
Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
an der Fakultät Chemie und Pharmazie

der Ludwig-Maximilians-Universität München

Studie zu seltenen
RNA-Modifikationen

Timm Taylan Ensfelder
aus

Braunschweig, Deutschland

2020



Erklärung

Diese Dissertation wurde im Sinne von §7 der Promotionsordnung vom 28. November
2011 von Herrn Prof. Dr. Thomas Carell betreut.

Eidesstattliche Versicherung

Diese Dissertation wurde eigenständig und ohne unerlaubte Hilfe erarbeitet.

München, 12.06.2020 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Timm Taylan Ensfelder

Dissertation eingereicht am: 16.03.2020

1. Gutachter: Prof. Dr. Thomas Carell

2. Gutachterin: Dr. Stefanie Kellner

Mündliche Prüfung am: 18.05.2020



„We must strive to be more than we are [...]. It does not matter
that we will not reach our ultimate goal. The effort itself yields
its own reward“

Data



Danksagung

An dieser Stelle möchte ich mich bei den Personen bedanken, ohne die diese Arbeit nicht
möglich gewesen wäre. Zuallererst möchte ich mich bei meinem Doktorvater Prof. Dr.
Thomas Carell für all die spannenden Themen sowie die wunderbare Betreuung während
dieser Zeit sehr herzlich bedanken.

Des Weiteren bedanke ich mich bei Dr. Stefanie Kellner für die Übernahme des Korefe-
rats und allen weiteren Mitgliedern der Prüfungskommission.

Dr. Markus Müller gilt mein Dank für die zahlreichen interessanten Diskussionen während
dieser Zeit sowie für das Korrekturlesen dieser Arbeit. Ich möchte mich auch herzlich bei
Helge Ernst, Eva Korytiaková, Markus Hillmeier, Leander Runtsch und Franziska Traube
bedanken, welche diese Arbeit ebenfalls korrekturgelesen haben.

Ich bedanke mich herzlich bei meinen Laborkollegen, deren Humor und Gesellschaft die-
se Zeit zu einer unvergesslichen gemacht haben. Hier möchte ich mich insbesondere bei
Samuele Stazzoni, Eva Korytiaková, Angie Kirchner, Leander Runtsch, Franziska Traube,
Michael Stadlmeier, Dilara Özdemir danken.

Ein besonders großer Dank geht an meine Familie, sowie langjährigen Freunden die mich
durch Höhen und Tiefen begleitet haben und mir ein Fels in der Brandung sind.

Ein nicht ermessbarer Dank geht an meine Eltern.



Aus dieser Arbeit hervorgegangene Publikationen
Timm T. Ensfelder,‡ Matthias Q. Kurz,‡ Katharina Iwan,‡ Simon Geiger, Sarah Ma-
theisl, Markus Müller, Roland Beckmann, Thomas Carell∗, ALKBH5-induced demethyla-
tion of mono- and dimethylated adenosine. Chem. Commun., 2018, 54, 8591-8593, DOI:
10.1039/c8cc03980a

Peter Thumbs,‡ Timm T. Ensfelder,‡ Markus Hillmeier,‡ Mirko Wagner,‡ Matthias Heiss,
Constanze Scheel, Alexander Schön, Markus Müller, Stylianos Michalakis, Stefanie Kell-
ner, Thomas Carell∗, Synthesis of Galactosyl-Queuosine and Distribution of Hypermodi-
fied Q-Nucleosides in Mouse Tissues. Angew. Chem. Int. Ed., 2020, 54, 8591-8593, DOI:
10.1002/anie.202002295

(‡ Beitrag der Autoren zu gleichen Teilen.)



Inhaltsverzeichnis

Abstract . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . VII
Zusammenfassung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . IX

1 Einleitung 1
1.1 Ribonukleinsäure . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
1.2 Familie der N6-methyl-Adenosinderivate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3

1.2.1 N6,N6-Dimethyladenosin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
1.2.2 N6-Methyladenosin, eine mRNA-Modifikation . . . . . . . . . . . . 5

1.3 ALKBH5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
1.4 Transfer RNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
1.5 Thiomethylierte Adenosinderivate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

1.5.1 Biosynthese von 2-Methylthio-N6-isopentenyl-adenosin . . . . . . . 12
1.5.2 Biosynthese von 2-Methylthioadenosin . . . . . . . . . . . . . . . . 12

1.6 Queuosin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.6.1 Queuosin-Derivate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
1.6.2 De novo Biosynthese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
1.6.3 Queuosin in Eukaryoten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
1.6.4 Biologische Funktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

1.7 Aufgabenstellung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
1.7.1 Studie zur Substratspezifität von ALKBH5 . . . . . . . . . . . . . . 22
1.7.2 Biosyntheseweg von 2-Methylthioadenosin . . . . . . . . . . . . . . 22
1.7.3 Queuosin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

2 Ergebnisse und Publikation 25
2.1 2-Methylthioadenosin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

2.1.1 E.coli Einzelknockoutstudien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
2.1.2 E.coli Multiple Knockouts . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

2.2 Queuosin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
2.2.1 Isotopenfütterungsstudien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

V



Inhaltsverzeichnis

2.2.2 Koinjektionsstudien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
2.2.3 Enzymatische Studien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
2.2.4 Organ- und altersabhängige Queuosinlevel . . . . . . . . . . . . . . 39

2.3 Ausblick . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
2.3.1 Syntheseweg von 2-Methylthioadenosin . . . . . . . . . . . . . . . . 45
2.3.2 Queuosin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45

2.4 Publikation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

3 Material und Methoden 52
3.1 Material . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52

3.1.1 Geräteliste . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
3.1.2 Medien, Puffer und Lösungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
3.1.3 Größenstandards . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
3.1.4 Stämme und Zelllinien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57

3.2 Mikrobiologische und Zellkulturmethoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
3.2.1 Vorkulturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
3.2.2 Hauptkulturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
3.2.3 Stammerhaltung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
3.2.4 Zellkultur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58

3.3 Biochemische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59
3.3.1 Mäuse für Organstudien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59
3.3.2 RNA Isolation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
3.3.3 RNA Fällung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61
3.3.4 Agarose-Gelelektrophorese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
3.3.5 TBE-Polyacrylamid-Gelelektrophorese . . . . . . . . . . . . . . . . 62

3.4 Proteinschemische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
3.4.1 Organentnahme und -aufschluss . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
3.4.2 Abtrennen der Zelltrümmer und Dialyse . . . . . . . . . . . . . . . 63
3.4.3 Proteinreinigung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63
3.4.4 Enzym Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63
3.4.5 RNA Extraktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64

3.5 Methoden der Veröffentlichung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64

Anhang 76
Ergänzende Abbildungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
Liste der im LD-1-Stamm ausgeschalteten Gene . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78

VI



ABSTRACT

Abstract
Ribonucleic acid (RNA) is based on the four canonical nucleic acids. In the cell, those
four nucleic acids can be further functionalised. The first modification was already dis-
covered in 1957 and is today known as pseudouridin. Currently there are 163 modifica-
tions registered in the Modomics database. Beside the steadily rising number of known
RNA-modifications, we today now that some of them are not static, but that some of
them are affected by dynamic regulatory processes of the cell. One of these dynamically
regulated RNA-modifications is m6A. The methyl group, located at the N 6, of the N 6-
methyladenosine can be removed in an oxidative process by the Eraser-enzymes FTO and
ALKBH5. Beside m6A, FTO is also able to remove the methyl group of modifications
such as m6Am, m1A. Apart from m6A there are no known other substrates for ALKBH5.
This work presents data showing, that ALKBH566-292 is able, to fully demethylate the
ribosomal modification N 6,N 6-dimethyladenosine (m6

2A).
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Figure 0.1: Schematic illustration of the ms2A biosynthesis pathway based on the data
presented in this thesis.

2-Methylthioadenosine (ms2A) is a RNA-modification that, unlike m6A, is not well stud-
ied. Literature suggests, that it is present in tRNAs. In the organism Escherichia coli
(E.coli), there is beside 2-methylthio-N 6-isopentenyl-adenosine (ms2i6A), only ms2i6A,
which is thiomethylated at the C2 position. ms2i6A is synthesized by the thiomethyl-
transferase MiaB. In contrast to ms2A, it is modified with a prenyl group at the nitrogen
at position six. In this thesis it was studied, if ms2A is the product of an enzymatic re-
moval of the prenyl group. The results indicate that this is probably the case (Fig. 0.1).
The enzyme responsible for the removal of ms2i6A’s prenyl group, was not identified, but
the number of candidates was reduced to less than 99 gene products by studying E.coli
knockout strains.
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ABSTRACT

Queuosine is a long known and well-studied tRNA modification. Interestingly it can only
be synthesized by procaryotes but it is also found in eucaryotes. In the latter case, the
queuosine of the tyrosine and aspartic acid tRNA can be further modified to β-galactosyl-
and β-mannosyl-queuosine, respectively. The structure of the derivates was published in
1976, but the structure of β-mannosyl-queuosine, was falsified by Thumbs. In this thesis,
experiments with mannose-13C6 in cells show, that the queuosine in tRNAAsp is indeed
mannosyl-queuosine. Furthermore, a series of experiments where conducted with different
synthetic mannosyl-queuosin standards, which where coinjected with total RNA isolated
from mice. The series of experiments is currently not complete for a final conclusion. The
results of the already conducted experiments indicate that there is probability, that the
mannsyl-queuosine of the tRNAAsp is α-homo-allyl-mannosyl-queuosine.

