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Abstract: Die Bereiche RNA-Modifikation und RNA-
Schaden weisen beide eine Vielzahl nicht-kanonischer
Nukleosidstrukturen auf. Wiahrend sich RNA-Modifika-
tionen zur Verbesserung der RNA-Funktion entwickelt
haben, impliziert die Bezeichnung RNA-Schaden nega-
tive Auswirkungen. Auf Grundlage der Markierung mit
stabilen Isotopen und Massenspektrometrie berichten
wir von der Identifizierung und Charakterisierung von
2-Methylthio-1,N6-ethenoadenosin (ms’cA), welches mit
1,N6-Ethenoadenin, einer Lésion, die durch Exposition
von Nukleinsiduren gegeniiber alkylierenden Chemikali-
en in vivo entsteht, verwandt ist. Im Gegensatz dazu
zeigte ein ausgefeiltes Konzept zur Isopren-Markierung,
dass die Biogenese von ms’A die Spaltung eines Pre-
nylrests in der bekannten transfer-RNA (tRNA)-Modi-
fikation 2-Methylthio-N6-isopentenyladenosin (ms*°A)
beinhaltet. Die relative Hdufigkeit von ms’A in tRNAs
von translatierenden Ribosomen lédsst eine verminderte
Funktionalitdt im Vergleich zur urspriinglichen RNA-
Modifikation vermuten, wodurch die Natur der neuen
Struktur in einer neu wahrgenommenen Uberschnei-
dung der beiden zuvor getrennten Bereiche, ndmlich ein
RNA-Modifikationsschaden, begriindet wird. )

Die Gesamtheit post-transkriptioneller Modifikationen zel-
lulirer RNA, die als Epitranskriptom bezeichnet wird, weist
eine grof3e chemische Diversitédt auf. Etwa 170 verschiedene
chemische Strukturen von verschiedenen Spezies sind be-
kannt,! und neue Strukturen tauchen in hoher Frequenz
auf.’* Unter den RNA-Arten tragen tRNA-Modifikationen
am meisten zur chemischen Diversitdt und zu neu entdeck-
ten Strukturen bei. Immer ausgefeiltere Instrumente haben
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zur Entdeckung neuer Spezies gefiihrt, die in substochiome-
trischen Mengen vorkommen. Zugleich sind weitere nicht-
kanonische Nukleosidstrukturen aus dem Bereich der Sché-
digung von Nukleinsduren bekannt, wenn auch deutlich
mehr dieser Strukturen intensiv in DNA als in RNA
untersucht werden. Die meisten dieser Strukturen sind auf
Strahlung, oxidative oder alkylierende Substanzen zuriickzu-
fiihren.>®! Anstatt die Schidigung an kanonischen Nukleosi-
den zu untersuchen, konzentrieren sich einige neuere Be-
richte auf Bestrahlungs- und Alkylierungsschdden an post-
transkriptionellen Modifikationen.>”*

Da tRNAs die am stdrksten modifizierten RNA-Spezies
sind, sind sie auch der wahrscheinlichste Ort fiir das Auftre-
ten solcher “RNA-Modifikationsschidden”. In Anbetracht
der hohen funktionellen Bedeutung bestimmter RNA-Modi-
fikationen, z.B. im tRNA-Anticodon, konnte ihre Schédi-
gung schwerwiegendere Folgen haben als zufillige Schéden
an kanonischen Nukleosiden. Demnach konnte man die
Existenz von Reparaturmechanismen vermuten, die denen
dhneln, die fir DNA und RNA beschrieben wurden.”! In
der Tat wurde gezeigt, dass 2-Methylthiocytidin (ms’C), ein
Alkylierungsschaden an 2-Thiocytidin in Escherichia coli (E.
coli), durch AIKB,F! ein Enzym aus einer Familie mit
beschriebener Funktion in der RNA- und DNA-Reparatur,
riickgingig gemacht werden konnte.*'” Dagegen war die
Reparatur im Fall von 4-Methylthiouridin (ms*U) unabhiin-
gig von AIkB.®

