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Eine isotopenbasierte Analyse modifizierter tRNA-Nukleoside
korreliert die Modifikationsdichte mit der Translationseffizienz**

Caterina Brandmayr, Mirko Wagner, Tobias Briickl, Daniel Globisch, David Pearson,
Andrea Christa Kneuttinger, Veronika Reiter, Antje Hienzsch, Susanne Koch, Ines Thoma,
Peter Thumbs, Stylianos Michalakis, Markus Miiller, Martin Biel und Thomas Carell*

Transfer-RNAs (tRNAs) sind Adaptermolekiile fiir die
Ubersetzung der genetischen Information in eine Peptid-
sequenz.! Am Ribosom erkennt das Antikodon einer tRNA
das passende Kodon der Boten-RNA (mRNA). Diese
Kodon-Antikodon-Interaktion ermoglicht es der groflen
Untereinheit des Ribosoms, die Bildung einer Amidbindung
zwischen der Aminosdure am 3'-Ende der Aminoacyl-tRNA
und der wachsenden Polypeptidkette zu katalysieren.”! Die
fiir diesen Prozess bendtigten tRNA-Adapter sind chemisch
iiberraschend divers.”) AuBer den vier kanonischen Nukleo-
siden A, C, G und U sind noch rund 100 modifizierte Nu-
kleoside Schliisselbestandteile der tRNA (Abbildung 1).
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,”! was auf eine Rolle dieser chemischen Komplexitit
bei der Erhaltung der Translationsgenauigkeit schlieBen
lasst.! Das Ribosom scheint eine modifizierte Antikodon-
region zu benotigen, um eine korrekt gepaarte tRNA von
Fehlpaarungen zu unterscheiden und damit z.B. Leserah-
menverschiebungen durch verrutschende tRNAs zu vermei-
den.”

Um den Einfluss der Nukleosidmodifikationen auf die
Translationseffizienz zu untersuchen, haben wir eine Auswahl
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dieser tRNA-Modifikationen in einer Vielzahl von Geweben
mithilfe einer Isotopenverdiinnungsmethode massenspek-
trometrisch quantifiziert (Hintergrundinformationen (SI)
und Methoden, Tabelle S1 und Abbildung S1 (SI)). Die ge-
messenen Modifikationsgrade wurden {iiber ein In-vitro-
Translationssystem mit der Translationseffizienz korreliert.
Fiir diese Experimente wurden elf repréasentative Modifika-
tionen (Abbildung 1) als isotopenmarkierte Derivate syn-
thetisiert.®! Die Mehrzahl dieser Nukleoside befindet sich im
erweiterten Antikodon,”” die restlichen modifizierten Nu-
kleoside kommen an verschiedenen anderen Geriistpositio-
nen der tRNA vor.""! Als biologisches Material fiir die Ana-
lysen wurde eine Auswahl unterschiedlicher Gewebe von
Maus und Schwein verwendet. Die Schweinegewebe boten
sich anfianglich wegen der Verfiigbarkeit groBer Mengen an,
wiahrend die Mausgewebe spéter zur Bestédtigung der Befun-
de in einem etablierten Modellsystem herangezogen wurden.
Vom Schwein wurden je 5-10 g Material des jeweiligen
Organs von zwei Tieren verarbeitet, auBerdem wurden voll-
standige Organe aus zwei Sets mit je fiinf Médusen untersucht.
Nach Extraktion und vollstdndiger enzymatischer Hydrolyse
der tRNA bis auf die Nukleosidebene wurde eine Mischung
aus isotopenmarkierten tRNA-Modifikationen zugegeben
und die Probe massenspektrometrisch analysiert. Die Ver-
héltnisse der LC-MS-Signale von natiirlichen zu isotopen-
markierten Nukleosiden wurden bestimmt, was mithilfe
zuvor aufgenommener Kalibriergeraden der einzelnen Nu-
kleoside eine genaue parallele Quantifizierung dieser Modi-
fikationen ermoglichte (Abbildung S2 (SI)).* Die massen-
spektrometrische Quantifizierung wurde mindestens dreimal
wiederholt, und die fiir jedes Gewebe erhaltenen Werte
wurden gemittelt, sodass der Fehlerbereich auf ca. 5% be-
schriankt werden konnte.