While the de novo synthesis of queuosine and its derivates is thourougly studied in pro-
caryotes, that is not the case for eucaryotes. The enzyme which synthesizes α-mannosyl-
queuosine is not known. A publication from 1976 reported an enzymatic activity in rat
liver extract, which specifically mannosylated queuosine in E.coli tRNAAsp. In this thesis
I conducted experiments based upon this publication. The reported actvity, however was
not observed.

I therefore continued to invesitgate the modification levels of queuosine, mannosyl- and
galactosyl-queuosine quantitatively in mice at to different ages and in six different or-
gans. The age points were one day after birth and three months and five days after birth.
The obtained data show, that mannosyl- and galactosyl-queuosine levels change less with
age than queuosine. This strong change of queuosine seems to be correlating with the
amount of mitochondrial tRNA. In mitochondria, different to the cytosol, queuosine is
not further derivatised. All the modifications levels do differ more across organs than
over time. The levels are generally higher in the cerebrum, cerebellum and heart than in
the kidney, liver and spleen. According to literature the latter three organs have a higher
fractional protein synthesis rate. It seems likely that the Q-tRNAs in these organs are
undermodified. Lower levels of modification might be correlating with a higher fractional
protein synthesis rate.
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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung
Die Riboukleinsäure (RNA) basiert auf vier kanonischen Nukleinsäuren. Diese vier Nu-
kleinbasen können in der Zelle enzymatisch weiter funktionalisiert werden. Bereits 1957
wurde die erste RNA-Modifikation, welche heute als Pseudouridin bekannt ist, entdeckt.
Heute sind 163 Modifikationen in die Datenbank Modomics eingetragen. Neben der ste-
tig wachsenden Anzahl an bekannten RNA-Modifikationen, wissen wir heute auch, dass
diese nicht statisch sind, sondern einige von ihnen dynamischen Regulationsprozessen der
Zelle unterliegen. Eine dieser dynamisch regulierten RNA-Modifikationen ist das m6A.
Die Methylgruppe am N 6 des N 6-Methyladenosins kann durch die Eraser-Enzyme FTO
und ALKBH5 oxidativ entfernt werden. Neben m6A kann FTO aber auch die Methyl-
gruppe an Modifikationen wie dem m6Am, m1A entfernen. Bei ALKBH5 hingegen sind
über das m6A hinaus, keine weiteren Substrate bekannt. In dieser Arbeit wurde gezeigt
das ALKBH566-292 neben m6A auch die ribosomale Modifikation N 6,N 6-Dimethyladenosin
(m6

2A) vollständig demethylieren kann.
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Abbildung 0.2: Schematische Darstellung der Biosynthese von ms2A, auf Grundlage der
in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse.

2-Methylthioadenosin (ms2A) ist eine RNA-Modifikation, welche anders als m6A, bisher
nicht ausgiebig studiert wurde. Die Literatur lässt darauf schließen, dass die Verbindung in
tRNAs vorkommt. In dem Organismus Escherichia coli (E.coli), ist neben ms2A mit dem
2-Methylthio-N 6-isopentenyladenosine (ms2i6A), nur eine weitere tRNA-Modifikation be-
kannt, welche an der C2-Position thiomethyliert ist. Das ms2i6A wird durch die Thiome-
thyltransferase MiaB dargestellt und unterscheidet sich von ms2A durch eine Prenylgrup-
pe an dem exozyklischen Stickstoff an Position sechs. In dieser Arbeit wurde untersucht,
ob das ms2A das Produkt einer enzymatischen Entfernung dieser Prenylgruppe ist. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass dies wahrscheinlich der Fall ist (Abb. 0.2). Das En-
zym, welches die Prenylgruppe des ms2i6A entfernen kann, wurde in dieser Arbeit nicht
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ZUSAMMENFASSUNG

gefunden. Allerdings konnte die Liste infrage kommender Genprodukte, durch die Unter-
suchung von E.coli Knockoutstämmen, auf unter 99 reduziert werden.

Queuosin ist eine lang bekannte und gut studierte tRNA-Modifikation. Interessanterweise
kann sie ausschließlich von Prokaryoten dargestellt werden, kommt aber auch in Eukaryo-
ten vor. In letzteren kann das Queuosin der Tyrosin- und Asparaginsäure-tRNA weiter
zu β-Galaktosyl- bzw. β-Mannosylqueuosin derivatisiert werden. Die Strukturen beider
Derivate wurde 1976 veröffentlicht, jedoch wurde die Struktur des β-Mannosylqueuosins
von Thumbs falsifiziert. In der hier vorliegenden Arbeit konnte in Zellexperimenten, über
Mannose-13C6 gezeigt werden, dass es sich bei dem Queuosinderivat in der tRNAAsp

tatsächlich um Mannosylqueuosin handelt. Infolgedessen wurden Koinjektionsversuche
durchgeführt, bei denen verschiedene synthetische Mannosylqueuosinstandards zusammen
mit Gesamt-RNA aus Maus auf ein Massenspektrometer injiziert wurden. Die Versuchs-
reihen waren zum Zeitpunkt dieser Arbeit nicht vollständig abgeschlossen. Die in dieser
Arbeit vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass es sich bei dem Mannosylqueuosin in der
tRNAAsp wahrscheinlich um α-Homo-allyl-mannosylqueuosin handelt.

Während die de novo Synthese von Queuosin und seinen Derivaten in Prokaryoten voll-
ständig aufgeklärt ist, ist dies in Eukaryoten nicht der Fall. So ist das Enzym, welches
α-Mannosylqueuosin darstellt, nicht bekannt. In einer Veröffentlichung von 1976 wurde
von einer enzymatischen Aktivität in Rattenleberextrakt berichtet, welche spezifisch das
Queuosin der E.coli tRNAAsp mannosylieren kann. In der hier vorliegenden Arbeit wurde
ein Experiment auf der Grundlage dieser Veröffentlichung durchgeführt. Jedoch konnte
die enzymatische Aktivität in diesen Experimenten nicht beobachtet werden.

In dieser Arbeit wurden die Queuosin-, Mannosylqueuosin- und Galaktosylqueuosin-Level
zum ersten Mal in sechs verschiedenen Mäuseorganen zu zwei verschiedenen Alterszeit-
punkten quantifiziert. Die Alterszeitpunkte sind ein Tag nach der Geburt und drei Monate
und fünf Tage nach der Geburt. Hier hat sich gezeigt, dass die Level des Mannosyl- und
Galaktosylqueuosins sich mit dem Alter moderater verändern als die des Queuosins. Die-
ser stärkere Anstieg des Queuosins scheint dabei mit dem Anteil an mitochondrialer tRNA
zusammenzuhängen. In Mitochondrien wird das Queuosin, anders als im Zytosol, nicht
weiter derivatisiert. Bei allen drei Modifikationen hat sich allerdings gezeigt, dass der
Unterschied zwischen Organen größer ist als die Veränderung über das Alter hinweg. So
sind die Level in Groß-, Kleinhirn und Herz in der Tendenz höher als in der Niere, Leber
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ZUSAMMENFASSUNG

und Milz. Die Literatur zeigt, dass die letzten drei Organe eine höhere Proteinsynthe-
serate haben. Daraus ergibt sich die Vermutung, dass die Q-tRNAs in diesen Organen
untermodifziert sind. Der Modifikationsgrad dieser tRNAs scheint mit einer höheren Pro-
teinsyntheserate tendenziell abzunehmen.
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1 Einleitung