Wihrend ein biologischer Ursprung von alkylierenden
Agenzien auf die Lipidperoxidation zuriickgefiihrt wurde, !
wurde die Alkylierung von Nukleinsduren durch vom Men-
schen hergestellte Stoffe wie Vinylhalogenide schon friih in
vitro und in vivo eingehend untersucht.>¥ Ein relevanter
Punkt in diesem Fall wurde in Folge des Auftretens unge-
wohnlicher Lebertumore in den 1970er Jahren untersucht.
Diese traten bei Arbeitern aus der Polymerindustrie auf,
wobei ein kausaler Zusammenhang mit der Exposition
gegeniiber Vinylchlorid angenommen wurde.” Es wurde
gezeigt, dass Vinylchlorid zu 2-Chloracetaldehyd (CAA),
einem hochgradig mutagenen Reagenz, das mit Nukleoba-
sen reagiert und zur Bildung von Etheno(e)-Addukten wie
1,N6-Ethenoadenin in DNAI'>"! und in RNA"® fiihrt,
metabolisiert wird.'! Wir berichten hier tiber den Nachweis
und die Strukturaufkldrung eines neuen e-Adenosins, nim-
lich ms%A, in bakterieller tRNA. Uberraschenderweise war
das Ethenofragment nicht das Ergebnis einer alkylierenden
Schidigung, sondern wurde oxidativ aus dem Isoprenrest in
ms’i®A abgeleitet. Eine Analyse der Verteilung zwischen
dem zelluldren tRNA-Pool und tRNAs auf aktiv translatie-
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renden Polysomen deutete auf eine verminderte Funktiona-
litdt hin, was uns veranlasste, ms’¢A als RNA-Modifikati-
onsschaden einzustufen.

Wir haben bereits iiber eine Liste unbekannter Ribonu-
kleoside berichtet, bei denen es sich um potenziell neue
RNA-Modifikationen handelt, die durch die Kombination
verschiedener Experimente zur Markierung mit stabilen
Isotopen mit einem so genannten Neutral-Loss-Scan (NLS)
im Rahmen von Flissigchromatographie mit Tandem-Mas-
senspektrometrie-Kopplung (LC-MS/MS) unter Verwen-
dung eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers (QQQ)
identifiziert wurden.” Eine der aufgeklirten Strukturen war
msms’i’A (2-Methylthiomethylenthio-N6-isopentenyladeno-
sin), ein hoch lipophiles Derivat der Hypermodifikation
ms%i®A, die an Position 37 bestimmter bakterieller tRNAs zu
finden ist. Bei der Strukturauftkldrung erwiesen sich “inver-
se” Fiitterungsexperimente, bei denen Bakterien in “schwe-
ren” Medien kultiviert wurden, die z.B. *C-Glucose als
einzige Kohlenstoffquelle enthielten, als &duBerst niitzlich.
Dabei konnte der Einbau eines beliebigen Metaboliten, der
aus “leichtem” '"*C-Kohlenstoff besteht und der Kultur
zugesetzt wurde, in die RNA einfach als Massendifferenz
entsprechend der Anzahl der eingebauten Kohlenstoffe
nachgewiesen werden. Wihrend die Anwendung auf Nu-
kleobasen unkompliziert war, gehorten zu den Verbindun-
gen, die nicht auf natiirliche Weise aus dem Medium
aufgenommen wurden, auch Prenylierungsreagenzien und
deren Vorstufen. So konnten wir zwar indirekt das Vorhan-
densein eines Isopentenylrests durch Massenspektrometrie
und die Verwendung des Knockout-Stammes der Prenyl-
transferase MiaA nachweisen, aber es gab keine direkte
Moglichkeit zur Verfolgung der Prenylierung. Dies war von
Interesse im Zusammenhang mit einer anderen Nukleosid-
spezies von der Liste, die ein Masse-zu-Ladung-Verhiltnis
von 338 aufwies (im Folgenden als Kandidat 338 bezeich-
net). Diese eluierte bei 27.7 min, deutlich nach N6,N6-
Dimethyladenosin (m®®A), aber vor N6-Isopentenyladeno-
sin (i°A) von der Umkehrphasen-Siule. Die Markierung mit
stabilen Isotopen zeigte, dass die Verbindung aus 13 Koh-
lenstoffatomen, 5 Stickstoffatomen und einem Schwefelatom
besteht, was in Kombination mit den Ergebnissen der
hochauflgsenden Massenspektrometrie (HRMS) auf eine
Summenformel von C;;H;sN5;O,S hindeutete (Abbildung 1a
+Db). Durch inverse Fiitterung konnte Adenosin als zugrun-
deliegendes Nukleosid vor der Modifikation identifiziert
werden (Abbildung 1c). Der Vergleich von Adenosin mit
der Zusammensetzung von Kandidat 338 ergab eine Diffe-
renz von C;H,S und zwei Doppelbindungsdquivalenten. Da
der urspriingliche NLS das Fragmentierungsmuster einer
unsubstituierten Ribose gezeigt hatte, implizierte die obige
Formel, dass zumindest einige der Stickstoffe des zugrunde-
liegenden Nukleosids Substituenten anstelle der urspriingli-
chen Wasserstoffatome trugen. Um die Modifizierungsstel-
len zu lokalisieren, fithrten wir langsame und schnelle
Deuterium-Austausch-Experimente durch, die Aufschluss
tiber die Substitution der C8-Position bzw. die Substitution
von Heteroatomen geben (Abbildung 1d).*'"! Interessanter-
weise wurde die 8-Position als unmodifiziert eingestuft
(Abbildung 1le), wihrend alle Stickstoffatome, die in der
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Adenosin-Ausgangsstruktur an schnell austauschende Was-
serstoffatome gebunden waren, in Kandidat 338 Substituen-
ten tragen sollten (Abbildung 1f).

