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Zusammenfassung

Seit einiger Zeit ist bekannt, dass die Desoxyribonukleinsdure (DNA) nicht nur kanonische
Nukleoside enthalt, sondern auch eine Vielzahl an modifizierten Nukleobasen. Die
Bestimmung der genauen Menge dieser nicht-kanonischen Basen kann zur Charakterisierung
des Zustands eines biologischen Systems, beispielsweise zur Bestimmung von Krankheiten
oder Entwicklungsprozessen, beitragen und ist daher von groRer Bedeutung. Da die meisten
dieser Nukleoside nur in sehr kleinen Mengen vorkommen bendtigt man zur Vermessung eine
prazise Probenvorbereitung sowie extrem sensitive Messmethoden. Die Parameter der
massenspektrometrischen Analyse sowie deren Validierung mussen prazise bestimmt und
eingehalten werden.

Im Zuge dieser Doktorarbeit wurde ein Protokoll ausgearbeitet, in dem zunachst die Extraktion
von genomischer DNA (ber eine optimierte Spin Column Methode mit anschlieRendem
enzymatischen Verdau der DNA durchgefuhrt wird. In der Arbeit wird die Verwendung von
isotopenmarkierten Standards erlautert, welche eine exakte Quantifizierung mittels der
Isotopenverdunnungstechnik erlaubt. Diese Messmethode liefert sehr prazise und robuste
Werte. Die Theorie hinter dieser beschriebenen UHPLC-MS/MS (Triple Quadrupol)
Massenspektrometrie-Methode ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt. Sie stellt eine

methodische Einleitung fur alle weiteren Projekte im Verlauf dieser Doktorarbeit dar.

Neben der epigenetischen Modifikation 5-Methyl-2°-desoxycytidin (mdC) wurde bereits 2009
ein weiteres nicht-kanonisches Nukleosid, 5-Hydroxymethyl-2‘-desoxycytidin (hmdC), im
Genom von Saugetieren entdeckt. Kurze Zeit darauf konnten noch zwei weitere neuartige
DNA-Modifikationen gefunden werden. Es handelte sich dabei um die hoher oxidierten
Spezies 5-Formyl-2‘-desoxycytidin (fdC) und 5-Carboxyl-2‘-desoxycytidin (cadC). Wahrend
mittlerweile bekannt ist, dass mdC and hmdC eine wichtige Rolle in der Genexpression
spielen, wurden den beiden hdher oxidierten Spezies noch keine genaue Funktion
zugeschrieben. Diese Modifikationen koénnen auch als Intermediate eines aktiven
Demethylierungsweges angesehen werden. Die Erforschung der Funktionen dieser neuen
epigenetischen Basen ist eine groRe Herausforderung, vor allem da die oxidierten Derivate,
fdC und cadC durch die sogenannte Basenexzisionsreparatur (BER) ausgeschnitten werden
kénnen. Beide befinden sich daher in nur sehr geringen Mengen in der DNA. In der Arbeit
werden Nukleosid-Analoga entwickelt, die eine prazise Vermessung unabhangig von BER
Prozessen zulassen. Eine 2'-F Substitution der Nukleoside verhindert die Aktivitat der
Glykosylasen, die fir die BER verantwortlich sind. Der Vergleich eines F-fdC-Oligonukleotids

mit einem fdC-haltigen Oligonukleotid in einer Aktivitatsstudie mit der humanen Thymin DNA



Glykosylasen (hTDG) zeigte, dass der fdC-haltige Doppelstrang gespalten wurde, wahrend
der F-fdC-haltige Doppelstrang intakt blieb.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Ablaufs der DNA Isolation, des DNA Verdaus, der anschlieBenden

Messung und Auswertung der DNA Proben mittels der Isotopenverdinnungsmethode.

Der 2'-F Substituent schitzt das Nukleosid-Analogon demnach vor der BER. Die Methylierung

des F-dC mit der Methyltransferase M.Sssl zeigte, dass die 2‘-F Substitutionen keinen Effekt
Il



auf die Methylierung hat. Somit sind 2°-F Nukleosid Analoga das ideale Werkzeug, um den
epigenetischen Metabolismus ohne den Einfluss der BER zu untersuchen.

Im weiteren Verlauf wurde tberprift, ob die 2'-F Nukleosid Analoga auch als Substrate flr
DNA Polymerasen und Ten-eleven Translocation (TET)-Enzyme fungieren kénnen. Hierflr
wurden zunachst die 2'-(R)-fluorierten mdC, hmdC, fdC und cadC Triphosphate synthetisiert.
Als mégliches Templat wurde ein Fragment der octamer-binding transcription factor 4 (Oct4)-
Promotorsequenz gewahlt. Diese Sequenz ist bekannt flr eine hohe Dichte an epigenetisch
relevanten Nukleosiden, da es viele CpG-Dinukleotide enthalt, was sie aber oft zu einem fir
die Polymerasekettenreaktion (PCR) schwer zuganglichen Templat macht. Mit allen 2°-(R)-
F-xdCTPs konnte ein Amplifikat der Oct4-Promotorsequenz mittels PCR erzielt werden.
Allerdings wurde beobachtet, dass die Aktivitat der TET-Enzyme durch den F-Substituenten
etwas verringert ist. Dennoch eignen sich diese fluorierten Nukleosid-Analoga hervorragend
flr weitere Studien des epigenetischen Metabolismus.

Im Folgenden wurden diese fluorierten Nukleosid-Analoga eingesetzt, um die BER-
unabhangige aktive Demethylierung zu erforschen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass es
moglich ist, isotopenmarkiertes fdC, wie auch 2‘-(R)-F-fdC, in das Genom von Saugetierzellen
zu inkorporieren. Der Metabolismus dieser fdC-Derivate in genomischer DNA kann durch
UHPLC-MS/MS Messungen nachverfolgt werden. Diese Quantifizierungsexperimente deuten
darauf hin, dass eine Deformylierungsreaktion vermutlich, nach der Inkorporation in das
Genom, stattfindet. Diese C-C Bindungsbruchreaktion fuhrt zu einer direkten Umwandlung von
fdC zu einem unmodifizierten dC ohne die Entstehung einer abasischen Stelle bzw. eines
Strangbruches.

Auf der Suche nach dem Enzym mit dieser Deformylase-Aktivitdt wurden verschiedene
Enzymklassen untersucht. Bisher konnte kein Enzym gefunden werden, durch dessen
Inhibition die Deformylierungsaktivitat auf null gesenkt wurde. Neben einer wahrscheinlich
indirekten Wirkung von der DNA Methyltransferase 3b (DNMT3b) auf die Deformylierung
schien vor allem die Enzymklasse der Sirtuine einen Einfluss auf die Deformylierung
aufzuweisen. Durch die Verfitterung von F-fdC und der gleichzeitigen Inkubation mit
Nicotinamid, einem Breitbandinhibitor der Sirtuine, konnte gezeigt werden, dass dadurch die
Deformylierungsaktivitdt um ca. 24 % gesenkt wird. Auch die Zugabe eines spezifischen
Sirtuin 2 Inhibitors fiihrte zu einer verminderten Deformylierung. Es stellte sich dabei heraus,
dass es sehr schwierig ist, gleichbleibende Effekte durch die Verwendung von Inhibitoren zu
erhalten. Die nachfolgende Untersuchung einer Sirtuin 1 Knockout-Zelllinie, im Vergleich zum
korrespondierenden Wildtyp, zeigte eine konstante Abnahme der Deformylierungsreaktion um
ca. 60 %. Die Enzymklasse der Sirtuine scheint die Deformylierungsaktivitat folglich zu

beeinflussen. Da die Inhibition der Sirtuine aber zu keiner kompletten Hemmung der



Deformylierungsreaktion fuhrte, ist anzunehmen, dass es weitere Prozesse gibt die zu einer
Deformylierung fihren kénnen.
Da die bisherigen Studien mit den 2‘-fluorierten Nukleosiden vorgenommen wurden und diese
nicht nattrlich vorkommen, wurden in dem folgenden Projekt verschiedene isotopenmarkierte
dC- und C- Derivate verwendet, um die Methylierung, Oxidation und die anschlieRende aktive
Demethylierung in Zellen nachverfolgen zu kénnen (Schema 1).

NH, NH, NH,

i' f\ /§ Dnmtsi' \/ﬁ\/& Tets 'L'Hoéﬁ\/& Tets ‘11 Y\A Tets ‘L'HO)T
k_# w k_i k_i Q

D4dC D3de D3hde D3de D3cadC
1,66% D3dC
NH, -HCOH -CO,
D S
8CgD4dC
HO Ny G LN
0,8% 13C5dC i N

OH o. D' N0
QO D
NH,
O D
iy
\K\A e DydC

0,5% 13CsC
OH OH

Schema 1: Der mégliche Weg der aktiven Demethylierung tber einen C-C Bindungsbruch kann entweder tber die
Deformylierung (-HCO2H) oder Uber die Decarboxylierung (-COz2) verlaufen. Durch die D-Markierung kénnen die

Nukleoside nach dem Totalverdau von den nattrlichen Nukleosiden unterschieden werden.

Das erste Testmolekil, D.dC, filhrte zu einer erschwerten massenspektrometrischen
Auswertung der Ergebnisse aufgrund einer Verunreinigung von 1,66 % DsdC. Die
Weiterentwicklung des Testmolekils zum '3CsD4dC fiihrte dann zu einer verbesserten
Isotopenreinheit mit nur 0,8 % '3CsdC Verunreinigung. Um die Inkorporation und die
Isotopenreinheit zu verbessern, wurde das Testmolekll trotzdem noch einmal
weiterentwickelt. Das neueste Testmolekdil, das Ribonukleosid *CsD+C, zeigte eine wesentlich
bessere Inkorporation, Uber den Ribonukleinsaure (RNA) Salvage Pathway, in die Zellen.
Auch die Isotopenreinheit wurde nochmals verbessert und beziffert zum Schluss nur noch
0,5 % ™CsC. Die drei beschriebenen Testmolekiile wurden an verschiedene Knockout-
Zelllinien und deren korrespondierende Wildtypen verflttert und anschlielfend
massenspektrometrisch analysiert. Aus den Daten konnten keine weiteren Hinweise auf eine
aktive Demethylierungsreaktion in Form einer Deformylierungs- bzw. Decarboxylierungs-

reaktion erhalten werden. Dennoch gibt es messbare Unterschiede zwischen den jeweiligen
v



Knockout-Zelllinien und deren korrespondierenden Wildtypen. Vor allem bei der Verwendung
von Dnmt Triple Knockout Zellen im Vergleich zum Wildtyp ist deutlich mehr potentielles C-C
Bindungsbruchprodukt detektierbar. Das ist allerdings noch kein eindeutiger Beweis, da dieses

Produkt auch durch einen D/H-Austausch entstanden sein konnte.

Das zweite groRe Thema der Doktorarbeit bestand in der Erforschung des RNA Metabolismus
und der dafur notwendigen Entwicklung einer Quantifizierungsmethode fiir verschiedene RNA-
Nukleoside.

Die RNA enthélt eine grofle Anzahl von modifizierten Nukleosiden, wie zum Beispiel die
methylierten Derivate N8-Methyladenosin (m®A) und das dimethylierte Adenosin m&A. Fir
diese beiden Modifikationen wurde eine UHPLC-MS/MS Quantifizierungsmethode entwickelt.
Es sollte Gberprift werden, ob auch die Modifikation m®,A durch die a-Ketoglutarat-abhangige
Oxidase ALKBH5 demethyliert werden kann. Bisher wurde angenommen, dass nur mfA
hauptsachlich durch ALKBH5 demethyliert wird. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ALKBH5
auch m8,A demethylieren kann.