1.1 Ribonukleinsäure
1970 publizierte Crick die finalisierte Version des zentralen Dogmas der molekularen Bio-
logie,1 dessen Kernaussage auch heute gültig ist. Es besagt, dass Desoxyribonukleinsäure
(DNA) in Ribonukleinsäure (RNA) transkribiert wird, welche wiederum als Vorlage für
die Translation von Proteinen dient. In diesem Dogma spielt die RNA eine zentrale Rol-
le. Sie transportiert die genetische Information in Form der messenger RNA (mRNA),2,3

welche dann zusammen mit der transfer-4–6 und ribosomalen RNA in dem katalytischen
Prozess der Proteinbiosynthese teilnimmt.7 Die RNA basiert auf den vier kanonischen
Basen Adenin (A), Uracil (U), Cytosin (C) und Guanin (G) und einem Ribose-Phosphat-
Rückgrat. Sie unterscheidet sich von der DNA in der Verwendung von Uracil statt Thymin
(T) und Ribose statt Desoxyribose (Abb. 1.1 A). Darüber hinaus kann dieses Set an ka-
nonischen Basen durch Veränderung des Purin-, Pyrimidin- oder Ribosegerüsts erweitert
werden (Abb. 1.1 B und C). Diese Erweiterung des Sets ist notwendig, um RNAs an
ihre jeweilige funktionale Aufgabe besser anzupassen. Die erste RNA-Modifikation wurde
1957 zunächst als fifth Base bezeichnet,8 bevor sie mit Pseudouridin (Ψ) einen eindeutigen
Namen erhielt.9,10 Aktuell sind 163 verschiedene RNA-Modifikationen bekannt.11 Diese
dienen als Marker für Proteine, verändern die Basenpaarungseigenschaften und beeinflus-
sen oder stabilisieren die räumliche Struktur eines RNA-Strangs.12 Letztere Eigenschaften
sind besonders wichtig für funktionelle RNA, wie der tRNA und rRNA, welche den größ-
ten Anteil an der RNA in einer Zelle haben.13,14 Die Abundanz der ribosomalen RNA, in
der Zelle, ist insgesamt am höchsten und wird deshalb im folgenden genauer erläutert.13,14

Das eukaryotische Ribosom ist ein Verbund aus Proteinen und RNA. Es besteht aus
einer kleinen (40S) und einer großen Untereinheit (60S). Die große Untereinheit beher-
bergt zwei (5.8S und 28S) und die kleine eine ribosomale RNA (18S).15 Etwa 2 % der
rRNA sind modifiziert.16,17 Der größte Anteil sind 2’-O-Methylierungen aller kanonischen
Basen (Nm) und Pseudouridine. Beide lassen sich im menschlichen Ribosom jeweils unge-
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1.1. RIBONUKLEINSÄURE
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Abbildung 1.1: A Die fünf Basen leiten sich jeweils von dem Purin- bzw. Pyrimidin-
gerüst ab. B Nummerierungsschema von RNA-Modifikationen. Neben der Base selbst
kann auch die Hydroxylgruppe an der zweiten Position der Ribose methyliert werden.
C Rechts: 6-Methyladenosin (m6A), als ein Beispiel für eine einfache Purinmodifikation.
Links: 5-Carboxymethylaminomethyl- 2’-O-methyluridine (ncm5Um) als ein Beispiel für
eine komplexe Pyrimidinmodifikation (Hypermodifikation).

fähr 95 Mal finden.16 Weitere 10 Modifikationen kommen über Methylierungen des Purin-
oder Pyrimidingerüsts hinzu.18 Die Modifizierungen werden auf zwei verschiedenen Wegen
eingeführt. Entweder über Enzyme, die direkt an die jeweilige Region binden und modi-
fizieren19–21 oder über einen Verbund aus Protein und einer kleinen nukleolären RNA
(snoRNA small nucleolar RNA). Dieser Verbund wird snRNPs (small nuclear ribonucleo-
proteins) genannt. Bei den snRNPs führt die RNA das Enzym über die Basenpaarung an
die richtige Stelle.17 Es wird angenommen, dass einige dieser Enzyme als eine Art Quali-
tätsmarker dienen, da ihr Fehlen unter Umständen letale Folgen hat.22,23 Die meisten der
ribosomalen Modifikationen haben vermutlich eine strukturstabilisierende Wirkung.12,17

Diese stabilisierenden Effekte können über verschiedene Wege erreicht werden. Methylie-
rungen können Wasserstoffbrückenbindungen unterbinden24 oder eine Interaktionsfläche
für Van-der-Waals-Wechselwirkungen bieten.12,17 Pseudouridin kann gegenüber Uridin
eine weitere Wasserstoffbrückenbindung bilden25 Diese Base trägt dadurch ebenfalls zur
Stabilisierung der Sekundärstruktur bei.17
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1.2. FAMILIE DER N6-METHYL-ADENOSINDERIVATE

1.2 Familie der N6-methyl-Adenosinderivate

1.2.1 N6,N6-Dimethyladenosin

Vorkommen

Eine besondere Modifikation welche für die Sekundärstruktur des Ribosoms von Relevanz
ist, ist das N6,N6-Dimethyladenosin (m6

2A).24 m6
2A ist ein zweifach methyliertes Adeno-

sinderivat, welches ausschließlich in der kleinen ribosomalen Untereinheit vorkommt.11,26

Zwei aufeinander folgende m6
2A, werden während des ribosomalen Maturierungsprozesses

durch DIMT1 (Dimethyladenosine transferase 1 ; vormals DIMT1L) in die Helix 45 (h45)
der 18S rRNA eingeführt.23 Die Dimethyltransferase ist in allen drei Domänen des Lebens
konserviert und war vermutlich ein Teil von LUCA (englisch Last Universal Common An-
cestor).27 Der Sequenzkontext von m6

2A ist in einem starken Maß konserviert und zeigt
nur eine geringe Varianz.26,28–30 In Menschen sind das die Adenosine an der Position 1850
und 1851.26

Biosynthese und biologische Funktion

Zorbas hat in einer Veröffentlichung von 2015 gezeigt, dass DIMT1 stark in den Ma-
turierungsprozess des humanen Ribosoms involviert ist. Die zweifache Methylierung der
beiden Adenosin-Basen findet in humanen Zellen bereits im Nukleus statt. Das Fehlen
des Enzyms führt zu der Akkumulation verschiedener Vorläufer rRNAs. Bei der Expressi-
on einer katalytisch inaktiven Mutante des Enzyms konnte diese Akkumulation hingegen
nicht beobachtet werden.23 In Saccharomyces cerevisiae ist das Fehlen von DIM1 sogar
letal.22 Es wurde jedoch gezeigt, dass es das Fehlen der Dimethyltransferase ist, welches
letale Folgen hat und nicht das der Modifikation selbst.31 Dennoch zeigt die Kristallstruk-
tur der ribosomalen 30S Untereinheit von Thermus thermophilus, dass die Abwesenheit
der Methylierungen eine veränderte räumliche Struktur der rRNA zur Folge hat. Mit den
beiden m6

2A kommt es zu Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Helixes 44 und 45.
Ohne sie kommt es jedoch zu Wasserstoffbrückenbindungen innerhalb der Helix 45. Die
Veränderung des Wasserstoffbrückenbindungsnetzwerkes führt zu einer veränderten Posi-
tion von A1492, A1493 und C1054, drei Nukleobasen, die direkt an dem Dekodierungsprozess
beteiligt sind.24 Über die Einführung der zwei methylierten Adenosinderivate wird also ein
komplexes Netzwerk von Wasserstoffbrückenbindungen reguliert, welches einen direkten
Einfluss auf die Translation selbst hat.
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Abbildung 1.2: Darstellung der humanen kleinen ribosomalen Untereinheit (PDB:
6QZP). Die Helix 44 ist in Altrosa und die Helix 45 in Grün dargestellt. A Ansicht
von oben. Auf der linken Abbildung sind A1850, A1851 dargestellt. Die Information für die
Abbildung wurden teilweise der Veröffentlichung von Zorbas entnommen.23 B Seitliche
Ansicht. Des Weiteren sind A1824, A1825 und C1331 dargestellt. Sie entsprechen A1492, A1493
und C1054 in den PDB-Einträgen (1J5E, 3OTO) aus der Publikation von Demicri.24 Eine
Referenzabbildung befindet sich im Anhang. C Struktur von N6,N6-Dimethyladenosin.
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1.2.2 N6-Methyladenosin, eine mRNA-Modifikation