Die so erhaltenen Werte von Maus und Schwein sind
farbkodiert jeweils in Abbildung 2A und B wiedergegeben,
zusammen mit den ungefdhren Positionen der gemessenen
Modifikationen in der tRNA-Sequenz. Die Werte geben die
Zahl der jeweiligen Modifikation pro 1000 tRNA-Molekiile
in %o 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-
ziiglich dieses Nukleosids dargestellt. Fiir reprisentative
Gewebe aus Maus und Schwein wurden zusétzlich die haufig
vorkommenden tRNA-Modifikationen m°C und W quantifi-
ziert (Abbildung S4 (SI)).
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Kodonzusammensetzungen sieche SI). Bedeut-
sam ist in diesem Zusammenhang die Beob-
achtung, dass die Modifikationen m'A, m’G,
m°’C und W dem allgemeinen Trend folgen
(Abbildungen 2 und S4 (SI)). Diese Nukleoside
sind in fast allen tRNA-Spezies vorhanden.
Wiirde die Zusammensetzung des tRNA-En-
sembles die gemessenen Modifikationsniveaus
stark beeinflussen, wiirden die verschiedenen

Organe fiir diese Nukleoside das gleiche Modi-
fikationsniveau aufweisen (oder die Messwerte
wiirden dem Trend weniger stark folgen).
Ubereinstimmend haben sowohl Maus als
auch Schwein in der Leber, einem Gewebe mit
hoher metabolischer Aktivitidt, einen hohen
tRNA-Modifikationsgrad. Muskelgewebe, wie
das Herz, weisen in beiden Organismen nur
niedrige Modifikationsgrade auf.l'” Unterschie-
de zwischen den beiden Organismen finden sich
in Geweben wie dem GroBhirn und der Milz.

Wobble-Position
AN,

Antikodon

Dies konnte auf speziesspezifische Unterschiede
im Metabolismus dieser Organe zuriickzufiihren
sein, aber auch auf phylogenetische Unter-
schiede, wie sie bereits bei Bakterien beobachtet
wurden.® Uberraschend ist die Beobachtung,
dass die Werte fiir Am einem anderen Trend

HOw - o [ folgen, indem Gewebe mit einem ansonsten

HOQ Ay Ay niedrigem  tRNA-Modifikationsniveau  die
N S hochsten Werte an Am aufweisen (sieche Abbil-

HO. <’N | 7 HO. dung 2 und Tabelle S8 (SI)). Es ist bekannt, dass
k @ j o6 eine 2'-O-Methylierung die RNA stabilisiert,*14
WO on  MTUA . weshalb das beobachtete Muster auf eine Rolle
Eim . "8 von Am bei der Stabilisierung untermodifizier-

N N s N ter tRNAs hinweisen konnte. Die Werte von

- (/N Ii” o ¢ \/)N Queuosin (Q) folgen prinzipiell dem beobach-
o N o~ N teten Trend, zeigen jedoch besonders hohe

HO  OH  I°A WS ou tA Werte in den Hirngeweben von Maus und

Abbildung 1. 1sotopenmarkierte tRNA-Nukleoside und ihr Vorkommen in

scher tRNA. Die eingefiihrten Isotopenmarkierungen sind farblich markiert: D in
blauem Kasten: Deuterium, * in rotem Kasten: *C, * in griinem Kasten: "’N. Das An-
tikodon ist rot hervorgehoben, die iibrige Antikodonschleife ist gelb und Positionen
des Pseudouridins sind orange markiert. Die Abkiirzungen sind in Tabelle S1 (SI) er-

klart.

Die Daten zeigen, dass jeder Gewebetyp unterschiedliche
Mengen eines bestimmten modifizierten Nukleosides in sein
tRNA-Ensemble integriert. Wiahrend die tRNA in Leber-
gewebe eine groe Zahl modifizierter Nukleoside aufweist (in
Rot dargestellt), weisen die tRNAs aus Lungen- und Nie-
rengewebe deutlich geringere Modifikationsgrade auf (in
Gelb und Griin dargestellt). Es ist bekannt, dass die Menge
bestimmter tRNA-Spezies zwischen unterschiedlichen Ge-
weben variiert,' jedoch sind diese Schwankungen gering
gegeniiber den hier gemessenen Unterschieden im Modifi-
kationsgrad. Dies ldsst darauf schlieBen, dass Gewebe ihre
tRNA-Ensembles unterschiedlich stark modifizieren (zur
detaillierteren Diskussion des Einflusses unterschiedlicher
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Schwein. Dies konnte auf eine komplexere und
spezialisierte Aufgabe von Q in diesen Geweben
hindeuten.™!