In dem zweiten RNA Projekt wurde die Hypermodifikation N®t-Isopentenyl-2-
thiomethyladenosin (ms2i®A) und deren Vorkommen in messenger RNA (mRNA) erforscht. Flr
die Modifikation ms2i®A und deren biologische Vorlaufermodifikation Né-Isopentenyl-adenosin
(i%A) wurde eine neue sensitivere UHPLC-MS/MS Quantifizierungsmethode entwickelt um
auch kleinere Mengen an PolyA-RNA verwenden zu kénnen. Mit Hilfe dieser Methode konnten
die Mengen an ms?®A auch nach einer zweifachen PolyA-RNA Anreicherung und
darauffolgenden rRNA Abreicherung quantifiziert werden. Da es zu einer Anreicherung von
ms?i®A im Vergleich zur Gesamt-RNA kam, kann man daraus schlieBen, dass diese
Modifikation in PolyA-RNA vorkommt. Zusétzlich dazu wurde gemutmafdt, dass ms?i®A eine
Rolle im Splicing spielt. Die Anwendung des Splicing Inhibitors Isoginkgetin und die
nachfolgende Quantifizierung des Gehalts an ms?2ifA und i°A mittels UHPLC-MS/MS zeigte,
dass die Inhibition des Splicings zu einer kleinen, aber signifikanten Erh6hung der Menge an
ms?i®A und i®A fihrte. Auch wenn die Messung der relativen Expression eine Erhohung der
pra-mRNA zeigte, ist es schwierig einen direkten Zusammenhang zwischen der Modifikation
ms?i®A und Splicing herzustellen. Da die vorangegangenen Experimente noch keine
endgiltigen Schllisse zulielen, wurde der Phanotyp von ms?i®A Knockout Zellen genauer
untersucht, um Hinweise auf die Funktion dieser Hypermodifikation zu erzielen. Nach der
Evaluation aller Ergebnisse und der neuesten Forschung auf dem Gebiet ist es allerdings sehr
unwahrscheinlich, dass die Modifikation ms2®A in mRNA vorkommt. Trotzdem konnte eine
Phanotypisierung dieser ms?i®A-defizienten Zelllinie erreicht werden, die neue

Forschungsergebnisse liefert und somit zum Verstandnis dieser Hypermodifikation beitragt.



Summary

It has been known for some time that deoxyribonucleic acid (DNA) contains not only canonical
nucleosides but also a large number of modified nucleobases. The determination of the exact
amount of these non-canonical bases can contribute to the characterization of the condition of
a biological system, for example to determine diseases or development processes, and is
therefore of great importance. Since most of these nucleosides only occur in very small
quantities, precise sample preparation and extremely sensitive measuring methods are
required for the measurement. The parameters of mass spectrometric analysis and its
validation must be precisely determined and observed. In the course of this doctoral thesis, a
protocol was developed in which the extraction of genomic DNA is first performed using an
optimized spin column method followed by enzymatic digestion of the DNA. In this thesis the
use of isotope-labelled standards is explained, which allows an exact quantification using the
isotope dilution technique. This measuring method provides very precise and robust values.
The theory behind this described UHPLC-MS/MS (Triple Quadrupole) mass spectrometry
method is shown schematically in Figure 1. It provides a methodological introduction for all

further projects in the course of this doctoral thesis.

In addition to the epigenetic modification 5-methyl-2'-deoxycytidine (mdC), another non-
canonical nucleoside, 5-hydroxymethyl-2'-deoxycytidine (hmdC), was already discovered in
the genome of mammals in 2009. Shortly afterwards, two further novel DNA modifications were
found. These are the higher oxidized species 5-formyl-2'-deoxycytidine (fdC) and 5-carboxy-
2'-deoxycytidine (cadC). While it is now known that mdC and hmdC play an important role in
gene expression, no clear function has yet been assigned for the two higher oxidized species.
These modifications can also be considered as intermediates of an active demethylation
pathway. Research towards the functions of these new epigenetic bases is a major challenge,
especially since the oxidized derivatives, fdC and cadC can be cut out by the so-called base
excision repair (BER). Both are present in the DNA in very small amounts. In this thesis
nucleoside analogues are developed which allow a precise measurement independent of BER
processes. A 2'-F substitution of nucleosides prevents the activity of the glycosylases
responsible for BER. Comparison of an F-fdC- with an fdC-containing oligonucleotide in a study
of human thymine DNA glycosylase (hTDG) activity showed that the fdC-containing double
strand was cleaved while the F-fdC-containing double strand remained intact. The 2'-F
substituent protects the nucleoside analog from BER. Methylation of F-dC with
methyltransferase M.Sssl showed that the 2'-F substitutions have no effect on methylation.
Thus, 2'-F-nucleoside analogues are the ideal tool to study epigenetic metabolism without the

influence of BER.
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Figure 1: Schematic presentation of the process of DNA isolation, DNA digestion, the subsequent measurement
and evaluation of the DNA samples using the isotope dilution method.
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In the further course it was examined whether the 2'-F nucleoside analogues are also
substrates for DNA polymerases and ten-eleven translocation (TET) enzymes. First, the 2'-
(R)-fluorinated mdC, hmdC, fdC and cadC triphosphates were synthesized. A fragment of the
octamer-binding transcription factor 4 (Oct4) promoter sequence was selected as a possible
template. This sequence is known for its high density of epigenetically relevant nucleosides,
as it contains many CpG dinucleotides, which often makes it an inaccessible template for the
polymerase chain reaction (PCR). With all 2'-(R)-F-xdCTPs the Oct4 promoter sequence could
be produced via PCR. However, the activity of the TET enzymes is somewhat reduced by the
F-substituent, but these fluorinated nucleoside analogs are still excellent for further studies of

epigenetic metabolism.

Subsequently, these fluorinated nucleoside analogs were used to investigate BER-
independent active demethylation. In this work it was shown that it is possible to incorporate
isotope-labelled fdC, as well as 2'-(R)-F-fdC, into the genome of mammalian cells. The
metabolism of these fdC derivatives in DNA can be traced by UHPLC-MS/MS measurements.
These experiments showed quantitatively that, most likely after incorporation into the genome,
a deformylation reaction of fdC to dC occurs. This C-C bond cleavage reaction leads to a direct

conversion of fdC to an unmodified dC without the formation of an abasic site or a strand break.

In the search for the enzyme with the deformylase activity, different classes of enzymes were
investigated. So far, no enzyme has been found whose inhibition led to a decrease of the
deformylation activity to zero. In addition to a rather indirect effect of DNA methyltransferase
3b (DNMT3b) on deformylation, the enzyme class of the sirtuins in particular appeared to have
an influence on the deformylation. By feeding F-fdC and simultaneous incubation with
nicotinamide, a broadband inhibitor of sirtuins, it was shown that this reduces deformylation
activity by approx. 24%. The addition of a specific sirtuin 2 inhibitor also led to reduced
deformylation. It turned out that it is very difficult to obtain constant effects through the use of
inhibitors. The subsequent investigation of a sirtuin 1 knockout cell line, compared to the
corresponding wild type, showed a constant decrease in the deformylation reaction by approx.
60%. The enzyme class of sirtuins therefore seems to influence the deformylation activity.
However, since the inhibition of sirtuins did not lead to a complete inhibition of the
deformylation reaction, it can be assumed that there are further processes that can lead to

deformylation.

Since all these studies were carried out with the 2'-fluorinated nucleosides and these do not
occur naturally, various isotopically labelled dC and C derivatives were used in the following

project to track methylation, oxidation and subsequent active demethylation in cells (Scheme

1),

VIl



O. D" N "0 O. D" N "0 ., O DN O ., O D N0 O. D N
e} = o} 0 (¢} g e}
D D D D D
O D O D O D O D O D
< W e < 5
D,4dC DsmdC DshmdC D5fdC D,cadC
1,66% D5dC
NH, -HCO,H -CO,
D | SN
13¢.D,dC
HO N/go o H NHz
(0] 0,8% 13C5dC 1] | ~N
OH (0] DO NAO
D
NH, O D
D | SN s

HO N/go 3CsD4C
(0]
0,5% '3CsC
OH OH

Scheme 1: The possible pathway of an active demethylation process via a C-C bond cleavage reaction can take
place either via deformylation (-HCO2H) or decarboxylation (-CO2). With the D-labelling of the nucleosides they can

be distinguished from the natural nucleosides after total digestion.

The first test molecule, D4dC, led to a more difficult mass spectrometric evaluation of the results
due to contamination of 1.66% D3dC. The further development of the test molecule to *CsD+1dC
led to an improved isotope purity with only 0.8% '3CsdC contamination. In order to improve
incorporation and isotope purity, the test molecule was further developed. The latest test
molecule, *CsD+C ribonucleoside, showed a much better incorporation via the ribonucleic acid
(RNA) salvage pathway into the cells. The isotope purity has also been further improved and
is now only 0.5% '3CsC. The three described test molecules were fed to different knockout cell
lines and their corresponding wild types and subsequently analysed by mass spectrometry.
No further indications of an active demethylation reaction via a deformylation or
decarboxylation reaction could be obtained from the data. Nevertheless, there are measurable
differences between the respective knockout cell lines and their corresponding wild types.
Especially when using Dnmt triple knockout cells compared to wild type, significantly more
potential C-C bond cleavage product can be detected. However, this is not proof, as this

product could also have been formed by a D/H exchange.

The second major topic of the doctoral thesis was the research of RNA metabolism and the
necessary development of a quantification method for different RNA nucleosides.
RNA contains a large number of modified nucleosides, such as the methylated derivatives

Né-methyladenosine (m8A) and the dimethylated adenosine m®,A. For these two modifications
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a UHPLC-MS/MS quantification method was developed. It should be investigated whether the
modification m®A can also be demethylated by the a-ketoglutarate-dependent oxidase
ALKBHS5. So far it has been assumed that only m®A is mainly demethylated by ALKBH5. In
this work it was shown that ALKBH5 can also demethylate m8A.

In the second RNA project the hypermodification NS-isopentenyl-2-thiomethyladenosine
(ms?i®A) and its occurrence in messenger RNA (mRNA) was investigated. For the modification
msZ?iA and its biological precursor modification Né-isopentenyl-adenosine (i°A) a new and
more sensitive UHPLC-MS/MS quantification method was developed to be able to use smaller
amounts of PolyA-RNA. Applying this method, the amounts of ms?i®A could also be quantified
after two consecutive polyA-RNA enrichments and a subsequent rRNA depletion. Since an
enrichment of ms2i®A compared to total RNA occurred, it can be concluded that this
modification occurs in polyA-RNA. In addition, it was assumed that ms?i®A plays a role in
splicing. Application of the splicing inhibitor isoginkgetin and subsequent quantification of the
msZi®A and A content by UHPLC-MS/MS showed that splicing inhibition led to a small but
significant increase in the amount of ms?®A and i°A. Although the measurement of relative
expression showed an increase in pre-mRNA, it is difficult to establish a direct relationship
between the modification ms?i®A and splicing. Since the previous experiments did not allow
final conclusions to be drawn, the phenotype of ms?iA knockout cells was examined more
closely in order to obtain indications of the function of this hypermodification. However, after
the evaluation of all results and the latest research in the field, it is very unlikely that the
modification ms?i®A occurs in mMRNA. Nevertheless, a phenotyping of this ms2i®A -deficient cell
line could be achieved, which provides new research results and thus contributes to the

understanding of this hypermodification.



1 Einleitung

1.1 Grundlagen

Im Jahr 2003 kostete die erste Sequenzierung eines gesamten menschlichen Genoms ca. 2,7
Milliarden Dollar. Durch die rasche Entwicklung neuer Sequenzierungsmethoden wird
erwartet, dass man demnachst sein eigenes gesamtes Genom fir weniger als 100 Dollar
sequenzieren lassen kann.