HRMS-Fragmentierungsexperimente deuteten auf den
Verlust einer Methylgruppe nach dem Verlust der Ribose
hin (Abbildung 1g). Das Vorhandensein einer Methylgruppe
wurde durch eine entsprechende +3 m/z-Verschiebung in
einem CD;-Methionin-Markierungsexperiment weiter unter-
mauert (Abbildung 1h). Angesichts des Vorhandenseins
eines Schwefelatoms in Verbindung mit einer Methylgruppe
in einer modifizierten Adenosinstruktur vermuteten wir
eine Thiomethylierung in Position 2 (wie zum Beispiel in
ms%i°A), die typischerweise durch das Eisen-Schwefel-En-
zym MiaB katalysiert werden wiirde. Das Fehlen von
Kandidat 338 im MiaB-Knockout bewies das Vorhandensein
eines Thiomethylrests in der Adenin-C2-Position (Abbil-
dung 1g und S1). Damit blieben jedoch nur noch zwei
weitere Kohlenstoffatome tibrig, die der Struktur des Kandi-
daten 338 zugeordnet werden konnten. In Anbetracht der
Doppelbindungsdquivalente und der Tatsache, dass keines
der Stickstoffatome an schnell austauschende Protonen
gebunden war, enthielt der plausibelste Strukturvorschlag
eine zusitzliche Ringstruktur, d.h. eine Ethenobriicke, die
das exozyklische N6 mit N1 der Nukleobase verbindet. Eine
theoretisch denkbare Dreifachbindung an der exozyklischen
NG6-Position wire mit der Instabilitit von N-Ethinylami-
nen™! und den Ergebnissen des schnellen D,O-Austauschs
unvereinbar gewesen (Abbildung 1f). Als nur noch eine
plausible Struktur iibrig war, synthetisierten wir ms’¢A nach
einem Protokoll von Bhatt et al. (Abbildung 2a).”"! Die LC-
MS/MS-Analyse des “C-markierten E. coli tRNA-Hydroly-
sats, dem die synthetische Verbindung zugesetzt war, zeigte
eine Co-Elution der synthetischen Verbindung und ihres
Isotopologs, was die hypothetische Struktur bestitigte (Ab-
bildung 2b). Die perfekt iibereinstimmenden Pseudo-MS?*-
Spektren des Kandidaten 338, der aus hydrolysierter E. coli
tRNA angereichert wurde, und des synthetisierten ms’A
veranschaulichten schlussendlich die Ubereinstimmung der
Molekiilstrukturen des natiirlich vorkommenden Kandida-
ten 338 und der synthetischen Verbindung ms’%A (Abbil-
dung 2c).