Im Laufe dieses Jahrzehnts sind Modifikationen in der mRNA zunehmend in den Fo-
kus gerückt. Zu dieser Gruppe modifizierter Nukleoside gehören unter anderem das m5C,
m1A, Pseudouridin, 2’-OH methylierte Derviate aller Basen, sowie das m6A.32–34 m6A
wurde bereits 1974 in mRNA nachgewiesen und ist in dieser sehr abundant.35 Eine weite-
re Studie konnte zeigen, dass die Mehrheit der analysierten mRNAs mehr als ein m6A pro
Transkript tragen.36 Darüber hinaus wurde eine Konsensussequenz RRACH (R=A/G,
H=U/A/C) identifiziert und gezeigt, dass m6A verstärkt im 3’-UTR Bereich in der Nähe
des Stoppkodons vorkommt.36,37 m6A beeinflusst die Stabilität der mRNA,38–42 deren Ex-
port aus dem Nukleus,43,44 die Translation38,45–48 sowie die Prozessierung (splicing)49–57

der Transkripte. An der Regulation der RNA-Modifikation selbst, sind drei Enzymklas-
sen beteiligt. Writer führen die Modifikation ein, Reader erkennen diese und Eraser kön-
nen die chemische Veränderung wieder rückgängig machen.58 Zunächst konnte METTL3,
ein SAM-abhängiges Enzym, identifiziert werden, welches Adenosin zu m6A methylie-
ren kann.59,60 Der vollständige Writer-Komplex wurde erstmals 1994 charakterisiert. Bei
diesen Studien konnte gezeigt werden, dass er eine anzunehmende Größe von 1105 kDa
hat.61 Neben METTL3 (Methyltransferase-like protein 3 ; auch MT-A70 genannt)62 sind
heute ein Vielzahl weiterer Komponenten des Writer-Komplexes bekannt,40,49,63–73 deren
Funktion zum Teil nicht vollständig nachvollzogen ist.74,75 Die Reader von m6A gehören
größtenteils zur YTH-Familie.38,39,41,44,46,48,52

Mit FTO (Fat mass and obesity-associated protein) wurde 2011 das erste Eraser-Enzym
gefunden, welches N6-Methyladenosin (m6A) zu Adenosin demethyliert.76 Eine Veröffent-
lichung von Mauer zeigt jedoch, dass FTO in-vitro m6Am mit einer wesentlich höheren
katalytischen Effizienz demethyliert.77 Zwei neuere Studien zeigen, dass FTO sowohl m6A
als auch m6Am in mRNA effizient demethyliert.78,79 FTO zeigt generell ein breiteres Sub-
stratspektrum und kann neben m6Am und m6A auch m1A in tRNA demethylieren.78 Es
kann auch m3T (in ssDNA) und m3U (in ssRNA) demethylieren, dies aber nur mit einer
geringen katalytischen Effizienz.80–82
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1.3 ALKBH5
2013 wurde mit ALKBH5 ein zweiter Eraser für m6A gefunden.43 Im Gegensatz zu FTO,
akzeptiert ALKBH5 ausschließlich m6A als Substrat. Das Fehlen von ALKBH5 führt zu
einer Beeinträchtigung der Fruchtbarkeit bei Mäusen.43 Der Namensgeber von ALKBH5,
ist das prokaryotische DNA-Reparaturenzym AlkB (Alkylated DNA repair protein) aus
E.coli.83,84 Anders als es der Name vermuten lässt, akzeptiert AlkB sowohl DNA- als
auch RNA-Substrate.85 Sowohl FTO als auch ALKBH5 gehören zu der AlkB-Gruppe,80,86

eine Untergruppe der Fe(II)/ α-Ketoglutarat (αKG) abhängigen Dioxygenasen, welche
überwiegend Nukleobasen als Substrate haben.43,76,83–85,87–91 In Eukaryoten zählen zu der
AlkB-Gruppe das FTO und die AlkB Homologe 1-8.80,85,86,92 Die Funktion von ALKBH6
ist nicht bekannt.93 Eine Kristallstruktur von ALKBH7 lässt vermuten, dass es keine
Nukleobase als Substrat hat.90 ALKBH4 demetyhliert das Lysin (K78Me1) in Actin und
hat somit ebenfalls keine Nukleobase als Substrat.88

Struktur und katalytischer Mechanismus Fe(II)/αKG abhängiger Dioxygenasen

Ein gemeinsames Merkmal aller Fe(II)/αKG abhängigen Dioxygenasen ist die DSBH-
Faltung.94 Eine Sequenz von acht aufeinander folgenden antiparallelen β-Faltblättern,94

welche über Schleifen verbunden sind.95,96 Die DSBH-Faltung bildet eine deformierte,
sich zu einer Seite verjüngende Fassstruktur, welche das Grundgerüst für die katalytische
Tasche bildet.95,96 Ein weiteres charakteristisches Merkmal dieser Enzymgruppe ist das
HXD/E...H-Motiv, eine katalytische Triade, die das für die Reaktion notwendige Eisen(II)
koordiniert.95,96 Diese Triade wird bei humanem ALKBH5 durch His204,Asp206 und His266
gebildet.97,98 Im substrat- und kofaktorfreien Zustand, sind an dem Fe(II) drei Wasser-
moleküle gebunden (Abb.1.3 1). Durch die Bindung des Kofaktors werden zwei von ihnen
verdrängt (Abb.1.3 2). Die Bindung des Substrats verdrängt auch das dritte Wassermole-
kül (Abb.1.3 3), wodurch unter der Bildung von Fe(III) molekularer Sauerstoff gebunden
werden kann (Abb.1.3 4). Infolgedessen kommt es zu einer Umlagerungsreaktion wobei
das α-Ketoglutarat decarboxyliert wird und sich ein Oxoferrylintermediat bildet (Abb.1.3
5 und 6). Danach kommt es zunächst zu einer radikalischen Aktivierung des Substrats
gefolgt von einer Hydroxylierung (Abb.1.3 7). Anschließend kann das Produkt freigesetzt
werden (Abb.1.3 8).94
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Abbildung 1.3: Generelles Reaktionsschema einer Fe(II)/αKG abhängigen Dioxygenase.

Während der Demethylierung von m6A durch FTO können die hm6A und f6A beobachtet
werden. Diese haben unter physiologischen Bedingungen eine Halbwertszeit etwa von drei
Stunden. f6A wird durch eine erneute Oxidation von hm6A erzeugt.99 Gleiches konnte für
ALKBH5 nicht gezeigt werden und es wird angenommen, dass ALKBH5 die Demethylie-
rung vollständig katalysiert.82,100

Substrat- und α-KG-Erkennung bei ALKBH5

Die aktive Tasche der AlkB-Familie weist konservierte Reste auf, die sich auch bei ALKBH5
erkennen lassen. Das αKG, welches tief in der Tasche liegt wird von Tyr195, Arg277 und
Asn193 gebunden. Tyr195 und Arg277, binden das C5-Ende des αKGs und Asn193 und
Arg283 das C1-Ende.97,98
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Abbildung 1.4: Darstellung der aktiven Taschen von ALKBH5 und FTO. Die Triade
und das Mangan(II) sind in Rosa und Violett dargestellt. Das Mangan(II) ist ein Kristal-
lisationsersatz für Eisen(II). Das m6A und die mit ihm wechselwirkenden Aminosäuren
sind in grün. Das α-Ketoglutarat und die mit ihm wechselwirkenden Aminosäuren sind
blau dargestellt. Links: Aktive Tasche von ALKBH5 mit α-Ketoglutarat (PDB: 4NRO).
Rechts: Aktive Tasche von FTO mit m6A und N-Oxalylglycin (PDB: 5ZMD).

Die Substraterkennung erfordert spezifische Reste. Doch auch hier gibt es Merkmale, die
einige oder alle AlkB-Mitglieder teilen. Ein Element, das alle gemeinsam haben, ist ein
saurer Rest in der Nähe der Substratdomäne.98 In einer Studie von 2019 konnte Zhang
eine Mutante von FTO, die auch dsDNA bindet, mit m6A-DNA kristallisieren. Anhand
dieser Struktur lässt sich erkennen, dass Glu234 eine Wasserstoffbrückenbindung mit dem
N6 des m6As ausbildet und stabilisiert.79 In ALKBH5 lässt sich dieser saure Rest (hier
Glu153) auch finden.98 Eine ALKBH5-Glu153Gly-Mutante hat jedoch keine Aktivitäts-
minderung beobachten lassen.97 In FTO führt eine Mutation (Glu234Ala) dieser Position
hingegen zu einer erhöhten Demethylierungsaktivität gegenüber m6A, aber auch zu einer
wesentlich höheren Aktivität gegenüber m3T. Darüber hinaus bindet FTO m6A über ei-
ne Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem N1 und Arg96.79 ALKBH5 besitzt an dieser
Position ebenfalls einen basischen Rest (Lys132).98,100 Eine Mutation des Lysins1 zu Argi-
nin in Zebrafisch ALKBH5, führt zu einem fast vollständigen Aktivitätsverlust .100 AlkB,
ALKBH2, FTO und ALKBH5 teilen ein konserviertes YXY/F-Motiv. Die dritte Positi-
on dieses Motivs stabilisiert das Substrat durch π-π-Wechselwirkungen.97,98 In ALKBH5