Der Grundstein dafir liegt im letzten Jahrhundert, denn seit damals hat sich die Forschung
rund um die DNA von den ersten, frihen Erkenntnissen ihrer chemischen Zusammensetzung
und molekularen Struktur stark weiterentwickelt. Im Jahr 1919 konnte die erste korrekte
Anordnung der einzelnen Bausteine als kettenartige Struktur in Hefe postuliert werden.!"! Erst
in den darauffolgenden Jahren wurde gezeigt, dass DNA aus paarweise angeordneten
Nukleotiden besteht?, die schlielich eine doppelhelikale Struktur® 4 ergeben und fir die
Weitergabe und Speicherung der genetischen Information verantwortlich sind®® €. Im Jahr
1953 wurde ein erster Replikationsmechanismus beschrieben!”l, welcher schliellich 1958 in
Escherichia coli (E.coli) experimentell belegt werden konnte®l. Diese Erkenntnisse bilden noch
heute im Wesentlichen die Grundlagen unseres Verstandnisses der uni- und bidirektionalen
Weitergabe sequenzieller Information.®! Das bereits 1970 postulierte "zentrale Dogma der
Biochemie"l'%! ist auch noch gegenwartig guiltig. Unter dem zentralen Dogma der Biochemie
versteht man die Transkription der DNA in mRNA und die anschlielende Translation dieser in
Proteine. Wahrend der Translation kodiert jeweils ein Basentriplett (Kodon) fir eine
Aminosaure.: 10

Zu dieser Zeit standen sich zwei Weltanschauungen gegentber. Zum einen existierte die
Vorstellung der Praformationslehre, zum anderen bildete sich die Lehre der Epigenese (griech.
epigenesis-nachtragliche, spatere Entwicklung) heraus. In der Praformationslehre ging man
davon aus, dass die gesamte Komplexitat bereits im frihen Embryo bzw. sogar in den
Gameten ausgebildet ist und sich nur noch entfalten muss. Abgesehen von schadlichen
Umwelteinfliissen, die schlieBlich zu Mutationen fihren kénnen, waren zu dieser Zeit keine
weiteren chemischen Veranderungen des Genoms bekannt. Mit diesem quasi statischen
Genom ist jedoch nicht erklarbar, wie man zu einer phanotypischen Diversitat
unterschiedlicher Zelltypen eines Organismus gelangen kann. Die Lehre der Epigenese
hingegen besagt, dass der frihe Embryo noch undifferenziert vorliegt und erst im Laufe der
Entwicklung bis hin zum adulten Organismus eine zunehmende Komplexitat ausbildet. Das
Schlisselmerkmal ist die Entwicklung eines genetischen Plans, welcher im Grunde auf der
Aktivierung oder Inaktivierung spezifischer Gene beruht. Diese Vorgénge sind auch im

vollstandig ausgebildeten, adulten Organismus gegenwartig und stellen eine zusatzliche
1



Steuerungsebene der Genexpression dar, die es abgesehen von der reinen
Sequenzinformation gibt. Diese vererbbaren Programme genetischer Regulationsmuster
werden der Epigenetik zugeschrieben. Diese Veranderungen koénnen sowohl auf der
Nukleinsdureebene als auch auf der Proteinebene vorkommen. Dort bewirken sie eine
phanotypische Veranderung, die geschlechtlich wie auch ungeschlechtlich an die kommende
Generation vererbt werden kann, aber nicht auf die zugrundeliegende DNA-Sequenz
zuriickzufiihren ist.[1-19]

DNA besteht hauptsachlich aus den kanonischen Nukleosiden 2'-Desoxyadenosin (dA),
2'-Desoxyguanosin (dG), 2'-Desoxycytidine (dC) und 2'-Desoxythymidin (dT). Diese sind
jeweils Uber Phosphordiester miteinander verbunden und bilden zwei (dA:dT) bzw. drei
(dC:dG) spezifische Wasserstoffbriickenbindungen zu ihrem komplementaren Strang aus
(siehe Abb. 2 B)!" 3 und ergeben die DNA-Doppelhelix-Struktur. Unter physiologischen
Bedingungen liegt diese in der B-Form vor, d.h. sie weist eine kleine Furche auf, welche als
Bindungsstelle fir kleine Molekile dient, und eine groRe Furche (Abb.2 A), welche
sequenzspezifisch mit Proteinen interagieren kann.['!

Lange Zeit dachte man, dass 5-Methyl-2'-desoxycytidin (mdC) in Saugetieren abgesehen von
den kanonischen DNA Nukleosiden die einzige Modifikation ist.l'”] Bereits 1925 wurde dieses
postuliert. 1950 wurde die Existenz von mdC schlie3lich bestatigt und seit 1969 wurde
gemutmaldt, dass mdC eine Rolle in der Genregulation zukommt. Heute ist mdC die
besterforschte epigenetische Modifikation.['8-26] In den letzten Jahren wurden innerhalb kurzer
Zeit noch vier weitere Modifikationen gefunden (Abb. 2 C): 5-Hydroxymethyl-2'-desoxycytidin
(27,281 5-Formyl-2'-desoxycytidin 29, 5-Carboxyl-2'-desoxycytidin? 31 und 5-Hydroxymethyl-2'-
desoxyuridin (hmdU)B2. Auch diese Nukleoside stellen vermutlich epigenetische Marker dar
und unterliegen einer dynamischen Regulation. Allerdings sind die Wirkung und Funktion der
einzelnen Nukleoside weniger gut erforscht. Es ist nicht sicher, ob sie Uberhaupt definierte
Funktionen besitzen oder ob sie nur die Intermediate eines oxidativen

Demethylierungsprozesses sind.33: 34
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Abbildung 2: A): Die Modifikation mdC (rote Markierung) bzw. deren Methylgruppe deutet in die groRe Furche der
DNA-Doppelhelix und kann an dieser Stelle Protein-DNA Wechselwirkungen beeinflussen (PDB ID 3a5t). B): Die
Basenpaarungen der doppelstrangigen DNA: dT bildet mit dA zwei Wasserstoffbriickenbindungen und dC mit dG
drei (angedeutet durch die gestrichelte Linie). C): Die chemischen Strukturen der epigenetischen Nukleoside der
DNA.

Neben den epigenetischen Markern in der DNA existieren auch Histonmodifikationen (Abb. 3),
denen eine vererbbare Veranderung mit regulatorischen Funktionen zugeschrieben wird.
Diese Veranderungen auf der Proteinebene kénnen im direkten funktionellen Zusammenhang
mit den epigenetischen DNA-Modifikationen stehen.*S Das Nukleosom ist die kleinste
Packungseinheit der DNA im Zellkern. Eines besteht aus einem 145-147 Basenpaar (bp)
langen DNA-Abschnitt und windet sich 1,65-mal um sogenannte Histonoktamere.F®!
Chemische Modifikationen dieser Histonproteine koénnen nun direkten Einfluss auf die
Packungsdichte des Chromatins nehmen und somit z.B. die Transkriptionsrate dieser
gebundenen DNA beeinflussen.B-#1 Fiir eine aktive Transkription muss die Zuganglichkeit der
DNA flr die an der Transkription beteiligten Enzyme gewahrleistet sein.*? Histone haben
N-terminal einen flexiblen Aminosaurerest, welcher posttranslational durch Enzyme modifiziert
werden kann. Diese Modifikationen reichen von Methylierungen, Acylierungen (Acetyl-,

Propionyl-, Butyryl-) und Phosphorylierungen bis hin zu komplexeren Modifikationen wie
3



Ubiquitinierung und Sumoylierung, bei welchen sogar kleinere Proteine angekniipft werden.3-
45 Dieses Muster an posttranslationalen Histonmodifikationen wird oft als Histon-Code
bezeichnet.
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Abbildung 3: Die Aminosduren K (Lysin); R (Arginin), H (Histidin) und S (Serin) kénnen posttranslational in
Histonproteinen (PTMs) modifiziert werden und sind beispielhaft gezeigt. Me = Methylierung, Ac = Acetylierung,
Cr = Crotonylierung, Ph = Phosphorylierung, Ub = Ubiquitinylierung, GIcNAc = O-N-Acetylglucosamin; Ar = ADP-
Ribosylierung.

Neben den epigenetischen Modifikationen der DNA ist auch eine RNA-Epigenetik®! denkbar.
Die Forschung auf diesem Gebiet ist im Vergleich dazu noch jung. Bedenkt man aber, dass
die RNA im Gegensatz zur DNA eine grof’e Vielzahl an verschiedenen Modifikationen
aufweist, so konnte es durch die vielen verschieden chemischen Strukturen zu einer
Regulation kommen. Es wurde bereits gezeigt, dass diese posttranskriptionalen RNA

Modifikationen auch in mMRNA vorkommen und dynamischer Regulation unterliegen konnen.46-
49]



1.2 Modifikationen der Ribonukleinsiuren

Ribonukleotide weisen eine deutlich grofiere strukturelle Vielfalt auf als DNA. Der hohe
Modifikationsgehalt der RNA kann als eine Anpassung an ihre vielen, verschiedenen
Funktionen im Organismus betrachtet werden.®® Neben dem Transfer der genetischen
Information erfillt sie ebenso regulatorische Aufgaben®' %2 und zeigt, in Form sogenannter
Ribozyme, sogar katalytische Aktivitat.5® Die enorme Vielfalt ihrer Aufgaben spiegelt sich auch
in der Anzahl der unterschiedlichen RNA-Spezies wider. Diese reichen von den besser
erforschten transfer RNAs (tRNAs), der ribosomal RNA (rRNA) und mRNA bis hin zu weniger
bekannten Spezies wie long non-coding RNA (IncRNA), small nuclear RNA (snRNA), micro
RNA (miRNA), piwi-interacting RNA (piRNA), small-interfering RNA (siRNA) und der small
nucleolar RNA (snoRNA). Diese nicht-kodierenden RNAs erflllen verschiedene Funktionen
vor allem im Bereich regulatorischer Prozesse, wie dem Splei3en, sowie im Bereich der

Differenzierung und Entwicklung, wie z.B. der X-Chromosom Inaktivierung.[- 54. 55

Der Modifikationsgrad und die damit einhergehenden Funktionen sind bisher nur unvollstandig
untersucht. Bis heute sind 163 verschiedene posttranskriptionale Modifikationen der
kanonischen RNA-Nukleoside bekannt,% 56. 571 wobei die Komplexitat dieser Modifikationen
stark variiert (Abb. 4). Am haufigsten treten einfache Methylierungen auf, aber auch
Alkylierungen, Acetylierungen und Thiomethylierungen sind bekannt. Wie die Modifikation
Pseudouridin (W) zeigt, ist auch eine Isomerisierung von einer C-N-glykosidischen Bindung zu
einer C-C-glykosidischen Bindung moglich. Auch eine Erweiterung des Puringrundgertists, wie
bei Wybutosin (yW), wurde bereits entdeckt. Generell kbnnen nahezu alle Positionen des
Purin- und Pyrimidingrundgeriists modifiziert vorliegen (Abb.4 A und 4 B). RNA-
Modifikationen kénnen im Grunde in einfache Modifikationen (Abb.4 C und 4 D) und
Hypermodifikationen (Abb. 4 E) unterteilt werden. Als Hypermodifikationen gelten Nukleoside
mit langen Seitenketten oder mit einem veranderten Heterozyklus.?®l Chemische
Modifikationen bringen eine grofe funktionelle Vielfalt mit sich. Zum einen kénnen
Modifikationen direkt die RNA-Struktur beeinflussen, z.B. durch Einfluss auf intramolekulare
Interaktionen oder durch eine veranderte Flexibilitdt des RNA-Molekils. Zum anderen kénnen
auch intermolekulare Interaktionen, z.B. zu Proteinen, beeinflusst werden. Auch kleine
Veranderungen der chemischen Struktur der RNA kdnnen somit zu grof3en Veranderungen im

Zellmetabolismus flihren.[®®!

Vor allem die Nutzung von Flussigchromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie
(LC/MS) ermoglichte, dass stetig neue RNA-Modifikationen entdeckt und deren biologische
bzw. physiologische Funktion aufgeklart werden.[5®!