Um die Befunde weiter abzusichern, haben
wir den tRNA-Modifikationsgehalt anschlie-
Bend auch im Sequenzkontext bestimmt. Dazu
wurde eine LC-MS-Analyse von partiell ver-
dauter tRNA (RNase A) der reprisentativen
Schweinegewebe Herz und Leber durchgefiihrt.
Der Verdau lieferte eine Reihe definierter tRNA-Fragmente
(kurze Oligomere) als Resultat der Spaltung nach C und U.
Aus den erhaltenen Fragmenten wurden zehn ausgewihlt, die
in modifizierter und unmodifizierter Form detektiert werden
konnten und deren Sequenz anhand der hinterlegten Daten
fiir Sdugetier-tRNA aus der Sprinzl-Datenbank identifiziert
werden konnte.”™™ AnschlieBend wurde fiir jedes Oligomer
die relative Menge von modifiziertem gegeniiber unmodifi-
ziertem Fragment bestimmt. Der Modifikationsgrad der je-
weiligen tRNA-Sequenz wurde direkt aus dem Verhiltnis der
Signalflichen von modifiziertem zu unmodifiziertem Frag-
ment berechnet (Abbildung 3 und Tabelle S9 (ST)).l! Die
Befunde zeigen, dass die repridsentativen Modifikationen

eukaryoti-
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3383 LC—MS—Messunge.n. b.eruhejnden,
A 5 5-tRNARegion TTTTTITT [TTTTTT] 3-tRNARegion e[ 3 normierten Modifikationsniveaus
Wobble konservierte aus Abbildung 2B (detaillierte
Position 34 Purin-Position 37

Nukleoside |I

] Werte siche Abbildung S8 (SI)).

m*t°A Am Aus Abbildung 4 ist bereits eine
89|  Korrelation zwischen Transla-
GroBhirn 23.6 . .. . pe
Kleinhirn 646.6 | 1026.3 | 5244 | 950 | 2748 | 244 411 18.6 207 tionseffizienz und dem Modifika-
("] . y . . .
3 irn 644.3 1025.7 514.5 93.5 262.5 232 40.4 16.9 944.3 19.3 tlonsgrad der isolierten tRNA-
= Lunge 6400 | 9462 | 4952 | 813 | 2717 | 248 | 450 | 217 879.5 287 E bl Kkennb ber di
Herz 5268 | 8016 | 4198 | 834 | 2412 | 475 | 364 | 128 | 8007 26.4 nsembles erkennbar, aber diese
Niere _517.9 7797 | 3895 708 | 2027 | 198 36.0 225 | 715.7 21.0 Korrelation ist ldngst nicht opti-
Milz 487.0 | 7543 | 397.0 477 | 2103 20.9 306 | 269 653.6 mal
B Wir haben beobachtet, dass
Nukleoside

besonders solche Gewebe vom

allgemeinen Trend abweichen, die

Kleinhirn ; reich an Mitochondrien sind (vor
¢ Rickenmark | 7995 | 9707 | 4570 | 508 198.6 11.8 36.0 26.0 911.0 61.8 allem Herz)." Da mitochondriale
g Milz 6905 | 7936 | 4643 | 427 182.1 13.9 30.7 26.1 833.6 80.4 . . .
£ Niere 8163 | 8960 | 4515 | 328 | 1778 | 158 | 307 | 211 | 8716 68.4 tRNAs ihr eigenes Set an modifi-
? Lunge 7936 | 8793 | 4272 | 339 184.1 13.9 33.6 217 | 8763 585 zierten Nukleosiden aufweisen '

Herz 6382 | 6731 | 372 296 175.4 1.0 29.0 0 | 8109 45.9 N b

GroRhirn 5868 | 6822 | 4062 572 | 1658 | 105 261 | 203 | 7326 haben wir in einem Folgeexperi-

Abbildung 2. Quantitative Daten der untersuchten tRNA-Modifikationen in verschiedenen Geweben
von Maus (A) und Schwein (B). Die Nukleosidwerte sind pro 1000 tRNA-Molekiile (%o) angegeben.
Die Daten zeigen einen dhnlichen, gewebespezifischen Modifikationsgrad fiir alle untersuchten Modi-
fikationen mit Ausnahme von Am. Die Farbkodierung basiert auf der Berechnung der Quantile; rot:
Maximalwert, gelb: 50% Quantil, griin: 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 $2-S5 (Sl)).

m'G, m'A, m°G, i’A und t°A tatsichlich hiufiger in tRNA-
Fragmenten aus der Leber vorkommen und untermauern
damit die Resultate der direkten Nukleosidquantifizierung
mithilfe unserer auf Isotopenverdiinnung basierenden Me-
thode.