1In dieser Studie Lys100 in Zebrafisch ALKBH5, äquivalent zu Lys132 in humanem ALKBH5
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1.4. TRANSFER RNA

wird dies vermutlich durch Tyr139 erreicht.97

1.4 Transfer RNA
tRNAs sind mit einer durchschnittlichen Modifikationsrate von 10-15 % die am stärksten
modifizierte RNA-Spezies.101 Gleichzeitig weisen sie auch die größte Diversität an Modi-
fikationen auf.102 Interessanterweise scheinen einige tRNA-Modifikation, unter ihnen vor
allem Methylierungen, einer gewissen Dynamik zu unterliegen. Brandmayr hat gezeigt,
dass der Modifizierungsgrad einer tRNA vom jeweiligen Organ abhängt. Dies könnte ei-
ne Anpassung an die gewebespezifische Translation sein.103 Eine Studie mit HEK293T-
Zellen (Human Embryonic Kidney 293T ) hat gezeigt, dass manche Positionen nicht voll-
ständig methyliert sind. Clark vermutet, dass der Grad der Methylierung dynamisch ist
und vom jeweiligen Zelltyp und Zellzyklus abhängen könnte.104 Untersuchungen mit He-
fe zeigen, dass sich der Grad einiger Modifikationen unter oxidativen Stressbedingungen
verändert.105,106 Liu hat gezeigt, dass ALKBH1 in der Lage ist, m1A in tRNAs zu de-
methylieren.87 Wenn ALKBH1 ausgeschaltet ist, steigt der m1A-Modifikationsgrad der
mitochondrialen tRNAArg,Lys.107

Die tRNAs sind 76 – 93 Nukleotide (nt) lang108,110 und bestehen aus fünf verschiedenen
Regionen. Dem Akzeptorstamm, dem D- und TΨC-Stamm, der variablen Schleife, sowie
dem Antikodonstamm. Die variable Schleife ist nicht bei allen tRNAs vorhanden. Der
Akzeptorstamm beinhaltet die CCA-Sequenz über welche die tRNA mit der jeweiligen
Aminosäure beladen wird.108,110 Der Einfachheit halber wird der Antikodonstamm in die-
ser Arbeit weiter unterteilt. Der untere Teil des Antikodonstamm bildet eine Schleife und
wird in dieser Arbeit als Antikodonschleife bezeichnet. Der gesamte Antikodonstamm be-
steht aus 17 nt, von denen sieben die Antikodonschleife (Positionen 32 bis 39) bilden.30

Innerhalb der tRNA ist die Häufigkeit sowie die Diversität von Modifikationen nicht uni-
form verteilt. Die Positionen 34 und 37 weisen mit Abstand die größte Diversität an Mo-
difikationen auf.102 Die Auswirkungen der Modifikationen an Position 34 sind vielfältig
und sehr tRNA spezifisch. Es ist die erste Stelle des drei Basen umfassenden Antikodons,
welche mit der letzten Position des Kodontripletts interagiert. Nach einer von Crick aufge-
stellten Theorie sind an dieser Stelle auch Nicht-Watson-Crick-Basenpaarungen (Wobble-
Basenpaarung) möglich.111 Dadurch ist es möglich 61 verschiedene Kodons mit weni-
ger tRNAs zu dekodieren.112 Der Komplexitätsgrad einer Modifikation, an dieser Stelle,
reicht von einfachen Methylierungen der Base, bis hin zu hypermodifizierten Basen wie
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Abbildung 1.5: Links: Die generalisierte Sekundärstruktur der tRNA. Rechts: Eine
schematische Darstellung der tRNA Tertiärstruktur. Beide Abbildungen wurden basierend
auf Abbildungen in der Literatur erstellt.108,109

dem Queuosin.101,113 Eine Modifikation an Position 34 kann die Anzahl der ablesbaren
Kodons beschränken oder erweitern.102 Die Base Uridin ist ein gutes Beispiel, wie über
die Modifikation der Base selbst, aber auch durch Modifikationen in unmittelbarer Nä-
he, die Spezifität einer tRNA reguliert werden kann. Die Leucin tRNAs von E.coli und
S.cerevisiae sind mit cmnm5Um34 bzw. ncm5Um34 modifiziert. Diese schränken die Flexi-
bilität der Position 34 ein.114,115 Die modifizierte tRNALeu in E.coli kann dadurch nur die
beiden Leucin-Kodons UUA und UUG dekodieren, nicht aber die Phenylalanin-Kodons
UUU und UUC.114 Die tRNALeu von S.cerevisiae kann sogar nur noch das Leucin-Kodon
UUA lesen.115 Einige tRNAs mit einem unmodifizierten Uridin34 können alle vier Basen
an der dritten Stelle des jeweiligen Kodons entschlüsseln.116,117 Dadurch werden weniger
tRNA-Isoakzeptoren benötigt, um alle Kodons zu lesen, was jedoch zu Lasten der Trans-
lationseffizienz geht.116

Die Position 37 ist eine semi-invariante Stelle an der ausschließlich Purin-Basen vorkom-
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1.5. THIOMETHYLIERTE ADENOSINDERIVATE

men welche häufig modifiziert sind. Diese Veränderungen des Puringerüsts können mit-
unter so weiterreichend sein, dass sie als Hypermodifikation bezeichnet werden.101,102,110

Modifikationen, die neben anderen an der Position 37 vorkommen, sind das Wybutosin,
ms2i6A und t6A. Ersteres ist ein Guanosin- und letztere Adeninderivate.11,118–126 Modi-
fikationen an dieser Position unterbinden beispielsweise Interaktionen zwischen den sich
gegenüberliegenden N33 und N37, wodurch die Schleife nicht verjüngt wird, sondern die für
tRNAs typische U-Wende annimmt.30,127–130 Des Weiteren können sie durch zusätzliche
Basenstapelungseffekte mit der ersten Base des Kodontripletts die Kodon-Antikodon-
Interaktion stabilisieren.127,128

1.5 Thiomethylierte Adenosinderivate
Eine für die tRNA wichtige Gruppe der RNA-Modifikation, ist die der thiomethylierten
Adenosine (Abb. 1.6).11,118,119,131–133 In der tRNA kommen sie ausschließlich an der Po-
sition 37 vor.11,126 2-Methylthioadenosin (ms2A) wurde in tRNA nachgewiesen, jedoch
ohne weitere Hinweise auf die genaue Position.131,134
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Abbildung 1.6: Gruppe der ms2A-Modifikationen.

Die Gruppe der thiomethylierten Adenosine sind alle an der zweiten Position Thiomethy-
liert und bis auf ms2A, am exozyklischen Stickstoffatom an Position sechs zusätzlich deri-
vatisiert. Zunächst wurde ms2A ausschließlich in Prokaryoten nachgewiesen.131,134 Kellner
hat 2014 gezeigt, dass die Modifikation auch im Schwein und im Menschen vorkommt.135
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ms2i6A ist in Eukaryoten auf mitochondirale tRNAs beschränkt.126,136 Somit sind alle
Mitglieder dieser Gruppe, bis auf ms2io6A133,137 und ms2hn6A,132 sowohl in Pro- als auch
Eukaryoten zu finden.126,138,139

1.5.1 Biosynthese von 2-Methylthio-N6-isopentenyl-adenosin

Bei der Darstellung von ms2i6A, wird zunächst i6A aus Adenosin gebildet. Die Isopentenyl-
gruppe wird durch MiaA (Methylthio-isopentenyladenosine synthesis enzyme A) übertra-
gen, als Kosubstrat für diese Reaktion dient das Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP).140,141

In dem darauffolgenden Schritt wird i6A durch das MiaB (Methylthio-isopentenyladenosine
synthesis enzyme B) an der zweiten Position thiomethyliert. Bei MiaB handelt es sich um
ein Radikal-SAM-Enzym, welches über zwei [4Fe-4S]-Cluster verfügt.139,142–145 Die huma-
nen Analoga zu MiaA und MiaB sind Trit1 (tRNA isopentenyltransferase 1, in der Publi-
kation IPT)146 und CDK5RAP1 (CDK5 regulatory subunit-associated protein 1 ).137,147,148

1.5.2 Biosynthese von 2-Methylthioadenosin
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Abbildung 1.7: Möglicher Syntheseweg von ms2A. Oben: Indirekter Weg über i6A und
ms2i6A. Unten: Direkter Weg aus Adenosin.