Gerade die tRNA ist mit mindestens 79 verschiedenen Modifikationen divers modifiziert und

weist eine hohe Modifikationsdichte auf. Somit enthalt eine tRNA durchschnittlich 8
5



Modifikationen.®8l Dabei liegen die Positionen 34 (Wobble-Position) und 37 (extended

anticodon) der Antikodonschleife fast quantitativ modifiziert vor.1%-61
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Abbildung 4: A): Cytidin als Beispiel flir Pyrimidine. B): Adenosin als Beispiel fir Purine. A) und B): Entsprechende
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Puringrundgerists. E) Strukturen von bekannten Hypermodifikationen.



Modifikationen an diesen beiden Positionen fihren zu starken Veranderungen der Struktur der
Antikodonschleife und haben so Einfluss auf die Erkennung der korrekten Kodon-Antikodon
Bindung.®? Viele verschiedene Modifikationen kénnen an Position 37 vorkommen, zwei davon
sind i®A und ms?i®A. Diese kommen in tRNA exklusiv an dieser Position vor.[f3 Manche
Modifikationen beschranken sich auf bestimmte RNA-Spezies, wahrend andere omniprasent
sind, wie z.B. Pseudouridin (W).[3 ¢4 Etwa 1/3 aller bekannten Modifikationen wurde in rRNA
und ca. 1/10 in mRNA nachgewiesen. Neben den starken Variationen des
Modifikationsgehalts zwischen den einzelnen RNA-Spezies kommt es auch zu Unterschieden
zwischen verschiedenen Organismenl® 61 sowie zwischen den unterschiedlichen Geweben
innerhalb eines komplexen Organismus.l67- 681 Zunachst sind die Sequenzen der jeweiligen
RNA-Molekile in den verschiedenen Zellen eines Organismus identisch; es kénnen aber
gewebespezifisch unterschiedliche Mengen an bestimmten Modifikationen eingebaut werden.
Diese Abanderung konnte eine Konsequenz des zelltypischen Metabolismus sein, welche
folglich eine Regulierung der Translation mit sich bringt. Ebenso ware es moglich, dass das
Modifikationsmuster von einer bestimmten Translationsaktivitat verursacht wird.3 Weitere
Faktoren, die im Rahmen von Modifikationsprozessen eine Rolle spielen kénnen, sind aulRere
Einflisse.% So katalysieren in Saccharomyces cerevisae (S. cerevisae) Trm4 und Trm7 unter
H.O; Einfluss die Bildung von m°C und Cm. Durch genaue LC/MS Quantifizierung von tRNA
Nukleosiden konnte gezeigt werden, dass S. cerevisae Trm4 bzw. Trm7 Mutanten eine
erhohte Empfindlichkeit gegenliber H.O, aufweisen. Dadurch steigen die Mengen an m°C und
Cm. Die einfache Erklarung ist, dass die Zunahme einer spezifischen tRNA-Modifikation
notwendig ist, um eine effiziente Stressreaktion zu férdern. Das gleiche gilt fir m?,G, doch in
diesem Fall hat der Verlust eines an seiner Biosynthese beteiligten Enzyms, Trm1, keine H,O.-
Empfindlichkeit zur Folge. Dieses Verhalten ist bereits in mRNA bekannt. Viele der
stressinduzierten Transkripte sind nicht essentiell das das Uberleben der Zelle unter
Stresseinfluss. Dies zeigt, dass Modifikationen in der tRNA entscheidende Funktionen in der
zellularen Stressreaktion wahrnehmen. Die zelluldre Antwort auf Reize wie toxische Stimuli ist

vermutlich eine dynamischen Reprogrammierung der tRNA-Modifikationen. 9]



1.2.1 Hypermodifikationen: i°A und msZ2i®A

Wie bereits erwahnt, gelten die beiden Modifikationen i®A und ms?iA aufgrund der langen
Alkylkette als sogenannte Hypermodifikationen. Im Allgemeinen ist die bakterielle Biosynthese
von ms?i®A ausgehend von Adenosin in tRNA ein gut erforschter Prozess (siehe Abb. 5). Die
involvierten Enzyme konnten bereits identifiziert und teils auch charakterisiert werden:
Methylthio-isopentenyl-adenosine synthesis enzyme A (MiaA) und Methylthio-isopentenyl-

adenosine synthesis enzyme B (MiaB).l""
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N B N B N X
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A i°A msZ2i®A

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Biosynthese der Isopentenyl-Modifikationen in Bakterien. Die
Prenyltransferase MiaA Ubertragt zunachst eine Dimethylallyl-Gruppe aus DMAPP (Dimethylallyl-diphosphat) auf
A, welches anschlieBend durch die Methylthiotransferase MiaB in einer SAM-abhangigen Reaktion thiomethyliert

wird.[66: 70]

In einem ersten Reaktionsschritt katalysiert die Prenyltransferase MiaA die Ubertragung einer
Dimethylallyl-Gruppe auf das exozyklische N® des Adenosins mit Hilfe des Cosubstrates
Dimethylallyl-diphosphat (DMAPP). Das so entstandene %A 72 wird durch die
Methylthiotransferase MiaB in einem zweiten Reaktionsschritt zu ms?i®A umgesetzt.[”*l MiaB
gehort zur Familie der Radikal-SAM-Enzyme. Bei der Bildung von ms?iA ibertragt MiaB mit
Hilfe zweier [4Fe-4S]-Cluster eine Thiomethylgruppe auf i®A.["4771 In einer Studie konnte
beobachtet werden, dass in Abwesenheit von MiaA weder A noch msZ2i®A aufzufinden ist.
Daraus konnte man ableiten, dass nur A, nicht aber A als Substrat fir MiaB dient.[’®! Das
Problem dieser Studie ist, dass das potentielle Produkt der Methylthiotransferase MiaB mit
dem Substrat A zu ms?Al"®- 8 f(ihren wirde, was allerdings nicht betrachtet wurde. In humanen
Zellen wird die Biosynthese von i°A durch das MiaA Homolog tRNA isopentenyl transferase 1
(TRIT1) katalysiert.®'l Das humane Ortholog zum bakteriellen MiaB stellt CDK5 regulatory
subunit associated protein 1 (CDK5RAP1) dar. Dieses Enzym gehdrt ebenfalls zur Familie der
Radikal-SAM-Enzyme und katalysiert die Synthese von ms?®A aus i®A in nuklearer und
mitochondrialer RNA.[33 82 CDK5RAP1 ist ein Repressor der gut untersuchten cyclin-
dependent protein kinase 5 (CDKS5), die als Teil der neuronal Cdc2-like kinase (Nclk) bei der
Regulation der Gehirnentwicklung wichtige Funktionen erfillt. So beeinflusst sie die neuronale

Zelldifferenzierung, die Apoptose, die Neuronen-Migration sowie die Bildung neuromuskularer



Zellkontakte. Aus diesem Grund wird sie auch oft mit neurodegenerativen Krankheiten, wie
Alzheimer oder Parkinson in Verbindung gebracht und spielt bei der Insulin-Ausschuttung eine

wichtige Rolle.[83 84

1.2.1.1 Einfluss auf die Translation

Der genetische Code wird mit Hilfe von tRNA Molekilen translatiert. Dabei vermitteln
Ribosomen die Interaktion des Kodons der mMRNA mit dem Antikodon der tRNA. Paarung von
Kodon und Antikodon positionieren so die tRNA, die eine Kodon-spezifische Aminosaure tragt.
Die herangefiihrten Aminosauren werden so schrittweise durch Peptidbindungen zu einer
Aminosaurekette verknlipft. Die tRNA wird wahrend ihrer Reifung posttranskriptional
modifiziert. Diese Modifikationen kénnen an unterschiedlichen Stellen vorkommen. Von allen
modifizierten tRNA-Nukleosiden in allen Domanen des Lebens kommen lediglich acht
Modifikationen immer an der gleichen Stelle vor.®% Daraus lasst sich ableiten, dass tRNAs
einen sehr konservierten Ursprung und feste Funktionen besitzen. Im Gegensatz dazu kommt
die groRte Modifikationsvielfalt an der Wobble Position 34 sowie der Position 37 vor.[86 871
Aufgrund der rdumlichen Nahe zum Antikodon kann man davon ausgehen, dass
Modifikationen an dieser Stelle Auswirkungen auf die Kodon-Antikodon-Paarung haben.
Lange Zeit dachte man, dass ms?i®A ausschlieBllich an Position 37 der tRNA vorkommt®l und
dort daflr verantwortlich ist, schwache Wechselwirkungen zwischen A und U zu verstarken.®l
In einer neueren Studie wurden strukturelle und dynamische Anderungen, die durch die
Modifikation i®A an Position 37 auftreten, untersucht. Der unmodifizierte tRNAP"® Hairpin zeigt
eine Helix in A-Form mit den Basenpaarungen Us2-Ass und Ussz-As; und bildet nicht das
kanonische U-turn Motivi®® aus. Schmelzpunktmessungen des i®As;tRNAP" Hairpins zeigten,
dass es durch die Einfuhrung der Modifikation zu einer Schmelzpunkterniedrigung kommt. Die
Prenylierung destabilisiert die Hairpin-Sekundarstruktur nahe des Loops und steigert so die
Flexibilitat des Loops und der benachbarten Nukleotide. Das deutet daraufhin, dass in
Abwesenheit von z.B. i®A an Position 37 ein drei-Nukleotide-Loop entsteht. Indem i®A den
Antikodon-Loop entspannt erleichtert es so die Kodon-Antikodon Erkennung.[®!l

Das gleiche gilt fiir die Modifikation N8-Threonylcarbamoyladenosin (t°A). Besetzt t°A die
Position 37, so bildet es eine planare Struktur. Diese weist Ahnlichkeit zu einem dritten
Heterozyklus auf und kann so zu vermehrtem Stacking mit den benachbarten Basen fuhren.
Durch diese Rotation der sterisch anspruchsvollen Threonyl-Gruppe ist es nicht mehr méglich,
die Position 37 in die helikale Struktur mit einzubinden und flhrt so zu einer Entspannung des
Loops und einer erleichterten Kodon-Antikodon Bindung.®? Dieses Ergebnis zeigt sich auch
bei ms?i®As;.°% Jenner et al. sind der Frage nachgegangen, wie die Modifikation ms?2i®As7 durch
schwache Kodon-Antikodon Wechselwirkungen die Verschiebung des translatorischen

Leserahmens verhindern kann. Wie in Abbildung 6 gezeigt, stabilisiert ms2i®A an der Position
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37 in tRNAPhegaa die MRNA-tRNA Interaktion in allen drei tRNA-Bindungsstellen. Vor allem die
Thiomethylgruppe des ms?i® As; flihrt zu Stacking mit der ersten Base des abzulesenden
Kodons und stabilisiert so in allen drei Bindungsstellen (A, P und E) des Ribosoms (Abb. 6)

die korrekte Kodon-Antikodon Paarung.

P IRNA™™

Abbildung 6: Die Modifikation ms?i®A an der Position 37 des Antikodons der tRNA stabilisiert die Basenpaarungen
zum Kodon der mRNA wahrend der Translation. Die Thiomethylgruppe des ms?2i®A fiihrt zu Stacking zwischen
msZi®As7 und der ersten Base des Kodons. Dies ist bei allen drei Bindungsstellen des Ribosoms der Fall. (Abbildung

nach Jenner et. al.)®4

Dies stellt sicher, dass der Leserahmen stabil gesetzt ist.l Das ist ein Beispiel, wie ein
Modifikationsmangel von ms?ifAs; in tRNAs zu Verschiebungen des translatorischen
Leserahmens flihren kénnte.[®4

Zusammenfassend kann mal also sagen, dass Né-modifizierte Nukleotide an der Position 37
durch die Erhéhung der Flexibilitdt im Antikodon-Loop zu einer besseren Bindung des
Antikodons zum Kodon fiihren und der ms2-Substituent von ms?i®A eine stark stabilisierende

Wechselwirkung mit der ersten Base des Codon-Tripletts eingehen kann.
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1.2.1.2 Bedeutung in Krankheitsbildern

Fir die meisten Modifikationen ist bisher unklar, bis zu welchem Grad sie das Krankheitsbild
eines bestimmten Organismus pragen. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass
Veranderungen der RNA-Modifikationen zur Entwicklung von Krankheiten beitragen konnen.
Hierzu z&hlen insbesondere Erkrankungen des Stoffwechsels.