Die ungewdhnliche trizyklische Struktur von ms’¢A warf
die Frage nach dem metabolischen Ursprung der beiden
Kohlenstoffatome der Ethenobriicke auf. Aufgrund der
Beteiligung von MiaB und der metabolischen sowie struktu-
rellen Nihe zu ms%°A spekulierten wir, dass diese Briicke
das Relikt eines urspriinglich vorhandenen N6-Isopentenyl-
rests sein konnte. Daher testeten wir RNA, die aus einem
Knockout des MiaA-Enzyms isoliert wurde. Letzteres kata-
lysiert die RNA-Prenylierung der N6-Position eines Adeno-
sins, welche in i°A resultiert, unter Verwendung des Iso-
pren-Cofaktors Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP), der
iiber den Methylerythritolphosphat (MEP)-Weg bereitge-
stellt wird. Im MiaA-Knockout konnten wir kein ms’A
nachweisen (Abbildung S1), was darauf hindeutete, dass die
Kohlenstoffatome der Ethenobriicke tatsdchlich aus dem
MEP-Weg stammen konnten. Die Bildung von ms’cA wiirde
ms’®A als hypothetischen Vorldufer einschlieBen, wobei
dessen Isoprenrest die Kohlenstoffquelle der Ethenobriicke
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Abbildung 1. Strukturelle Charakterisierung von Kandidat 338 durch LC-MS/MS. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Haufigkeiten in
Relation zum héchsten Signal im jeweiligen Massenspektrum gesetzt (relative Haufigkeit). a) Ubereinandergelegte QQQ-Massenspektren bei

27.7 min, die dem Kandidaten 338 aus einem NLS hydrolysierter isotopenmarkierter (*C=rot, >N =blau, **S=gelb) oder unmarkierter (grau) E.
coli tRNA entsprechen. Die Massenverschiebungen geben die Anzahl der jeweiligen Atome im Molekiil an. b) Massenspektrum und lonenformel
von Kandidat 338, berechnet aus der exakten Masse, die bei der HRMS-Analyse von hydrolysierter, mit Kandidat 338 angereicherter tRNA
festgestellt wurde. c) QQQ-NLS-Massenspektrum von isolierter tRNA aus einer *N-markierten E. coli-Kultur, die mit '*N-Adenin erginzt wurde, bei
27.7 min. d) Ubersicht tiber langsam (dunkelgriin) und schnell (hellgriin) austauschende Wasserstoffatome in Adenosin. ) QQQ-NLS-
Massenspektrum nach Inkubation der RNA-Proben mit D,O (langsamer Austausch). f) QQQ-NLS-Massenspektrum nach Verwendung eines D,0O-
LC-Puffers (schneller Austausch). g) HRMS-Fragmentierungsmuster von Kandidat 338 sowie berechnete lonenformeln der erzeugten Fragmente,
die sich um eine Methylgruppe unterscheiden. h) QQQ-NLS-Massenspektrum von Kandidat 338 in tRNA, die aus E. coli-Zellen mit CD;-Methionin-

Zusatz isoliert wurde.

wire (Abbildung 3a). Um diese Hypothese zu iiberpriifen,
isolierten wir 30 tRNA-Arten und fanden ms’¢A nur in den
9 tRNAs, von denen bekannt ist, dass sie ms*°A tragen
(Abbildung S2).