Die Biosynthese von ms2A ist nicht untersucht. Prinzipiell ist eine direkte Darstellung aus
Adenosin oder ein indirekter Weg über ein anderes thiomethyliertes Derivat denkbar.149

E.coli verfügt lediglich über ms2i6A, wodurch die in Abb. 1.7 dargestellten Wege in Fra-
ge kommen.11,138 Pierrel konnte beobachten, dass ohne MiaA weder i6A noch, ms2i6A
vorhanden sind.139 Jedoch wurde nicht untersucht, ob ms2A zu sehen ist. Vold war in
der Lage, ms2A sowohl in einem Wildtyp E.coli, als auch in einem MiaA (in dieser Stu-
die als trpX bezeichnet) defizienten Stamm nachzuweisen.131 Allerdings lag der gemessene
Durchschnittswert im defizienten Stamm bei 0,042 und die Standardabweichung bei 0,052,
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sodass das Vorhandensein in diesem Stamm in Frage gestellt werden sollte. Anton berich-
tet, dass ohne MiaA kein ms2A vorhanden ist.150 Jedoch macht er nicht klar, ob diese
Beobachtung aus dieser Veröffentlichung hervorgeht oder aus anderen Studien, weshalb
diese Aussage skeptisch zu betrachten ist. Der Ursprung von ms2A wird also bis heute
kontrovers diskutiert und ist nicht untersucht. In einer 1975 veröffentlichten Studie von
McLennan konnte eine enzymatische Aktivität beobachtet werden, welche in der Lage ist,
die Isopentenylgruppe des in tRNA eingebauten i6As zu entfernen. Diese Aktivität wurde
in einem Extrakt aus Rinderleber beobachtet,151 doch das Enzym konnte bis heute nicht
identifiziert werden. Jedoch zeigt die beobachte enzymatische Aktivität am i6A, dass eine
Entfernung der Prenylgruppe am ms2i6A prinzipiell denkbar wäre.

1.6 Queuosin
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Abbildung 1.8: Struktur von Queuosin.

Queuosin (Q) gehört mit seiner stark modifizierten Struktur, welche auf der kanonischen
Base Guanin basiert, ebenfalls zu der Gruppe der Hypermodifikationen.101 Es kommt
ausschließlich an der Wobble Position (34) von tRNAs mit einem GUN-Antikodon vor.113

Zu dieser Gruppe gehören die tRNAs, welche Asparagin (Asn), Asparaginsäure (Asp),
Histidin (His) und Tyrosin (Tyr) dekodieren.113 Queuosin kommt sowohl in den meisten
Prokaryoten als auch Eukaryoten vor.103,126,152–154 Bemerkenswerterweise kann es jedoch
nur von ersteren de novo synthetisiert werden.155,156 Eukaryoten sind darauf angewie-
sen die Base über ihre Nahrung156,157 und das Mikrobiom155 aufzunehmen, weshalb man
Queuosin als Vitamin betrachten kann.158

Nach der Entdeckung von Queuosin 1968 und 1969 in E.coli,113,159–161 konnte die Struktur
1975 aufgeklärt werden (Abb. 1.8).162 Bei Queuosin handelt es sich um ein 7-Deazagua-
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1.6. QUEUOSIN

nosinderivat, welches über eine Aminomethylgruppe an der C7-Position mit einem Cyclo-
pentendioldervivat verbunden ist.

1.6.1 Queuosin-Derivate
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Abbildung 1.9: Struktur der Queuosinderivate.

Queuosin kann im Organismus weiter modifiziert werden. Bisher sind vier Queuosin-
derivate in der Literatur beschrieben. Während β-Galaktosyl- (galQ) und Mannosyl-
Queuosin (manQ) ausschließlich eukaryotische Modifikationen sind,152,163 wurden das
Epoxy-Queuosin (oQ) und Glutamyl-Queuosin (gluQ) bisher nur in Prokaryoten beschrie-
ben.164,165 Die Derivate sind, genau wie Queuosin, strikt an eine definierte tRNA gebun-
den. Das oQ wurde durch Phillipson in der tRNATyr von E.coli beschrieben.164 Es ist
der direkte Vorläufer des Qs in der de novo Synthese.166,167 Mannosyl- und Glutamyl-
Queuosin kommen ausschließlich in der tRNAAsp vor, während β-Galaktosylqueuosin nur
in der tRNATyr zu finden ist.152,163,168 Die Derivatisierung des Queuosins kann über ei-
ne der beiden Hydroxygruppen im Cyclopentendiolderivat stattfinden. In E.coli wird das
Queuosin mit einem Glutamylrest verestert. Welche der beiden Hydroxygruppen in die-
ser Reaktion verestert wird, ist jedoch nicht bekannt. Die Modifikation wurde erstmals
2004 durch Salazar beschrieben. Die späte Entdeckung mag auch dem Fakt geschuldet
sein, dass die Veresterung alkalilabil ist,165 sodass die Bindung bei der Isolation schnell
gespalten werden kann.

Bei der Glykosylierung von Queuosin mit Mannose und Galaktose in Eurkaryoten gibt
es theoretisch ebenfalls die Möglichkeit entweder die homoallylische oder die allylische
Hydroxygruppe zu glykosylieren. Darüber hinaus können die Hexosen über eine α- oder
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β-glykosidische Bindung mit Queuosin verknüpft werden, wodurch sich vier Möglichkeiten
für jedes Monosaccharid ergeben. Kasai hat in einer Veröffentlichung von 1976 postuliert,
dass sowohl die Galaktose als auch die Mannose über eine β-glykosidische Bindung mit der
homoallylischen Hydroxygruppe des Queuosins verknüpft sein müssen.163 Diese Struktu-
ren konnten in der Dissertation von Thumbs nur für das β-Galaktosyl-Queuosin bestätigt
werden. Die Struktur von β-Mannosyl-Queuosin wurde hingegen von ihm falsifiziert.169

Ott beschreibt ein weiteres Queuosin-Derviat (Qn) in der tRNAAsp von Dictyostelium
discoideum. Der Ankündigung, dass es ein Folgeveröffentlichung geben würde, welches die
Identität von Qn aufklärt, ist jedoch keine Publikation gefolgt. Somit ist nicht klar, ob
es sich tatsächlich um ein neues Queuosin-Derivat handelt, oder möglicherweise doch um
manQ.170

1.6.2 De novo Biosynthese

Seit der Entdeckung von QueG 2011 sind alle Enzyme des Biosynthese-Wegs von Queuosin
bekannt.166 In einem achtstufigen Prozess wird Guanosintriphosphat (GTP) zu Queuosin
umgewandelt und während dessen in die jeweilige tRNA eingebaut.

Im ersten Schritt wird das GTP von der GTP-Cyclohydrolase I zu Dihydroneopter-
intriphosphat (H2NTP) umgesetzt.172 H2NTP ist nicht nur das Edukt für die weitere
Queuosin-Synthese, sondern auch für den Folat-, sowie den Biopterin-Stoffwechsel.172

Durch drei weitere enzymatische Schritte wird das H2NTP zu PreQ0 metabolisiert,173–175

einem gemeinsamen Vorläufermolekül für die Archaeosin-Synthese in Archaea.176 Durch
eine NADPH-abhängige Reduktion wird die Nitrilgruppe des PreQ0 zum Amin redu-
ziert.173,177 Das daraus hervorgehende PreQ1 dient als Substrat für die bakterielle Queui-
ne tRNA-ribosyltransferase (bTGT). Diese tauscht das Guanin an der Position 34 der
tRNAAsn, His, Asp, Tyr gegen das PreQ1 aus.178–180

In zwei weiteren tRNA abhängigen Schritten wird der Cyclopentendiolrest angefügt. Zu-
nächst katalysiert QueA die Übertragung der Ribose des S-Adenosylmethionin (SAM) auf
das PreQ1.181,182 Das daraus hervorgehende Epoxyqueuosin (oQ) wird in einem finalen
Cobalamin-abhängigen Schritt durch QueG zu Queuosin reduziert.166 Durch eine verglei-
chende genomische Analyse wurde 2017 eine weitere Epoxyreduktase (QueH) gefunden,
welche Cobalamin unabhängig und zu QueG nicht ortholog ist. Die Studie hat gezeigt, dass
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Abbildung 1.10: Oben: Verkürzt dargestellte de novo Synthese in Prokaryoten.Mitte:
Mögliche Substrate welche von Eukaryoten in die Zelle transportiert werden. Zellkulturex-
perimente haben gezeigt, dass Zellen in der Lage sind die freie Base Queuine aufzunehmen.
Unten: Bisher bekannter Weg in Eukaryoten. Transporter sind nicht bekannt. Die Rolle
von DUF2412 ist vermutet,171 aber nicht experimentell bestätigt. Wege die theoretisch
möglich sind, aber Experimentell nicht gezeigt wurden sind in hellem violett gehalten.
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somit wesentlich mehr Prokaryoten über einen vollständigen Queuosin-Biosyntheseweg
verfügen, als vorher angenommen.167