Die Existenz von i®A und ms?A ist fiir das Uberleben der entsprechenden Zellen zwar nicht
existentiell, jedoch sind beim Fehlen des Enzyms MiaA bestimmte zellulare Funktionen
beeintrachtigt. Dazu zahlt beispielsweise, dass die Translationsgeschwindigkeit verringert ist,
was letztendlich auch das Zellwachstum reduziert. /%

Um die Bedeutung der Modifikation ms?i®A in Krankheitsbildern zu erforschen ist es wichtig
deren genaue Position zu kennen. Im Zuge dessen wurde in einer aktuellen Studie das
Substrat von CdkSrap1 in Mausen identifiziert. Hierfir wurden mitochondriale RNAs (mt-RNA)
aus Wildtyp-Mausen mit denen der Cdk5rap1 Knockout (KO)-Mause verglichen. Die
Modifikation ms?i®A wurde so in genau vier mt-RNAs an Position As; nachgewiesen:
mt-RNAPre,. mt-RNATP, mt-RNAT" und mt-RNASe(UCN) 951 Dgs Fehlen dieser Modifikation
induziert eine sogenannte Verschiebung des Leserahmens an bestimmten Kodons. Der
erhaltene Phanotyp dieser KO-Maus zeigt mitochondriale Dysfunktionen, aber keine
morphologische Anderung des Gewebes. Des Weiteren gab es auch keine neurologischen
Unterschiede zwischen der Wildtyp- und der KO-Maus. Genauere Untersuchungen in mouse
embryonic fibroblast (MEF) Cdk5rap1 KO-Zellen zeigten, dass die mitochondriale
Proteinsynthese stark verringert ist. Vor allem die Bildung der mitochondrialen Protein-
Komplexe |, Il und IV war stark reduziert. Es liegt deshalb nahe, dass ein Fehlen von ms?i®A
die mitochondriale Proteinsynthese stark verringert. Als nachstes wurde ein Zusammenhang
zur oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) gefunden. Die Instandhaltung der
mitochondrialen OXPHOS Untereinheiten ist fir die Elektronen-Transportkette von grolter
Bedeutung: Sie erhalt das Membranpotential und ist somit fur die Atmung verantwortlich. Unter
den KO-Zellen wiesen Zellen mit sehr kleinem Membranpotential eine hohe Zelldichte auf, was
zu einer erniedrigten Sauerstoff-Aufnahme fiihrt. ms2i®A in mt-RNAs ist somit essentiell fiir die
Translation in den Mitochondrien und fir die Atmungskette. Die mitochondriale Aktivitat der
Skelettmuskulatur ist stark verringert. Das ist nicht verwunderlich, da von allen Geweben die
Skelettmuskulatur und das Herzgewebe am starksten von mitochondrialer Dysfunktion
betroffenen sind. Auch eine Verringerung des ATP-Levels war in den KO-Mausen messbar.
Die reactive oxygen species (ROS) waren im Vergleich zur Wildtyp-Maus hingegen erhoht.
ROS ist ein Nebenprodukt des mitochondrialen Elektronentransports und wird vor allem in den
mitochondrialen Proteinkomplexen | und Il generiert. Da es an diesen in der KO-Maus aber
mangelt, kommt es vermehrt zum Austritt von ROS. Dies wiederum kann zu mitochondrialen
Erkrankungen fiihren. Diese Mause sind physisch weniger leistungsstark und anfalliger flr
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kardiale Dysfunktionen. Die Auswirkungen des KOs sind unter Stressbedingungen noch
verstarkt.[%]

In einer anderen Studie wurde Uberprift, ob die ms2ifA-Mengen der tRNAT, tRNAP"e, tRNATY
und tRNASe(UCN) in der A3243G Mutante mit dem Expressionslevel von CDK5RAP1
korrelieren. Die A3243G Mutante ist in den peripheren Blutzellen von Patienten mit der
Erkrankung Mitochondrial encephalomyopathy, lactic adicosis, and stroke-like episodes
(MELAS) zu finden. MELAS und Myoclonic epilepsy with ragged red fibers (MERRF) werden
durch ein Fehlen von Modifikationen (tm®C bzw. tm?’s?U) in der Wobble Position
mitochondrialer tRNAs ausgel6st.[%6-98 Die Studie zeigte, dass die ms?i®A-Mengen der tRNAT™,
tRNAPre tRNATY" und tRNASeUCN) in der Mutante verringert waren, aber nicht mit dem
Expressionslevel von CDK5RAP1 korrelierten. Das schlie3t einen direkten Effekt aus. Die
A3243G Mutanten weisen allerdings eine reduzierte mitochondriale Proteinsynthese und ein
erhohtes Stresslevel auf. Es konnte also sein, dass der erhohte oxidative Stress zu einer
Inhibierung des oxidationsempfindlichen CDK5RAP1 Enzyms flihrt. Dieses Ergebnis konnte
durch die Behandlung mit H,O. reproduziert werden.®s! Somit fiihrt also die Verringerung von
ms?i®A durch oxidativen Stress indirekt zur einer Beeinflussung der Qualitat der Mitochondrien
und so zum Fortschreiten mitochondrialer Krankheiten. %

Um zu Uberprifen, ob die Modifikation ms?i®A in einem direkten Zusammenhang mit einer
Krankheit steht, wurde eine Fall-Studie an Vitiligo (Weilfleckenkrankheit)-Patienten der
koreanischen Bevolkerung durchgefiihrt. Es wurde untersucht ob, CDK5RAP1-
Polymorphismen der Grund fir die Ausbildung von Vitiligo sind; dafir wurden 296 Vitiligo-
Patienten mit 426 gesunden Menschen/Kontrollen verglichen. Insgesamt wurden zwei single
nucleotide polymorphisms (SNPs) von CDK5RAP1 festgestellt.*®! Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass CDK5RAP1 in der koreanischen Bevoélkerung zur Entstehung von Vitiligo
beitragen konnte. Die Anzahl der Stichproben (269 Patienten) in dieser Studie ist allerdings
klein und ein kausaler Zusammenhang konnte nicht zweifelsfrei belegt werden.

Diese Studien liefern Hinweise auf schadliche Veranderungen des Zellstoffwechsels, die

indirekt oder direkt auf das Fehlen von msZ2i®A zuriickzufuhren sind.
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1.2.2 Modifikationen in mRNA

Im Gegensatz zur tRNA ist die mRNA weitaus weniger modifiziert, doch ist diese seit einiger
Zeit Gegenstand intensiver Forschung. Die posttranskriptionalen Modifikationen dieser RNA
Spezies sind von groRem Interesse, da sie die Grundlage fir dynamische Regulation an
zellularen Prozessen sein konnte. Ein Grund flr eine dynamische Regulation ist, dass
Veranderungen in der mRNA nicht zwingend einen globalen Langzeit-Effekt mit sich bringen,
wie es bei tRNA oder auch rRNA der Fall ist, sondern im Prinzip eine transkriptspezifische
Regulation erméglichen.

Einige Modifikationen, wie m’G, sind bereits sehr gut erforscht. Es ist unter anderem
Bestandteil der 5’Cap-Struktur eukaryotischer mMRNAs und definiert diese RNA dadurch als
mRNA. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Methylierung der 5'Cap-Struktur flr
die Translation der meisten mRNAs bendtigt wird und diese gegen Angriffe von Exonukleasen
schitzt. Darliber hinaus tragt m’G zur Transkription, dem SpleilRen, der Polyadenylierung und

dem Export aus dem Nukleus bei.[33 100

1.2.2.1 Inosin

Ein weiteres Beispiel einer bereits gut charakterisierten mMRNA Modifikation ist Inosin, welches
aus Adenosin durch Adenosine Deaminases Acting on RNA (ADARs) durch hydrolytische
Desaminierung in doppelstrangiger RNA entstehen kann.l'°'l Dieser Vorgang ist als Teil des
RNA editings bekannt und fiihrt zu einer veranderten Basenpaarung (C anstelle von U).
Dadurch kann es zu spezifischen Aminosaure-Substitutionen, alternativem Spleillen, sowie
Veranderungen in der Genexpression kommen, was die Vielfalt der mRNA und so auch die
der Proteine in Eukaryoten erhoht.['92 Wie oft es zu diesem A zu | editings kommt und welche
spezifischen Funktionen es bei bestimmten Genen beeinflusst, ist bisher noch ungewiss. Man
geht aber davon aus, dass zu hohes oder zu niedriges RNA editing, oder auch falschliches
editing, zu vielen humanen Krankheitsphanotypen bis hin zu Krebs fiihren kann.[02-10% Eijn
Beispiel ist die Veranderung des RNA editings der pra-mRNA des Serotoninrezeptors 2C
(HTR2C).l"%I Die Desaminierung beeinflusst die Zusammensetzung der Aminosauren des
5-HT,cR-Rezeptors. Dieses induziert Konformationsdnderungen, die letztendlich die
Signalweiterleitung des Serotonins verringern.l'”-101 Die Verteilung von RNA editing
Enzymen, die eine Desaminierung von A zu | katalysieren, ist regional unterschiedlich im
Gehirn. Ein deutlicher Anstieg des editings von 5-HT.cR wurde vor allem im anterioren
cingularen Cortex bei Selbstmdrdern beobachtet, was diesen kortikalen Bereich und die
chemische Modifikation mit einem erhéhten Selbstmordrisiko in Zusammenhang bringt. Das

deutet darauf hin, dass regionsspezifische Veranderungen des RNA editings von 5-HT,cR
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mMRNA und mangelnde Rezeptorfunktion zur Entstehung einer schweren depressiven Stérung
beitragen kdnnen.['06]

Es scheint naheliegend, dass es sich um eine aktiv gesteuerte Desaminierung in mRNA
handelt, da die ADAR-Expression mit dem gemessenen Gehalt an Inosin korreliert und
gewebsspezifische Unterschiede der Mengen auftreten.''l Neuere Erkenntnisse konnten
durch Sequenzierungsdaten erhalten werden. Eine robuste Sequenzierung ist durch die
chemische Derivatisierung von Inosin mit Acrylnitril mdglich (Abb. 7).

Aufgrund des entstandenen N'-Cyanoethylinosins kommt es zum Abbruch der reversen

Transkription. Dieses ermoglicht so die Lokalisierung von Inosin-Loci.['12 1131
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Inosin N'-Cyanoethylinosin

Abbildung 7: Chemische Derivatisierungsreaktion von Inosin zu N'-Cyanoethylinosin.

Trotzdem ist das Ausmald, in dem A-to-/ editing vorkommt, noch nicht genau bestimmt. Vor
allem bedingt durch die starken Abweichungen zahlreicher Sequenzierungsdaten voneinander

kommt es zu unterschiedlichen Interpretationen der Ergebnisse.l''4 11]

1.2.2.2 Ns-Methyladenosin - ein potentieller epigenetischer Marker in mRNA

Bereits 1974 wurde die Modifikation N6-Methyladenosin (m®A) in humaner mRNA gefunden
(116, 1171 und kurz darauf wurden erste Konsensmotive, wie Gm®AC (70 %) und AmPAC (30 %),
in der mRNA von HelLa Zellen entdeckt.[''8 119 Heutzutage hat diese Modifikation einen
besonderen Stellenwert unter den bekannten Modifikationen der mRNA, denn m8A ist sehr
haufig und ubiquitar in humaner und muriner mMRNA vorhanden. Man geht davon aus, dass im
Durchschnitt drei mSA-modifizierte Nukleotide pro Transkript vorkommen.['20-1231 Die
Erforschung der Verteilung von mfA (ber das gesamte Transkriptom konnte durch
Fragmentierung und Immunoprazipitation von mRNA erfolgen, denn m8A wird, genauso wie
A, zu T revers transkribiert. Auch chemische Derivatisierungsreaktionen der Methylgruppe sind
nicht moglich.['?4 1251 Durch diese antikorperbasierte Sequenzierungsmethode (MeRIP-Seq)
konnten ungefahr 12000 Positionen, die m8A enthalten, in ca. 7000 kodierenden und 300 nicht-
kodierenden Genen humaner Zellen identifiziert werden. Dabei kann man sagen, dass m®A
vor allem in kodierenden Sequenzen und der 3’'UTR-Sequenz vorkommt. Des Weiteren wurde

gezeigt, dass die globalen Methylierungsmuster in definierten Loci von Maus und Mensch
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konserviert sind.l'?4 125 Das bedeutet, dass auch in nicht-verwandten Organismen die
mPA-Positionen gleich sind.

