden, Tabelle S1 und Abbildung S1 (SI)). Die ge-
messenen Modifikationsgrade wurden �ber ein In-vitro-
Translationssystem mit der Translationseffizienz korreliert.
F�r diese Experimente wurden elf repr�sentative Modifika-
tionen (Abbildung 1) als isotopenmarkierte Derivate syn-
thetisiert.[8] Die Mehrzahl dieser Nukleoside befindet sich im
erweiterten Antikodon,[9] die restlichen modifizierten Nu-
kleoside kommen an verschiedenen anderen Ger�stpositio-
nen der tRNA vor.[10] Als biologisches Material f�r die Ana-
lysen wurde eine Auswahl unterschiedlicher Gewebe von
Maus und Schwein verwendet. Die Schweinegewebe boten
sich anf�nglich wegen der Verf�gbarkeit großer Mengen an,
w�hrend die Mausgewebe sp�ter zur Best�tigung der Befun-
de in einem etablierten Modellsystem herangezogen wurden.
Vom Schwein wurden je 5–10 g Material des jeweiligen
Organs von zwei Tieren verarbeitet, außerdem wurden voll-
st�ndige Organe aus zwei Sets mit je f�nf M�usen untersucht.
Nach Extraktion und vollst�ndiger enzymatischer Hydrolyse
der tRNA bis auf die Nukleosidebene wurde eine Mischung
aus isotopenmarkierten tRNA-Modifikationen zugegeben
und die Probe massenspektrometrisch analysiert. Die Ver-
h�ltnisse der LC-MS-Signale von nat�rlichen zu isotopen-
markierten Nukleosiden wurden bestimmt, was mithilfe
zuvor aufgenommener Kalibriergeraden der einzelnen Nu-
kleoside eine genaue parallele Quantifizierung dieser Modi-
fikationen ermçglichte (Abbildung S2 (SI)).[8a] Die massen-
spektrometrische Quantifizierung wurde mindestens dreimal
wiederholt, und die f�r jedes Gewebe erhaltenen Werte
wurden gemittelt, sodass der Fehlerbereich auf ca. 5% be-
schr�nkt werden konnte.

Die so erhaltenen Werte von Maus und Schwein sind
farbkodiert jeweils in Abbildung 2A und B wiedergegeben,
zusammen mit den ungef�hren Positionen der gemessenen
Modifikationen in der tRNA-Sequenz. Die Werte geben die
Zahl der jeweiligen Modifikation pro 1000 tRNA-Molek�le
in % an (die absoluten Werte sind in den Tabellen S2–7 (SI)
dargestellt). Damit wird statt der absoluten Konzentration
einer bestimmten Modifikation in der Probe vielmehr der
Modifikationsgrad des analysierten tRNA-Ensembles be-
z�glich dieses Nukleosids dargestellt. F�r repr�sentative
Gewebe aus Maus und Schwein wurden zus�tzlich die h�ufig
vorkommenden tRNA-Modifikationen m5C und Y quantifi-
ziert (Abbildung S4 (SI)).
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Die Daten zeigen, dass jeder Gewebetyp unterschiedliche
Mengen eines bestimmten modifizierten Nukleosides in sein
tRNA-Ensemble integriert. W�hrend die tRNA in Leber-
gewebe eine große Zahl modifizierter Nukleoside aufweist (in
Rot dargestellt), weisen die tRNAs aus Lungen- und Nie-
rengewebe deutlich geringere Modifikationsgrade auf (in
Gelb und Gr�n dargestellt). Es ist bekannt, dass die Menge
bestimmter tRNA-Spezies zwischen unterschiedlichen Ge-
weben variiert,[11] jedoch sind diese Schwankungen gering
gegen�ber den hier gemessenen Unterschieden im Modifi-
kationsgrad. Dies l�sst darauf schließen, dass Gewebe ihre
tRNA-Ensembles unterschiedlich stark modifizieren (zur
detaillierteren Diskussion des Einflusses unterschiedlicher

Kodonzusammensetzungen siehe SI). Bedeut-
sam ist in diesem Zusammenhang die Beob-
achtung, dass die Modifikationen m1A, m2G,
m5C und Y dem allgemeinen Trend folgen
(Abbildungen 2 und S4 (SI)). Diese Nukleoside
sind in fast allen tRNA-Spezies vorhanden.
W�rde die Zusammensetzung des tRNA-En-
sembles die gemessenen Modifikationsniveaus
stark beeinflussen, w�rden die verschiedenen
Organe f�r diese Nukleoside das gleiche Modi-
fikationsniveau aufweisen (oder die Messwerte
w�rden dem Trend weniger stark folgen).