In E.coli wird das Queuosin der tRNAAsp mit einem Glutamylrest verestert. Diese Vereste-
rung wird durch die Glutamyl-Queuosin-tRNAAsp-synthetase (Glu-Q-RS), einem verkürz-
ten Paralog der Glutamyl-tRNAsynthetase (GluRS), katalysiert. Diese verkürzte Variante
hat mit KM 7,5 mM eine wesentlich geringe Affinität zu Glutaminsäure als sein Paralog
(KM 0,66 mM). Salazar spekuliert, dass die Veresterung nur bei hohen Glutaminsäure-
konzentrationen stattfindet und nicht strikt notwendig ist.165

1.6.3 Queuosin in Eukaryoten

Der Stoffwechselweg in Eukaryoten ist, anders als in Prokaryoten, nicht vollständig aufge-
klärt. Zellkulturexperimente zeigen, dass der Modifizierungsgrad der tRNAHis durch zuge-
setztes Queuine im Medium gesteigert werden kann.183 Theoretisch ist aber auch die Auf-
nahme in Form von freiem Queuosin, Queuosin-5’-phosphat bzw. Queuosin-3’-phosphat
möglich. Ein klarer experimenteller Beweis für die Aufnahme dieser drei Substrate fehlt
allerdings. 2014 wurde mit DUF2419 in Schizosaccharomyces pombe, ein weiteres Enzym
gefunden, welches auf eine bisher nicht geklärte Weise in den eukaryotischen Queuosin-
Stoffwechsel involviert ist.171,184 Eine Homologie basierte Modellierung lässt vermuten,
dass es sich um eine Ribonukleosidhydrolase handeln könnte.171 Diese Einordnung stützt
sich allerdings ausschließlich, auf diese Modellierung und bedarf einer experimentellen
Untersuchung.

Queuine tRNA-ribosyltransferase: Bereits Anfang der Siebzigerjahre konnte eine Akti-
vität beobachtet werden, welche auf eine eukaryotische Queuine tRNA-ribosyltransferase
(eTGT) schließen lies.185,186 Die zwei Enzyme, welche für die Aktivität notwendig sind,
wurden jedoch erst 2009 identifiziert.187 Es handelt sich um eine katalytisch aktive (QTRT1,
Queuine tRNA-ribosyltransferase catalytic subunit 1 ) und eine inaktive (QTRT2) Unter-
einheit. Die beiden Enzyme bilden ein Heterodimer, welches dann Queuin in die tRNA
einbaut. Damit unterscheidet sie sich von der bTGT. Diese bildet ein Homodimer um
Queuin in die tRNA einzubauen.188 Sowohl bei der bakteriellen als auch bei der eukaryo-
tischen Variante konnte gezeigt werden, dass das Dimer für die enzymatische Aktivität
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notwendig ist.187,188 Obwohl bei der bTGT beide Untereinheiten aktiv sind, wird dennoch
nur eine tRNA pro Zyklus mit Queuosin modifiziert.188 Über einen Inhibitor konnte bei
der bTGT eine um 130° verdrehte Konformation erzeugt werden, welche zu der Inaktivität
des Enzyms führt.189 Ehrmann vermutet, dass die bTGT auch ohne einen Inhibitor über
eine aktive und inaktive Konformation in ihrer Aktivität reguliert werden könnte.189 Über
zwei Punktmutationen (Cys158Gly und Val233Gly) kann die Bindungstasche der bTGT
von Zymomonas mobilis vergrößert werden, sodass das Enzym Queuin binden kann. Al-
lerdings ist die mutierte Variante nicht in der Lage Queuin in eine tRNA einzubauen.190

Die Lokalisation der eTGT in der Zelle scheint vom jeweiligen Organismus abhängig zu
sein. Während sie in Affennierenzellen (COS-7) mit der äußeren Mitochondrienmembran
assoziiert ist,187 ist sie in Trypanosoma brucei ausschließlich im Nukleus lokalisiert.191 Dies
erfordert einen Reimport der tRNATyr in den Nukleus, um mit Queuosin modifiziert zu
werden.191 Studien mit keimfreien Mäusen haben gezeigt, dass die tRNAAsp im Vergleich
mit der tRNAHis schneller mit Queuosin modifiziert wird. Wodurch diese Substratdiskri-
minierung stattfindet, oder ob die eTGT daran beteiligt ist, ist nicht untersucht.156 Mikro-
injektionsstudien haben gezeigt, dass die Positionen 36, 37 und 38 sowohl einen Einfluss
auf die Modifikation mit Queuosin als auch dessen Glykosylierung zu Galaktosyl- bzw.
Mannosyl-Queuosin haben.192

Glykosyltransferasen: Anders als bei gluQ in E.coli sind die Enzyme, welche das Queu-
osin zu Galaktosyl- bzw. Mannosylqueuosin glykosylieren, nicht bekannt. Jedoch konnte
Okada 1977 eine enzymatische Aktivität in Rattenleberlysat beobachten, welche in der
Lage war, das Queuosin der tRNAAsp aus E.coli zu mannolysieren. Aus dieser Studie lässt
sich schließen, dass es sich um ein magnesiumabhängiges Enzym handelt, welches Guano-
sindiphosphat (GDP) aktivierte Mannose verwendet, um das Queuosin zu mannosylieren.
Eine Reinigung des Lysats über eine DEAE2-Säule war für die beobachtete Aktivität
zwingend notwendig. Des Weiteren konnte klar gezeigt werden, dass die Mannosylierung
ausschließlich an der tRNAAsp und an keinem der anderen drei tRNAs stattfindet.193

1.6.4 Biologische Funktion

Amber-Kodon Unterdrückung: Das Amber Stoppkodon (UAG) kann von tRNATyr, die
an Position 35 ein Ψ tragen, als Tyrosinkodon gelesen werden.194 Dabei ist es wichtig, ob

22-Diethylaminoethanol
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das Antikodon der tRNA mit Queuosin modifiziert ist. Während die tRNA mit dem GΨA-
Antikodon das Amber Stoppkodon als Tyrosin abliest, ist dies mit dem QΨA-Antikodon
nicht der Fall.195,196 Durch das Ψ kommt es zu einer stärkeren Kodon-Antikodon-Wech-
selwirkung. Hierdurch wird eine nicht favorisierte G:Gsyn-Basenpaarung ermöglicht. Die
N-glykosidische Bindung des G34 rotiert bei einer solchen Basenpaarung von der anti-
in die syn-Konformation. Eine solche Basenpaarung wird bei Queuosin durch den Cyclo-
pentendiolrest unterbunden. Unmodifizierte tRNATyr ohne Ψ und Queuosin sind nicht in
der Lage das Amber-Kodon zu unterdrücken. Zerfass spekuliert, dass die Unterdrückung
auf eine stärkere Ψ:A-Interaktion im Vergleich zu U zurückgeht.194 Andere Publikationen
konnten in der Tat zeigen, dass Ψ einen stabilisierenden Effekt auf RNA-Doppelstränge
hat. Diese gehen vermutlich auf verbesserte Basenstapelungseffekte zurück, die durch Ψ
ermöglicht werden.197,198 Davis vermutet dass dies auch die Kodon-Antikodon-Interaktion
stabilisiert.197

Stabilisierung der tRNA: In mehreren Organismen konnten Stabilisierungseffekte für
Queuosin und seine Derivate gezeigt werden. Wenn Dictyostelium discoideum unter Q-
freien Bedingungen wächst, sind die Level an tRNAAsp,Tyr, im Vergleich zu Q-haltigen
Kultivierungsbedingungen halbiert. Die tRNAAsn,His-Level blieben unter dessen gleich.
Wurde die RNA-Synthese jedoch mit Actinomycin C gestoppt, konnten unterschiedliche
Effekte beobachtet werden, welche eine weitere Differenzierung zwischen Queuosin und
seinen Derivaten zulassen. Unter Q-freien Kultivierungsbedingungen nahmen die tRNA-
Level aller Q-tRNAs ab. Unter Q-haltigen Bedingungen nahmen jedoch nur die Level der
tRNAAsn,His ab, während die tRNAAsp,Tyr-Level konstant blieben.170

In keimfreien Mäusen, welche vier Wochen lang mit Q-freier Nahrung gefüttert wur-
den, konnten ebenfalls unterschiedliche Effekte für Queuosin und seine Derivate beob-
achtet werden. So fielen die Queuosin-Level in tRNAAsn,His, während die tRNAAsp,Tyr-
Modifikationslevel unverändert blieben.155 Keimfreie Mäuse, welche ein Jahr lang mit
Q-freier Nahrung gefüttert wurden, hatten ausschließlich queuosinfreie tRNA. An diesen
Mäusen konnte gezeigt werden, dass die Queuosinlevel in tRNAAsp, welche üblicherweise
manQ trägt schneller wieder ansteigt, als in tRNAHis, sobald diese wieder Q-haltige Nah-
rung bekommen.156