Die damalige Auflosung von ungefahr 100-200 Nukleotiden konnte seither noch weiter
verbessert werden, doch eine Auflésung bis hin zu einzelnen Nukleotiden ist auch heute noch
eine groBe Herausforderung. Eine neue Methode verwendet hierfiir Anti-m®A Antikorper,
welche durch UV-induziertes crosslinking spezifische Veranderungen an mSA-Resten
hervorrufen.['?61 Diese UV-induzierten Antikérper-RNA-Addukte kénnen durch darauffolgende
Sequenzabweichungen in der reversen Transkription detektiert werden. Diese neuartige
Technologie heiRt miCLIP (m°A individual-nucleotide-resolution crosslinking and
immunoprecipitation). Die folgende Abbildung (Abb. 8) zeigt die Unterschiede der beiden
Sequenzierungsmethoden.

Abgesehen von der verbesserten Auflosung hat die miCLIP Methode einen weiteren grof3en
Vorteil, sie kann zusatzlich zu m®A auch N¢,2'-O-Dimethyladenosine (m®Am) detektieren.
Durch die Verwendung von zwei unterschiedlichen Anti-mfA-Antikdrpern kommt es entweder
zu Abbrichen oder zu C>T Mutationen wahrend der reversen Transkription. Der Antikorper,
der zu Abbriichen (crosslinking-induced truncation sites (CITS)) in der reversen Transkription
flhrt, kann auch m®Am an den transcription start sites (TSSs) detektieren. Die Analyse von
Abbriichen in der 5-UTR zeigt, dass diese Abbriiche entweder im bekannten mfA-Motiv
DRACH (D = A, G oder U; H=A, C oder U) oder in einem neuartigen Motiv BCA* (B =C, U
oder G; A* =methylierbares A) auftraten. Die 5'UTRs enthielten fast dreimal so viele
methylierte BCA-Motive wie DRACH-Motive. Interessanterweise ahnelt das BCA-Motiv dem
der bekannten pyrimidinreichen Sequenz an den Transkriptionsstartstellen!'?”- 1281 was darauf
hindeutet, dass diese Stellen eher m6Am als m®A enthalten. Indirekt kann also auch zwischen
mBA und m®Am unterschieden werden.

Normale Immunoprazipitationsexperimente sind bisher nicht dazu befahigt zwischen m°éA und
m8Am, denn die Base (6-Methyladenin) der beiden Modifikationen ist exakt gleich. Antikdrper
sollten deshalb in Zukunft nur als spezifische Antikérper gegen eine Base und nicht gegen ein
Nukleotid/Nukleosid bezeichnet werden, sofern sie nicht auch Modifikationen am Zucker bzw.
den Zucker unterscheiden.

Neue Sequenzierungsergebnisse zeigten nun auch das Transkriptom von méAm. Warum die
Unterscheidung zwischen den beiden Nukleotiden (m8A und m®Am) so wichtig ist, zeigten die
jiingsten Ergebnisse. Lange Zeit wurde angenommen, dass die Methylgruppe des mfA durch
das Fat Mass and Obesity-associated Protein (FTO) aktiv entfernt wird. Man dachte, dass FTO
mBA in zwei Schritten zu hm®A und f®A oxidiert und diese Modifikationen wiederum nur bedingt
stabil sind und somit zu Adenosin hydrolysiert werden.['?l Nun konnte gezeigt werden, dass

FTO bevorzugt die N6-Methylgruppe von mfAm gegeniiber der von m°A entfernt.['30]
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Abbildung 8: Zwei Methoden zur Bestimmung der m°A Positionen im Transkriptom: Beide Techniken benotigen

fragmentierte zelluldre RNA und werden mit einem spezifischen 6-Methyladenin Antikérper inkubiert. In der MeRIP-

Seq Technik benutzt man magnetische antikbperbindende Beads und zieht so die methylierten RNA-Molekdle aus

der fragmentierten RNA. Die methylierten RNAs werden eluiert und sequenziert. In der miCLIP Methode werden

die 6-Methyladenin Antikérper mit der methylierten RNA durch UV-Licht verknipft und erst dann immunoprazipitiert.



Anschlielend wird die methylierte RNA mit Proteinase K eluiert. Dadurch bleibt ein Addukt an der methylierten RNA
zurlick, welches bei der reversen Transkription entweder zu einem Abbruch oder einer Mutation in direkter
Nachbarschaft zur methylierten Stelle fiihrt. Im Anschluss wird die entstandene cDNA vervielfaltigt und durch next-
generation sequencing prozessiert. Stellen, an denen entweder m8A oder m®Am vorhanden sind, werden durch

Detektion von Mutationen oder Abbriichen bei der Sequenzierung ausgelesen. (Abbildung nach Meyer et. al.)l'3]

Im Folgenden wird nun der Metabolismus der Methylgruppe an der Né-Position beschrieben.
Wenn davon ausgegangen wird, dass es sich bei RNA Modifikationen wie bei der DNA
Methylierung und den Histon-Modifikationen um epigenetische Markierungen handelt, so
kénnte man auch hier die Bezeichnungen Writer, Reader und Eraser Ubernehmen. Writer
katalysieren eine chemische Reaktion und installieren eine chemische Modifikation. Spezielle
Reader Proteine kénnen die modifizierten Stellen erkennen und in ein Signal verwandeln,

wahrend die Eraser fir die Entfernung dieser Modifikationen zusténdig sind.['32

Writer

Die Methylgruppe wird durch einen sogenannten méA Writer Komplex eingefiihrt. Wie in der
Abbildung 9 gezeigt ist, wird sie an der N6-Position durch einen Multikomponenten-Komplex
eingefiihrt. Dieser besteht aus einem Heterodimer der methyltransferase like 3 (METTL3) und
methyltransferase like 14 (METTL14) und einer dritten, essentiellen Komponente WT1
associated protein (NTAP). Eine Deletion von METTL3 flihrt zu einem fast kompletten Verlust
an m°A in mRNA, weshalb es das Enzym ist, das m®A in mRNA hauptséachlich generiert.['33
341 Durch Proteomik Analysen wurden bekannt, dass METTL14 ein Interaktionspartner von
METTL3 ist und das es essentiell fiir die Methylierung ist.l'35137] Einige Zeit galt METTL14
ebenfalls als Enzym mit Methyltransferaseaktivitat.['3% Kristallstrukturen zeigten aber, das
METTL3 das einzige Protein mit einer S-Adenosylmethionin (SAM) Bindungsstelle ist und
diese bei METTL14 fehlt. Nichtsdestotrotz spielt es eine wichtige Rolle in der
Methylierungsreaktion. METTL14 bindet die RNA, interagiert mit METTL3 und steigert dessen
Aktivitat, indem es die Methylgruppe flr den folgenden Transfer auf ein Adenosin richtig
positioniert.['38-1401 Die dritte Komponente WTAP ist ansonsten im Rahmen des Spleil3-
Prozesses der mRNA involviert.'"41 Aber Knockdown-Experimente von WTAP zeigten eine
signifikante Erniedrigung der méA Mengen, obwohl WTAP selbst keine methylierende Aktivitat
zugeschrieben wird, da es keine konservierte katalytische Methylierungsdomane aufweist.['3%
136, 137, 1421 Mittlerweile nimmt man an, dass WTAP die Lokalisierung des METTL3-METTL14
Komplexes in den sogenannten Nuclear Speckles koordiniert. 1136 1431 Erst kiirzlich konnten
zwei weitere Proteine, RNA-binding Motif RBM15 und RBM15B, des Methyltransferase-
Komplexes durch eine Proteomik Studie identifiziert werden.['*4 1451 Diese Proteine
interagieren mit METTL3 in Abhangigkeit von WTAP. Ein Knockdown von RBM15 und

RBM15B fiihrte zu einem deutlich reduzierten Vorkommen von m®A und legt so die Vermutung
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nahe, dass es sich dabei um funktionelle Komponenten des Methyltransferase-Komplexes
handelt. 451 Auch, wenn immer klarer wird, welche Proteine Teil des m8A Writer Komplex sind,
so stellt sich noch immer die Frage, wie bestimmte Adenosine ausgewahlt werden, um
anschlielend methyliert zu werden. Hierzu zeigten Patil et. al. interessante iCLIP Ergebnisse,
die deutlich machen, dass RBM15 und RBM15B an Uridin-reiche Regionen in der
Nachbarschaft von mfA Positionen binden. AnschlieRend rekrutieren sie dort den
WTAP/METTL3/METTL14 Komplex. Da sich aber nicht alle méA Bindemotive neben U-reichen
Sequenzen befinden, wird durch RBM15 und RBM15B nur ein Teil der zellularen RNAs fiir die
Methylierung ausgewahit.l"s! Uber den weiteren Faktor vir-like mPA methyltransferase
associated (KIAA1429) ist bisher nur bekannt, dass ein Mangel an KIAA1429 zu einer
drastischen Verringerung an mfA fiihrt.l'35-137. 1461 Dije genaue Funktion von KIAA1429 im

Methylierungskomplex ist bis dato noch unbekannt.

Reader

Die Hauptfunktion von m®A in mRNA ist das Binden von spezifischen Proteinen. Die bisher
bekannten Reader Proteine sind Proteine, die eine YTH (YTH521-B Homologie) Domane
aufweisen, und Translations-Initiationsfaktoren.

Das Genom eines Saugetiers weist funf YTH-Proteine auf: YTHDC1 (DC1), YTHDC2 (DC2),
YTHDF1 (DF1), YTHDF2 (DF2) und YTHDF3 (DF3).0'4"1 Aufgrund ihrer jeweiligen Sequenzen
kann man diese Proteine in drei verschiedene Klassen einteilen. DC1, DC2 und die DF-
Proteine bilden jeweils eine Klasse. Studien von Patil et. al. deuten darauf hin, dass die DF-
Proteine und DC1 unter physiologischen Bedingungen m®A Reader sind. Hierbei bindet die
Familie der DF-Proteine hauptsachlich m®A-Stellen in der mRNA, wahrend DC1 nur manche
mBA-Positionen in mMRNA, aber auch in nuklearer nicht-kodierender RNA bindet. Es scheint
so, als ob die DC1-Bindungsstellen in mRNA nur durch die Anwesenheit von mfA in der neu
entstandenen mRNA entstehen und es zu einer Bindung kommt, bevor die mRNA diese ins
Zytosol exportiert.['31. 145 Ein weiterer Unterschied zwischen den DF-Proteinen und DC1 ist,
dass DC1 vor allem ein Kernprotein ist und somit der hauptsachliche Reader von m®fA im
Nukleus ist. Die DF-Proteine hingegen sind vor allem zytoplasmatisch.['3"l Deren Funktion
wurde in der letzten Zeit viel diskutiert. DF2 wird eine eigene Funktion zugeschrieben. Es soll

die Halbwertszeit m8A-haltiger mRNA im Vergleich zu unmodifizierter mMRNA herabsetzen.!'3+
148]
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Abbildung 9: Adenine der mRNA kénnen von einem Writer-Komplex bestehend aus METTL3, METTL14, WTAP
und RBM15/15B im Nukleus zu m®A methyliert werden. Reader kdnnen diese Modifikation binden. Im Nukleus kann
m®A von dem YTHDC1-Protein gebunden werden, im Zytoplasma kann es hingegen von den YTH-Proteinen DF1,
DF2 und DF3 gebunden werden. AuRerdem kann mfA in der 5-UTR den eukaryotischen Initiationsfaktor elF3
binden und so eine elF4E-unabhangige Translation beglnstigen. Auch der Eraser ALKBHS5, welcher die
Methylgruppe entfernen kann, ist im Nukleus positioniert. (Abbildung nach Meyer et. al.)l'3]