Zur direkten Aufkldrung mussten wir den Isoprenrest in
i°A/ms%°A markieren, indem wir dem Isoprenweg in einem
inversen Fiitterungsexperiment eine “leichte” C5-Verbin-
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dung (d.h. bestehend aus '“C) zufiihrten (sieche oben). Um
Probleme bei der Aufnahme der negativ geladenen Isopren-
Cofaktoren DMAPP und Isopentenylpyrophosphat durch E.
coli zu umgehen, wendeten wir uns einem Konzept metabo-
lischen Engineerings zu, welches die Hemmung des nativen
Hemiterpen-Biosynthesewegs durch Zugabe von Fosmido-
mycin erforderte. Um ein “leichtes” C5-Surrogat bereitzu-
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Abbildung 2. Bestitigung der Struktur von ms”€A durch LC-MS/MS-
Analyse der synthetisierten Substanz. a) Reaktionsschema der Synthese
von ms”eA, ausgehend von 2-Methylthioadenosin (ms?A). b) QQQ-LC-
MS/MS-Analyse einer hydrolysierten *C-markierten tRNA-Probe (rot),
die mit der synthetischen "?C-Verbindung (grau) versetzt wurde.
Gezeigt ist eine Uberlagerung der extrahierten lonenchromatogramme
bei einem Massentibergang von m/z 338 — 206 und m/z 351 — 214.
c) Vergleich der Fragmentierungsmuster von Kandidat 338 in einer
Analyse hydrolysierter nativer tRNA (oben) und der synthetisierten
Referenz ms’eA (unten) in einem QQQ-pseudo-MS*-Scan.

stellen, adaptierten wir ein Protokoll zur Einfiihrung eines
kiinstlichen alkoholabhingigen Hemiterpenwegs (ADH-
Weg) fiir die Isoprenoid-Biosynthese in E. coli und kombi-
nierten es mit Isotopenmarkierung.”? Den in *C-markier-
tem Medium kultivierten Bakterien wurden die bioverfiig-
baren '?C-Alkoholvorstufen Dimethylallylalkohol und
Isopentenol zugesetzt (ausfithrliche Beschreibung in den
Hintergrundinformationen unter 1.1.3). AnschlieBend wurde
eine LC-MS/MS-Analyse der prenylierten Nukleoside aus
isolierter tRNA durchgefiihrt, wobei eine “schwere” “C-
Kultur mit einer gleichartigen, mit den "C-Alkoholen
erginzten Kultur verglichen wurde. Ein Massenunterschied
in den Signalen von i’A und ms*°A deutete auf den Einbau
der C5-Alkohole in den Hemiterpenweg hin (Abbil-
dung S3). Wesentlich ist, dass fiir das ms’eA-Signal eine
Massenverschiebung von —2 Einheiten (m/z 349 gegeniiber
m/z 351) beobachtet wurde (Abbildung 3b). Dies zeigt, dass
die Ethenobriicke aus dem MEP-Weg stammt und somit
ms’eA von ms’i°A abgeleitet ist.

Synthetisches ms?%A (Abbildung 2) als Kalibrierungs-
standard ermoglichte die absolute Quantifizierung, zum
Beispiel in aufgereinigter tRNA"", »), und zeigte, dass nur
0.06 % dieser tRNA-Molekiile ms’cA enthielten. Dieses
geringe Auftreten konnte darauf hindeuten, dass das Vor-
handensein von ms’cA in tRNAs ein unerwiinschtes Neben-
produkt ist, das nicht funktionell oder sogar schédlich fiir
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die Zelle sein konnte. Wir untersuchten diese Hypothese,
indem wir den ms’¢ A-Gehalt des zelluldren tRNA-Pools mit
dem von tRNAs aus aktiv translatierenden Polysomen
verglichen, die “laut Definition” als funktionell gelten. Die
beobachtete signifikante Verringerung von ms’eA in polys-
omaler tRNA im Vergleich zu freier tRNA (Abbildung 3c)
wurde dahingehend interpretiert, dass tRNAs, die dieses
Derivat von ms*i°A tragen, ihre vorgesehene Funktion nicht
vollstidndig erfiillen konnen und durch noch unbekannte
Mechanismen von der Translation ausgeschlossen werden.
Dies macht ms’¢A zu einem RNA-Modifikationsschaden
von ms’i’A.