�bereinstimmend haben sowohl Maus als
auch Schwein in der Leber, einem Gewebe mit
hoher metabolischer Aktivit�t, einen hohen
tRNA-Modifikationsgrad. Muskelgewebe, wie
das Herz, weisen in beiden Organismen nur
niedrige Modifikationsgrade auf.[12] Unterschie-
de zwischen den beiden Organismen finden sich
in Geweben wie dem Großhirn und der Milz.
Dies kçnnte auf speziesspezifische Unterschiede
im Metabolismus dieser Organe zur�ckzuf�hren
sein, aber auch auf phylogenetische Unter-
schiede, wie sie bereits bei Bakterien beobachtet
wurden.[13] �berraschend ist die Beobachtung,
dass die Werte f�r Am einem anderen Trend
folgen, indem Gewebe mit einem ansonsten
niedrigem tRNA-Modifikationsniveau die
hçchsten Werte an Am aufweisen (siehe Abbil-
dung 2 und Tabelle S8 (SI)). Es ist bekannt, dass
eine 2’-O-Methylierung die RNA stabilisiert,[4,14]

weshalb das beobachtete Muster auf eine Rolle
von Am bei der Stabilisierung untermodifizier-
ter tRNAs hinweisen kçnnte. Die Werte von
Queuosin (Q) folgen prinzipiell dem beobach-
teten Trend, zeigen jedoch besonders hohe
Werte in den Hirngeweben von Maus und
Schwein. Dies kçnnte auf eine komplexere und
spezialisierte Aufgabe von Q in diesen Geweben
hindeuten.[15]

Um die Befunde weiter abzusichern, haben
wir den tRNA-Modifikationsgehalt anschlie-
ßend auch im Sequenzkontext bestimmt. Dazu
wurde eine LC-MS-Analyse von partiell ver-
dauter tRNA (RNase A) der repr�sentativen
Schweinegewebe Herz und Leber durchgef�hrt.

Der Verdau lieferte eine Reihe definierter tRNA-Fragmente
(kurze Oligomere) als Resultat der Spaltung nach C und U.
Aus den erhaltenen Fragmenten wurden zehn ausgew�hlt, die
in modifizierter und unmodifizierter Form detektiert werden
konnten und deren Sequenz anhand der hinterlegten Daten
f�r S�ugetier-tRNA aus der Sprinzl-Datenbank identifiziert
werden konnte.[3b] Anschließend wurde f�r jedes Oligomer
die relative Menge von modifiziertem gegen�ber unmodifi-
ziertem Fragment bestimmt. Der Modifikationsgrad der je-
weiligen tRNA-Sequenz wurde direkt aus dem Verh�ltnis der
Signalfl�chen von modifiziertem zu unmodifiziertem Frag-
ment berechnet (Abbildung 3 und Tabelle S9 (SI)).[16] Die
Befunde zeigen, dass die repr�sentativen Modifikationen

Abbildung 1. Isotopenmarkierte tRNA-Nukleoside und ihr Vorkommen in eukaryoti-
scher tRNA. Die eingef�hrten Isotopenmarkierungen sind farblich markiert: D in
blauem Kasten: Deuterium, * in rotem Kasten: 13C, * in gr�nem Kasten: 15N. Das An-
tikodon ist rot hervorgehoben, die �brige Antikodonschleife ist gelb und Positionen
des Pseudouridins sind orange markiert. Die Abk�rzungen sind in Tabelle S1 (SI) er-
kl�rt.
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m1G, m1A, m2G, i6A und t6A tats�chlich h�ufiger in tRNA-
Fragmenten aus der Leber vorkommen und untermauern
damit die Resultate der direkten Nukleosidquantifizierung
mithilfe unserer auf Isotopenverd�nnung basierenden Me-
thode.

Aus den erhaltenen Daten folgerten wir, dass verschie-
dene Gewebe ihre tRNA unterschiedlich reifen lassen, um
den individuellen Bed�rfnissen bei der Translation gerecht zu
werden. Gest�tzt wird diese These von publizierten In-vivo-
Proteinsyntheseraten unterschiedlicher S�ugetierorgane, die
ein hohes Maß an Korrelation mit den hier gezeigten Daten
vom Schwein aufweisen (Abbildung S5 (SI)).[12,17] Dies deutet
darauf hin, dass ein hçheres allgemeines tRNA-Modifika-
tionsniveau wahrscheinlich mit erhçhten Translationsraten
einhergeht. Zur �berpr�fung dieser Hypothese haben wir
den Einfluss gewebespezifischer tRNA-Ensembles auf die
Translationseffizienz in einem gekoppelten In-vitro-Trans-
kriptions-/Translationssystem aus Retikulozytenlysat unter-
sucht.[18] Dazu wurden die urspr�nglich im System vorhan-
denen tRNAs s�ulenchromatographisch mithilfe von Etha-
nolamin-Sepharose entfernt[18] und anschließend durch ge-
reinigte tRNA-Ensembles unterschiedlicher Gewebe ersetzt.
Die Translationseffizienz wurde durch Messung der Lumi-
neszenz bestimmt, die mit der Produktion des Enzyms Luzi-
ferase einhergeht (Abbildung S7 (SI)). Die Steigung der er-
mittelten Graphen aus mindestens drei Experimenten wurde
dabei auf das effizienteste Ensemble normiert.