Man dachte, dass dieser Effekt durch die Interaktion von DF2 mit den sogenannten Processing
Bodies (P-Bodies) zustande kommt. Allerdings zeigte sich im Folgenden, dass diese
Interaktion nur sporadisch ausgebildet wird. Es kdnnte sein, dass DF2 immer nur
voriibergehend mit den P-Bodies interagiert, um so bestimmte mRNAs abzubauen.['4
Edupuganti et al. bestatigten, dass es eine negative Korrelation zwischen mRNA
Halbwertszeiten und m®A aufgrund von DF2 induziertem mRNA Abbau gibt. Weiterhin zeigte
die Gruppe, dass eine positive Korrelation zwischen mRNA Halbwertszeiten und der Bindung
von G3BP1 auftritt. Bisher ist noch nicht genau geklart, inwiefern Proteine, die speziell von
mBA abgestoRen werden, die Funktionen der mRNA beeinflussen kénnen. Dazu gehoért zum
Beispiel das Protein G3BP1, welches eine Praferenz fiir unmodifizierte mRNA gegeniiber m8A-
modifizierter mMRNA aufweist und als Stress-Granulum-Protein bekannt ist. Des Weiteren
nimmt es eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung ein.['5% Mit FMR1 wurde in dieser
Studie ein weiterer sequenzabhangiger mfA Reader gefunden. Dieses Protein bindet an

mMRNAs, um deren Translation zu verhindern. Ein Fehlen des FMR1 flihrt zum Fragiles-X-
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Syndrom,['%1-1531 welches sich vor allem in einer kognitiven Behinderung des Betroffenen
auBert. Weiterhin wird gezeigt, dass DF1 und FMR1 um die Bindung des mfA in mRNA
konkurrieren. Dies zeigt, dass es sich um ein komplexes Zusammenspiel der verschiedenen
Reader und somit der mMRNA Homd&ostase handelt.[0

Im Gegensatz zu DF2 soll DF1 die Translation férdern, indem es mit dem eukaryotischen
Initiationsfaktor (elF3) und anderen Translationsinititationsfaktoren interagiert. Aus diesen
Funktionen von DF1 und DF2 wurde ein Modell entwickelt, welches vorschlagt, dass
bestimmte m®A-haltige mMRNAs zuerst durch das Binden von DF 1 translatiert werden und dann
durch DF2 gebunden und abgebaut werden.['5 Seit kurzem wei} man, dass DF1, DF2 und
DF3 eigentlich identische Bindungen zu jedem m®fA in mRNA zeigen, was durch die hohe
Sequenz-Homologie ihrer YTH-Domane erklarbar ist. Es scheint, als ob alle DF-Proteine
identische Bindungsaffinitaten zu m®A-Stellen aufzeigen.['*%! So ist wahrscheinlicher, dass die
DF-Proteine gleiche statt unterschiedliche Funktionen haben.['¥l Bevor man wusste, dass
DC1 mit m®A interagiert, war DC1 als Splicing Regulator bekannt, der das alternative SpleiRen
in endogenen Transkripten reguliert.l'5%! Erst spater wurde deutlich, dass DC1 zumindest
teilweise fliir mfA-abhangiges SpleiRen verantwortlich ist.'] Eine andere Studie zeigte
hingegen, dass es durch m®A zu einer Entfaltung der RNA kommt und so den Zugang fiir den
bekannten Splei3-Regulator HNRNPC zur RNA erleichtert.['*2l Die gleiche Schwierigkeit tritt
bei dem potentiellen Reader HNRNPA2B1 auf. Entweder bindet HNRNPA2B1 direkt an
mBAl'57l oder m®A sorgt flr die Entfaltung der RNA und ermdglicht so wiederum eine bessere
Zuganglichkeit dieser RNA Regionen.[158 1591

Bemerkenswert ist die Interaktion von DC1 mit mfA-Stellen in X-inactive specific transcript
(XIST). XIST ist eine nicht-kodierende RNA, die ausschlaggebend fiir das Stilllegen von Genen
auf einem der beiden X-Chromosomen in weiblichen Zellen ist.['8% XIST enthalt mindestens
76 m®A-modifizierte Stellen. Die Modifikation m®A wird fir die genstilllegenden Effekte in XIST
bendtigt, denn die Modifikation bindet DC1 an XIST und leitet so die transkriptionale
Repression ein. Es ist allerdings noch unklar, ob die Funktion direkt auf DC1 zuriickzufiihren
ist, oder ob es sich um einen indirekten Effekt handelt, da bekannt ist, dass das Interaktom
von DC1 auch viele epigenetische Regulatoren enthalt.['*®! Im Gegensatz zu DC1 sind die
Funktionen von DC2 nicht ausreichend verstanden.['3"]

Ein weiterer m8A Reader ist der eukaryotische Initiationsfaktor (elF3). Dieser Reader wurde
gefunden, als versucht wurde, den translationssteigernden Effekt von m®A zu verstehen. Nun
ist klar, dass ein einziges m®A in der 5’-UTR dafiir verantwortlich ist, dass es zu Veranderungen
der Zusammensetzung der Initiationsfaktoren kommt. mRNAs, die an dieser Stelle mfA
enthalten, bendtigen kein elF4E (und andere Komponenten, die den elF4E Komplex
ausmachen), um elF3 fiir die mRNA zu rekrutieren. Diese mRNAs, die mfA an der 5’UTR

enthalten, zeigen eine erhohte Translation.l'® Eine andere Moglichkeit ist, dass m8A-Stellen
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in der Nahe des Stop-Kodons DC1 binden und Uber einen noch unbekannten Mechanismus
elF3 zur 5-UTR bringen.l'* Der eukaryotische Initiationsfaktor elF3 ist also Uber zwei
verschiedene Wirkmechanismen mit der mfA-abhangigen Translationssteigerung in
Verbindung zu bringen.['31

Generell erscheint es so, als wiirden die dynamischen m®A Mengen einer Zelle als eine Art

Schalter wirken.[50]

Eraser

Bis vor kurzem dachte man, dass es zwei verschiedene Eraser flir mfA gibt: FTOI'62 und
ALKBH5!"83], Seit dem letzten Jahr ist bekannt, dass nicht mfA, sondern m®Am das Substrat
von FTO ist. Somit ist FTO der Eraser von m®Am und hat dadurch funktionelle Auswirkungen
auf die Stabilitat der mRNA.['3% Im Zuge dessen wurde auch untersucht, ob ALKBH5 m®Am
demethyliert. Es zeigte aber keine Demethylierungsaktivitat.['*% Nichtsdestotrotz ist bisher
unklar, wie spezifisch ALKBH5 m6fA-Stellen demethyliert und wie groR die Bedeutung der
aktiven Entfernung der Methylgruppe durch ALKBHS5 ist, denn die Abwesenheit von ALKBH5
in Tieren hat zwar negative Auswirkungen auf die Spermatogenese, dartber hinaus sind die
Tiere normal.l'3"! Dadurch, dass ALKBH5 im Nukleus lokalisiert ist, ist es eher
unwahrscheinlich, dass es reife mMRNA im Zytoplasma demethylieren kann.l'83 Daraus folgt,
dass eine ALKBH5-abhangige Demethylierung von m8A nur wahrend der Biogenese der
MRNA im Zellkern stattfinden kann. Wie ALKBH5 Knockout-Mause gezeigt haben, kann die
ALKBH5-abhéangige Demethylierung von mfA nur geringe Auswirkungen auf den Phanotyp

haben. Zukunftige Studien kdnnten aber noch feine Unterschiede aufzeigen.
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2 Aufgabenstellung

In dieser Arbeit werden modifizierte Basen sowohl in der DNA als auch in der RNA untersucht.

Seit der Entdeckung von 5'-Methyl-2‘-desoxycytidin (mdC) und dessen hoher oxidierten
Derivaten 5-Hydroxymethyl-dC (hmdC), 5-Formyl-dC (fdC) und 5'-Carboxyl-dC (cadC) stellt
sich die Frage, wie diese Modifikationen der DNA wieder entfernt werden kdnnen. In dieser
Arbeit soll nicht auf die Entfernung der hoher oxidierten Spezies durch die
Basenexzisionsreparatur eingegangen werden. Vielmehr soll die Méglichkeit eines direkten
C-C Bindungsbruchs in Form einer Deformylierungs- bzw. Decarboxylierungsreaktion

untersucht werden.

Das erste Ziel dieser Arbeit war die Erforschung eines moglichen aktiven
Demethylierungsweges mittels C-C Bindungsbruch mit Hilfe von massenspektrometrischen
Messmethoden (UHPLC-MS/MS) und synthetischen Testmolekiilen. Dieses Problem sollte
auf zwei verschiedene Arten erforscht werden: Zum einen durch die direkte Inkorporation von
isotopenmarkiertem 5-Formyl-2'-desoxycytidin (fdC) bzw. von dessen 2‘-fluoriertem Derivat
(F-fdC), zum anderen durch die Verwendung verschiedener isotopenmarkierter dC Spezies
um tiefere Einblicke zu erhalten. Im Wesentlichen sollen alle Testmoleklle an verschiedene
Zelllinien verfittert und deren Metabolismus in der genomischen DNA verfolgt werden. Daflir
mussten geeignete massenspektrometrische Analysemethoden entwickelt werden. Vor allem
die Entwicklung der Messmethode zur Quantifizierung aller fluorierten Nukleoside sollte im
Vordergrund stehen. Das Testmolekil F-fdC sollte an verschiedene Zelllinien, z.B. Knockout-
oder Inhibitor-behandelte Zelllinien, verfuttert werden. Durch die neu entwickelte
Messmethode sollte anschlieRend der Metabolismus dieses Molekuls verfolgt und die
fluorierten Derivate quantifiziert werden. Entdeckt man durch diese Experimente tatsachlich
einen C-C Bindungsbruch, so ware ein weiteres Ziel dieser Arbeit, den Mechanismus einer

solchen C-C Bindungsbruchreaktion zu identifizieren.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Funktion und das Vorkommen der Hypermodifikation
ms?i®A untersucht werden. Um dieser Fragestellung nachzugehen, musste auch hierfir eine
massenspektrometrische Analysemethode (UHPLC-MS/MS) entwickelt werden. Im Zuge
dessen sollte eine generelle Messmethode fiir verschiedene interessante RNA-Modifikationen

entwickelt werden, um in Zukunft auch diese erforschen zu konnen.

22



3 Veroffentlichte Arbeiten

3.1 Isotope-dilution mass spectrometry for exact quantification of non-
canonical DNA nucleosides

Franziska R. Traube* Sarah Schiffers?, Katharina Iwan* Stefanie Kellner, Fabio Spada,

Markus Mduller and Thomas Carell*

(* geteilte Erstautorenschaft)
Prolog

Es ist bekannt, dass die DNA nicht nur kanonische Nukleoside enthalt, sondern auch eine
Vielzahl an modifizierten Nukleobasen. Die Bestimmung der genauen Menge dieser nicht-
kanonischen Basen kann zur Charakterisierung des Zustands eines biologischen Systems,
wie zur Bestimmung von Krankheiten oder Entwicklungsprozessen, beitragen und ist daher
von grofier Bedeutung. Da die meisten dieser Nukleoside nur in sehr geringen Mengen
vorkommen, bedarf es einer Ausarbeitung praziser Probenvorbereitungsschritte sowie einer
sensitiven Messmethode.