Die hier aufgekldrte neue Nukleosidstruktur ist bereits
die zweite, die sich von ms%°A ableitet.? Die friihere
Identifizierung von msms’°A zeigte eine mutmaBliche Ne-
benreaktion des Eisen-Schwefel-Cluster-Enzyms MiaB, die
Radikalchemie beinhaltet. Bei der Bildung von ms’cA aus
ms”i’A ist die Art der katalysierten Chemie wirklich bemer-
kenswert, da sie eine oxidative Spaltung der Isopren-Dop-
pelbindung in Analogie zu einer Ozonolyse einschliefit. Wir
versuchen derzeit, das verantwortliche Enzym zu identifizie-
ren, ein Unterfangen, das durch die geringe Héufigkeit der
beteiligten Strukturen und durch die experimentelle Heraus-
forderung der Isotopenmarkierung der Isoprenreste in der
RNA erschwert wird. Im vorliegenden Fall wurde dies
erreicht, nachdem erhebliche Anstrengungen unternommen
wurden, um exogene C5-Alkohole in die bakterielle Hemi-
terpensynthese einzubringen. Mit Hilfe dieses Konzepts, das
aus der Arbeit von Lund etal® iibernommen wurde,
konnte gezeigt werden, dass die Ethenobriicke innerhalb
des dritten Heterozyklus von der Isopreneinheit in ms’i’A
abstammt. Obwohl im vorliegenden Fall erfolgreich, ist die
Anwendung in der Praxis anspruchsvoll und bedarf einer
detaillierten Optimierung, bevor sie zu einem Instrument
fiir Routineuntersuchungen wird. Die meisten biologischen
Auswirkungen unserer Ergebnisse miissen noch festgestellt
werden, aber die Nukleosid-Quantifizierungsdaten der poly-
somal gebundenen tRNA deuten stark auf eine Beeintréch-
tigung der tRNA-Funktionalitdt und einen schidlichen Cha-
rakter von ms’A hin und rechtfertigen seine Bezeichnung
als RNA-Schaden.

Wihrend ilteren Beispielen von schiddigenden Reaktio-
nen an tRNA-Modifikationen die geringe Aufmerksamkeit
einzelner Befunde zuteilwurde,” kommen wir zu dem
Schluss, dass solche Ereignisse tatséchlich hiufiger vorkom-
men als bisher angenommen. Der vorgeschlagene Begriff
“RNA-Modifikationsschaden” wiirde nicht nur strukturelle
Verdnderungen intakter RNA-Modifikationen als Folge
chemischer oder physikalischer Stressfaktoren umfassen,®’
sondern auch die enzymatischen Nebenreaktionen, die zu
dysfunktionalen modifizierten Nukleosiden fithren. Ob sol-
che Schidden in erster Linie durch die Promiskuitdt von
RNA-Modifikationsenzymen verursacht werden, wie es bei
msms?i°A der Fall ist, ist fiir ms’c¢A noch unklar.

© 2023 Die Autoren. Angewandte Chemie veréffentlicht von Wiley-VCH GmbH
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Abbildung 3. Biologischer Ursprung und Auswirkungen von ms’eA. a) Biosynthese von ms%°A und vorgeschlagene Entstehung von ms’eA.

b) Experiment zur inversen Isopren-Markierung und Massenspektren der anschlieRenden QQQ-NLS-Analyse: rote (**C) und graue (*°C)
Markierungen in der Strukturformel veranschaulichen das Masse-zu-Ladung-Verhiltnis bei inverser Zufiitterung (ADH-Weg). In der unbehandelten
Kontrollprobe fiihrt der native MEP-Weg zur vollstandig *C-markierten Struktur. Fs: Fosmidomycin, PP;: Pyrophosphat, SAM: S-Adenosylmethionin.
) Zusammensetzung des zelluliren RNA-Pools mit seinen hiufigsten Vertretern tRNA, messenger-RNA (mRNA) und ribosomale RNA (rRNA)
sowie deren Verteilung nach Fraktionierung iiber einen Sucrosegradienten. Relative LC-MS/MS-Quantifizierung von ms’€A in tRNA, die aus FO, die
dem zelluldren tRNA-Pool entspricht, und aus F3, die den aktiv translatierenden tRNAs entspricht, durch Gelelution aufgereinigt wurde. Die
normalisierten Peakflichen wurden paarweise auf die jeweilige FO-Fraktion (auf 100% gesetzt) bezogen, und es wurde der Durchschnitt von drei
unabhingigen biologischen Replikaten berechnet.

Stichworter: Epitranskriptom - Isotopenmarkierung -
Danksagung Massenspektrometrie - Nukleosid-Analytik -
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