In einem ersten Ansatz wurden komplette tRNA-En-
sembles aus Schweinegeweben genutzt. Abbildung 4 zeigt die
normierten Translationsraten in Abh�ngigkeit von den auf

LC-MS-Messungen beruhenden,
normierten Modifikationsniveaus
aus Abbildung 2 B (detaillierte
Werte siehe Abbildung S8 (SI)).
Aus Abbildung 4 ist bereits eine
Korrelation zwischen Transla-
tionseffizienz und dem Modifika-
tionsgrad der isolierten tRNA-
Ensembles erkennbar, aber diese
Korrelation ist l�ngst nicht opti-
mal.

Wir haben beobachtet, dass
besonders solche Gewebe vom
allgemeinen Trend abweichen, die
reich an Mitochondrien sind (vor
allem Herz).[19] Da mitochondriale
tRNAs ihr eigenes Set an modifi-
zierten Nukleosiden aufweisen,[13]

haben wir in einem Folgeexperi-
ment die Mitochondrien vor der
tRNA-Extraktion abgetrennt
(Abbildung S6 (SI)).[20] Die so ge-
wonnenen Daten f�r zytosolische
tRNA-Ensembles weisen tats�ch-
lich eine hçhere Korrelation zwi-
schen Translationsaktivit�t und
Modifikationsgrad auf (schwarze
Quadrate in Abbildung 4; r =

0.861, P = 0.028), was zeigt, dass
der Modifikationsgrad der zytosolischen tRNA die Transla-
tioneffizienz beeinflusst. Diese Korrelation konnte weiterhin
anhand von Messungen mit der Gesamt-tRNA aus Mausge-
weben mit niedrigem Mitochondriengehalt best�tigt werden
(Abbildung S9 (SI)). Unsere Befunde sind damit in guter
�bereinstimmung mit der allgemeinen Idee, dass bestimmte
nichtkanonische Basen f�r die Feinjustierung der tRNA-
Bindung an das Ribosom verantwortlich sind. Da die Trans-
lationsrate von der Konkurrenz zwischen �hnlichen und
genau passenden Aminoacyl-tRNAs um die Bindung am
Ribosom bestimmt wird,[21] sorgt ein hoher Modifikations-
grad f�r eine hçhere Affinit�t der korrekten tRNA zum
Ribosom, was zu einer schnelleren Unterscheidung f�hren
sollte.[22] Dies verringert die Umsatzzeit am Ribosom und
erhçht damit die Proteinsyntheserate.

Wir haben hier von der parallelen Quantifizierung von
zwçlf modifizierten Nukleosiden in tRNA-Ensembles ver-
schiedener Gewebe von Schwein und Maus berichtet und
gezeigt, dass die Modifikationsniveaus zwischen den Gewe-
ben stark variieren. Dar�ber hinaus konnten wir einen Zu-
sammenhang zwischen tRNA-Modifikationsgrad und In-
vitro-Translationseffizienz aufzeigen. Die Befunde deuten
darauf hin, dass der Grad, zu dem ein tRNA-Ensemble che-
misch modifiziert vorliegt, die Translationseffizienz modu-
liert. Unsere Daten zeigen, dass das tRNA-Modifikations-
niveau einer weiteren Informationsebene entspricht, mit der
Zellen ihre Translationskapazit�t programmieren kçnnen.

Abbildung 2. Quantitative Daten der untersuchten tRNA-Modifikationen in verschiedenen Geweben
von Maus (A) und Schwein (B). Die Nukleosidwerte sind pro 1000 tRNA-Molek�le (%) angegeben.
Die Daten zeigen einen �hnlichen, gewebespezifischen Modifikationsgrad f�r alle untersuchten Modi-
fikationen mit Ausnahme von Am. Die Farbkodierung basiert auf der Berechnung der Quantile; rot:
Maximalwert, gelb: 50% Quantil, gr�n: Minimalwert. Zwischenwerte sind als farbliche Abstufungen
markiert. Trotz leichter Variation der absoluten Werte ist der beobachtete Trend im Modifikations-
gehalt zwischen den biologischen Proben konserviert (sowohl in Maus als auch in Schwein; Tabel-
len S2–S5 (SI)).
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