In diesem Protokoll wird die Extraktion von DNA durch eine optimierte Spin Column Methode
und der enzymatische Verdau der DNA beschrieben. Die Verwendung von isotopenmarkierten
Standards erlaubt eine exakte Quantifizierung mittels der Isotopenverdinnungstechnik,
welche sehr prazise und robuste Werte liefert. Da der limitierende Faktor solcher Analysen
meist die Messdauer ist, wurde eine kurze, ca. 14-minatige, UHPLC-MS/MS (Triple
Quadrupol) Massenspektrometrie-Methode entwickelt. Durch die zur Verfugung stehenden
Excel-Tabellen ist die Berechnung der Mengen der jeweiligen Modifikation im Genom mdglich.
Das in diesem Protokoll beschriebene Verfahren zur Quantifizierung ermdglicht im Vergleich
zu alternativen Methoden eine parallel, schnelle, ultrasensitive und hochreproduzierbare
Quantifizierung verschiedener Nukleoside. Inklusive Probenvorbereitung und Auswertung ist

die Quantifizierung von DNA-Modifikationen in weniger als einer Woche mdglich.
Autorenbeitrag

Eine detaillierte Auflistung der Autorenbeitrage ist im nachfolgenden Manuskript zu finden.
Lizenz

Kopie der Publikation mit Erlaubnis des Verlags
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Isotope-dilution mass spectrometry for exact
quantification of noncanonical DNA nucleosides

Franziska R. Traube®'?, Sarah Schiffers"?, Katharina lwan®"?, Stefanie Kellner', Fabio Spada’,
Markus Miiller®' and Thomas Carell ®™

DNA contains not only canonical nucleotides but also a variety of modifications of the bases. In particular, cytosine and
adenine are frequently modified. Determination of the exact quantity of these noncanonical bases can contribute to the
characterization of the state of a biological system, e.g., determination of disease or developmental processes, and is
therefore extremely important. Here, we present a workflow that includes detailed description of critical sample
preparation steps and important aspects of mass spectrometry analysis and validation. In this protocol, extraction and
digestion of DNA by an optimized spin-column and enzyme-based method are described. Isotopically labeled standards
are added in the course of DNA digestion, which allows exact quantification by isotope dilution mass spectrometry. To
overcome the major bottleneck of such analyses, we developed a short (~14-min-per-sample) ultra-HPLC (UHPLC) and
triple quadrupole mass spectrometric (QQQ-MS) method. Easy calculation of the modification abundance in the genome is
possible with the provided evaluation sheets. Compared to alternative methods, the quantification procedure presented
here allows rapid, ultrasensitive (low femtomole range) and highly reproducible quantification of different nucleosides in
parallel. Including sample preparation and evaluation, quantification of DNA modifications can be achieved in less than a
week.

Introduction

In addition to the canonical nucleotides, both DNA and RNA contain a variety of modifications of
the bases. In the DNA of vertebrates, for example, modified cytidines such as 5-methyl-2’-deox-
yeytidine (m°dC), 5-hydroxymethyl-dC (hm’dC)"?, 5-formyl-dC (fdC)** and 5-carboxy-dC
(ca®dC)*” have been discovered. It is well established that m>dC and hm>dC are particularly epi-
genetically relevant®’. The levels of hm>dC are often altered by several orders of magnitude in tumor
tissues, and this has been shown to correlate with the aggressiveness of tumors®™'". In stem cells, *dC
and ca®dC were detected at substantial levels”* and their abundance changes during differentia-
tion' ">, Both £dC"’ and ca’dC are thought to be involved in a process of active demethylation.
Whether £dC has additional distinct epigenetic functions is unclear'*'® and, for ca’dC, no such
function has yet been found. Neither f’dC nor ca’dC has yet been explored in regard to potential level
changes in response to disease states. In bacteria, two major modifications are N*-methyl-dC
(m*dC)"® and N° -methyl-2’-deoxyadenosine (m®dA)*°. The latter is a well-studied modification with
extreme importance in host defense mechanisms®'. m*dC has not been found in vertebrate DNA, and
conflicting results have been found for research into the presence of m°dA in vertebrate DNA**~°,

In addition to these noncanonical bases that are actively generated for partially unknown pur-
poses, genomic DNA (gDNA) contains modified bases that are generated as DNA lesions. In par-
ticular, oxidative DNA lesions such as 8-oxo-7,8-dihydro-deoxyguanosine (8oxodG) can easily
form”’, and, again, the levels of such base lesions can correlate with diseases”’. Measurement of
80x0dG has proven to be particularly difficult, because its amounts can easily be overestimated
because of additional oxidation during sample preparation or when bringing it into the gas phase in
the mass spectrometer (gas chromatography MS)*.

Determination of the exact amount of all noncanonical DNA nucleosides (epigenetic nucleosides
or DNA lesions) is consequently an important task and requires a fast, ultrasensitive and highly
reproducible approach.

'Center for Integrated Protein Science Munich (CiPSM), Department of Chemistry, Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, Munich, Germany.
°These authors contributed equally: Franziska R. Traube, Sarah Schiffers, Katharina lwan. *e-mail: thomas.carell@Imu.de

NATURE PROTOCOLS | www.nature.com/nprot 1


http://orcid.org/0000-0002-5691-1941
http://orcid.org/0000-0002-5691-1941
http://orcid.org/0000-0002-5691-1941
http://orcid.org/0000-0002-5691-1941
http://orcid.org/0000-0002-5691-1941
http://orcid.org/0000-0002-5223-0620
http://orcid.org/0000-0002-5223-0620
http://orcid.org/0000-0002-5223-0620
http://orcid.org/0000-0002-5223-0620
http://orcid.org/0000-0002-5223-0620
http://orcid.org/0000-0002-3579-3317
http://orcid.org/0000-0002-3579-3317
http://orcid.org/0000-0002-3579-3317
http://orcid.org/0000-0002-3579-3317
http://orcid.org/0000-0002-3579-3317
http://orcid.org/0000-0001-7898-2831
http://orcid.org/0000-0001-7898-2831
http://orcid.org/0000-0001-7898-2831
http://orcid.org/0000-0001-7898-2831
http://orcid.org/0000-0001-7898-2831
mailto:thomas.carell@lmu.de
www.nature.com/nprot
https://doi.org/10.1038/s41596-018-0094-6

PROTOCOL NATURE PROTOCOLS

. -

i) Isolate genomic DNA

J
(i) Digest to nucleosides 1] 1 " o

(iii) Spike isotope-labeled
reference compounds

o
0. 0. H HNT
A A o X
.

k@\%‘ %fiw
Wt

)

(iv) Separate via UHPLC

dcC

UV absorbance

Retention time
(v) ESI-MS/MS

lonization Precursor selection CID Fragment selection

A ha

n(natural)/n(isotopolog) Retention time Modifications
Callibration Peak integration Quantification

(vi) Evaluate

A(natural)
A(isotopolog)
Signal intensity
Amount/dN

Fig. 1| Procedure overview. General workflow for rapid DNA extraction, digestion and ultrasensitive quantification
of the obtained nucleosides via UHPLC-QQQ-MS. T, deoxythymidine.

Here, we present a detailed workflow for the quantification of noncanonical nucleosides. It
includes DNA extraction from cell culture or tissues, total enzymatic digestion of the DNA, and
ultrasensitive quantification of the obtained nucleosides via UHPLC and QQQ-MS (UHPLC-QQQ-
MS) (Fig. 1). The major advantage of UHPLC-QQQ-MS is its capability of chemically determining
the true identity of the modified nucleoside and its exact abundance in a relatively short time frame.
Furthermore, the application of the multiple reaction monitoring (MRM) mode enables simultaneous
fragmentation of different precursor ions into one or multiple fragment ions and their subsequent
detection™. The fundament of the method is the isotope dilution technique, in which stable iso-
topologs of the nucleosides of interest are added to the specimen (spiking) as internal standards. This
analytic approach results in highly reproducible parallel quantification of modified DNA nucleosides
in only ~14 min per sample and makes this method the ideal choice when sequence resolution is not
required and sufficient sample material is available.
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Development of the protocol

Quantification of very abundant DNA modifications, such as m*dC in vertebrates, has been possible
for decades without the need for ultrasensitive quantification methods®'. Owing to their abundance,
small quantification errors do not affect interpretation of the data. However, accurate quantification
of DNA nucleosides can be challenging when the modification is very rare. Contaminations at the cell
culture level or during tissue dissection are a particular problem if they go unnoticed. These con-
taminations include bacteria and fungi, which often carry DNA modifications that might be rare or
not present in mammals and can have a substantial effect on the resulting values. Therefore, the
biological material that is investigated must be carefully tested for the presence of such con-
taminations. With respect to the investigation of DNA lesions, it must be noted that lesions are also
formed during DNA isolation, for example, by releasing reactive oxygen species in the course of cell
lysis. Most problematic are unspecific oxidations and deaminations. To overcome these problems,
addition of butylated hydroxytoluene (BHT) and deferoxamine (DFOA) during isolation is essential.
BHT is a radical scavenger that prevents DNA from being oxidized, and DFOA inhibits deaminases
during the isolation process' .

The biggest challenge of exact quantification is the generation of correct calibration curves. Mass
spectrometry is a highly sensitive, but inherently not quantitative, method. The signal intensity
reflects not only the amount of a molecule of interest (MOI) in the specimen, but also its ionizability,
which is, in complex mixtures, strongly affected by other co-eluting molecules. To correlate the signal
intensity with the exact amount of the MOI, calibration curves are essential. In principle, there are
two different procedures for quantifying the amount of an MOIL One can use either external or
internal calibration. Both approaches depend on the availability of the MOI in weighable quantities
from, e.g., chemical synthesis. For external calibration, a serial dilution of the synthetic MOI is
measured before analysis of the samples. Here, it is important to use the same buffer and the same LC
column, and to perform the calibration on the same day, ideally once before the sample measurement,
once after the sample set and, in the case of many samples, once during the sample worklist. This is
important in order to counteract differences in instrument performance. The advantage of the
external method is that it requires only the pure MOI as the standard. However, it also has many
disadvantages. For best reproducibility, at least five different dilutions are measured as technical
triplicates, which increases the measurement time substantially. Although this extensive calibration
effort reduces errors from instrument performance fluctuations, it cannot overcome quantification
errors stemming from matrix effects.

Matrix effects are mainly caused by salts, solvents and other undefined components within the
sample™. Tt must be noted that a biological sample, e.g, gDNA, is much more complex than a
solution of pure, synthetically generated nucleosides and that this complexity impacts the mea-
surement. The matrix of the samples or the pressure on the column may furthermore lead to shifts in
retention time (RT) of the MOI, so that a reliable statement on identification of the MOI may be
infeasible as well. The sample matrix may also affect the signal intensity of the MOI: certain
nucleosides suffer from ion suppression, which occurs when high amounts of interfering ions are
present that may co-elute with the MOI and therefore compete for charge and space in the mass
spectrometry device’*. Taken together, it is not predictable whether a certain MOI can be reliably
quantified using external calibration. Therefore, the gold standard in MS quantification is internal
calibration, whereby a specific amount (n*) of a reference molecule is added to the sample and used as
an internal standard at all times.

Our group utilizes the isotope dilution technique, in which the reference compound is an iso-
topolog of the MOI (designated MOT*)'*****~**_ This molecule has very similar chromatographic and
fragmentation properties as compared to the MOI, and as such it elutes ideally with an identical RT.
The isotopes of choice should be Bearbon (**C) and 15ni‘[rogen (*°N), because no RT shifting is
observed with '*C/">C and "*N/'°N substitutions. By contrast, replacing hydrogen (H) atoms with
deuterium (D) atoms in the MOI* affects the physicochemical properties of the molecules*>*°. This
leads to an observable shift in RTs, and, more importantly, the acid-base properties and thus the
ionizing efficiency are affected in the MOI* as compared to the MOI.

The chosen MOT* is then used as an internal standard to reference and identify the correct peak of
the MOI in the chromatogram. As such, it is essential to achieve accurate quantification. Calibration
curves based on internal standards have the advantage that they can be used for multiple mea-
surements on different days, because they are independent of the instrument performance on a
specific occasion.
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