Aus den erhaltenen Daten folgerten wir, dass verschie-
dene Gewebe ihre tRNA unterschiedlich reifen lassen, um
den individuellen Bediirfnissen bei der Translation gerecht zu
werden. Gestiitzt wird diese These von publizierten In-vivo-
Proteinsyntheseraten unterschiedlicher Sdugetierorgane, die
ein hohes Maf} an Korrelation mit den hier gezeigten Daten
vom Schwein aufweisen (Abbildung S5 (SI)).">!" Dies deutet
darauf hin, dass ein hoheres allgemeines tRNA-Modifika-
tionsniveau wahrscheinlich mit erhohten Translationsraten
einhergeht. Zur Uberpriifung dieser Hypothese haben wir
den Einfluss gewebespezifischer tRNA-Ensembles auf die
Translationseffizienz in einem gekoppelten In-vitro-Trans-
kriptions-/Translationssystem aus Retikulozytenlysat unter-
sucht."™™ Dazu wurden die urspriinglich im System vorhan-
denen tRNAs sdulenchromatographisch mithilfe von Etha-
nolamin-Sepharose entfernt™ und anschliefend 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 Abhéngigkeit von den auf
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ment die Mitochondrien vor der
tRNA-Extraktion abgetrennt
(Abbildung S6 (SI)).”"! Die so ge-
wonnenen Daten fiir zytosolische
tRNA-Ensembles weisen tatséch-
lich eine hohere Korrelation zwi-
schen Translationsaktivitit und
Modifikationsgrad auf (schwarze
Quadrate in Abbildung4; 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 bestitigt werden
(Abbildung S9 (SI)). Unsere Befunde sind damit in guter
Ubereinstimmung mit der allgemeinen Idee, dass bestimmte
nichtkanonische Basen fiir 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,””!! sorgt ein hoher Modifikations-
grad fiir eine hohere Affinitdt der korrekten tRNA zum
Ribosom, was zu einer schnelleren Unterscheidung fiihren
sollte.”?! Dies verringert die Umsatzzeit am Ribosom und
erhoht damit die Proteinsyntheserate.

Wir haben hier von der parallelen Quantifizierung von
zwolf modifizierten Nukleosiden in tRNA-Ensembles ver-
schiedener Gewebe von Schwein und Maus berichtet und
gezeigt, dass die Modifikationsniveaus zwischen den Gewe-
ben stark variieren. Dartiber 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 Translationskapazitdt programmieren konnen.

Angew. Chem. 2012, 124, 11324-11328
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Abbildung 3. Reprisentativer, qualitativer Vergleich der Mengen des

unmodifizierten RNA-Fragments AAC und dessen modifizierter Varian-

te t*AAC in der tRNA aus Leber und Herz nach Rnase-A-Verdau. Die
uberlagerten LC-MS-Chromatogramme zeigen die detektierten lonen
mit der berechneten Masse des AAC- (m/z=489.5682-489.5742) und
des t°AAC-Fragments (m/z=562.0863-562.0933) (z=—2) und dessen

jeweilige Struktur. Das Verhiltnis der Flichen von modifizierten zu un-

modifizierten Fragmenten ist in Lebergewebe erkennbar héher als im
Herz. Weitere identifizierte Fragmentverhiltnisse sind in Tabelle S9
(S1) aufgelistet.
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Abbildung 4. Translationsaktivitdt von tRNA-Extrakten aus unterschied-
lichen Schweinegeweben mit (schwarze Quadrate) und ohne (griine
Quadrate) vorherige Entfernung der mitochondrialen tRNA. Eine linea-
re Anpassung an die relative Translationsaktivitat in Abhingigkeit von
den normierten Nukleosidmengen zeigt nach Entfernung der Mito-
chondrien eine signifikante Korrelation (rote Gerade) (r=0.861,
P=0.028).
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