Die tRNAAsp ist neben dem Queuosin an Position 34 (Q34) auch mit einem 5-Methylcytidin
an der Postion 38 (m5C38) modifiziert. Die Methylierung wird durch Dnmt2 (tRNA
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(cytosine(38)-C(5))-methyltransferase) katalysiert.199 Der Methylierungsgrad hängt di-
rekt mit Q34 zusammen. In Schizosaccharomyces pombe liegt der Modifikationsgrad von
m5C38 mit Q34 bei 96 % und ohne Q34 bei 18 %.200 In vitro Versuche haben gezeigt, dass
bereits das Queuosin ausreicht, um die katalytische Effizienz von Dnmt2 zu steigern. Com-
puterbasierte Modellierungen zeigen, dass Dnmt2 direkt mit Queuosin interagieren könnte,
jedoch nicht nah genug am aktiven Zentrum sitzt, um die Methylierung direkt zu beein-
flussen.201 m5C38 stabilisiert die tRNA, indem es sie vor einem stress-induzierten Abbau
durch die Angiogenin RNase schützt.202 In einer Studie, bei der die beiden Methyltrans-
ferasen Dnmt2 und Nsun2 ausgeschaltet wurden, konnte ein verringertes tRNAAsp-Level
beobachtet werden.203

Äquilibrierung der Translationsgeschwindigkeit: Die Aminosäuren Asparagin, Aspa-
raginsäure, Histidin und Tyrosin werden durch zwei verschiedene Kodons kodiert und in
den meisten Organismen lediglich durch eine tRNA oder einen tRNA-Isodekoder deko-
diert.11,204–207 Die Kodons dieser Aminosäuren enden entweder auf Cytidin (C-Kodon)
oder Uridin (U-Kodon). Diese Position paart beim Translationsprozess mit der Wob-
ble Position (34) der tRNA, welche Q-modifiziert sein kann. Es wird angenommen, dass
Queuosin einen äquilibrierenden Effekt auf die Translationsgeschwindigkeit der Kodons
hat.183,206

Bei eingehenden Untersuchungen mit verschiedenen Organismen hat sich ein heterogenes
Bild gezeigt. In einer Studie mit HeLa-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Transla-
tionsgeschwindigkeit aller Kodons die durch Q-tRNAs dekodiert werden abnimmt, wenn
diese nicht mit Queuosin modifiziert sind. Die U-Kodons waren von diesem Effekt stär-
ker betroffen als die C-Kodons. Lediglich bei der tRNAAsp wurde das C-Kodon durch
die Abwesenheit von Queuosin stärker beeinträchtigt als das U-Kodon.183 In einer Stu-
die mit Schizosaccharomyces pombe hat sich ebenfalls ein queuosinabhängiger Einfluss
auf die Translationsgeschwindigkeit gezeigt. Jedoch sind die Auswirkungen hier wesent-
lich heterogener. Queuosin reduziert die Transaltionsgeschwindigkeit der U-Kodons für
tRNAAsn,Tyr und beschleunigt die Translationsgeschwindigkeit der C-Kodons für Asp,His.
Die Geschwindigkeit der Translation für die übrigen vier Kodons werden durch Queuosin
nicht beeinflusst.206 Meier konnte über die Mikroinjektion von der tRNAHis aus Drosophila
melongaster in Xenopus Oozyten zeigen, dass Queuosin sich auch auf Bindungspräferen-
zen auswirkt. Queuosinmodifizierte tRNA translatierte leicht bevorzugt das U-Kodon,
während unmodifizierte tRNA das C-Kodon leicht präferiert las.208
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Abhängigkeit der Queuosinlevel vom Alter: Zaborske konnte für verschiedene Dro-
sophila-Spezies zeigen, dass der Modifikationsgrad der tRNAs mit Queuosin zum einen
von Spezies zu Spezies variiert und zum anderen in der Abhängigkeit zum Alter. So sind
die Queuosin-Werte in der embryonalen und adulten Phase höher als im dritten Larven-
stadium.209 Auch in Dictyostelium discoideum variieren die Queuosin-Modifikationslevel
abhängig von der Entwicklungsphase.210

Tyrosinstoffwechsel: Säugetiere sind in der Lage aus der essentiellen Aminosäure Phe-
nylalanin, Tyrosin darzustellen. Diese Reaktion wird von der Tetrahydrobiopterin (BH4)
abhängigen Phenylalanin Hydroxylase (PAH) katalysiert.211–215 In einer Studie von 1997
konnte gezeigt werden, dass eine tyrosin- und queuinfreie Diät, welche Phenylalanin ent-
hält, für keimfreie Mäuse letal ist. Die letalen Folgen konnten jedoch durch die Zugabe
von Queuin in die Nahrung abgewendet werden. Darüber hinaus konnten auch alle vorher
beobachteten Symptome wie ein torkelnder Gang, die erschwerte Atmung und Krampf-
anfälle durch die Gabe kuriert werden.216 Eine andere Studie von 2011 hat Mäuse mit
einem intakten Mikrobiom aber fehlender eTGT untersucht. Hier hat sich gezeigt, dass
deren Fähigkeit zur Tyrosinbiosynthese beeinträchtigt ist. Eine tyrsoinfreie Diät zeigt
jedoch keine der 1997 beobachteten Symptomatiken und ist nicht letal. Im Vergleich
mit Wildtypmäusen hat sich jedoch gezeigt, dass die Tetrahydrobiopterin- (BH4) und
Dihydrobiopterin-Werte (BH2) verändert waren.217 Im Vergleich mit Wildtypmäusen er-
gab sich, dass die BH4-Werte im Blutplasma niedriger waren und die BH2-Werte erhöht.
Darüber hinaus waren die BH2-Werte im Urin dieser Mäuse ebenfalls erhöht.217 Aus vor-
hergehenden Studien ist bereits bekannt, dass Queuosin sich positiv auf die Aktivität von
verschiedenen antioxidativen Enzymen auswirkt.218 Die dahinter stehenden Mechanismen
sind unbekannt.
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1.7 Aufgabenstellung

1.7.1 Studie zur Substratspezifität von ALKBH5

Das Eraser-Enzym FTO ist in der Lage neben m6A, ein breites Spektrum an Substraten
zu akzeptieren und zu demethylieren. Gleiches konnte für das zweite m6A Eraser-Enzym
ALKBH5 nicht gezeigt werden. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob ALKBH5 in
der Lage ist, die Methylgruppen des strukturell ähnlichen m6

2A’s teilweise oder vollständig
zu entfernen. Dies sollte mit Hilfe von vier verschiedenen RNA-Einzelsträngen untersucht
werden. In diesen vier Einzelsträngen war die jeweilige RNA-Modifikation in eine Konsen-
sussequenz der m6A- und in die Konsensussequenz m6

2A-Modifikation eingebunden. Bei
der Demethylierung von m6A durch ALKBH5 konnte bisher, im Unterschied zu FTO,
keine hydroxymethylierte Variante des m6A’s beobachtet werden. Somit stellt sich die
Frage, ob dies für ALKBH566-292 (katalytisch aktive, kürzere Variante) bei einem ande-
ren Substrat zutrifft. Sofern ALKBH566-292 in der Lage ist die Methylgruppen des m6

2A’s
zu entfernen, sollte untersucht werden, in wie fern dies eine biologische Relevanz haben
könnte. Hierfür sollten in vitro Versuche mit ribosomaler RNA und intakten Ribosomen
durchgeführt werden.

1.7.2 Biosyntheseweg von 2-Methylthioadenosin

Der Biosyntheseweg von ms2A wurde bisher in keiner Studie eingehender untersucht.
Bisherige Veröffentlichungen haben gezeigt, dass die Modifikation in bakterieller tRNA
zu finden ist und auch in Eukaryoten vorkommt. Arbeiten zu ms2i6A haben offen gelassen,
ob MiaB strikt auf i6A angewiesen ist, oder Adenosin direkt durch MiaB thiomethyliert
werden kann. In dieser Arbeit sollte geklärt werden, ob Adenosin direkt durch MiaB oder
andere Enzyme thiomethyliert werden kann. Hierfür sollte die RNA des E.coli ∆miaA
Stammes untersucht werden. In diesem fehlt das BiosyntheseenzymMiaA für i6A. Darüber
hinaus sollte geklärt werden ob ms2A aus ms2i6A dargestellt wird, indem bei letzterem die
Prenylgruppe entfernt wird. Diese Fragestellung sollte durch die Untersuchung der RNA
des E.coli ∆miaB Stammes geklärt werden. Dieser Stamm verfügt nicht mehr über die
Thiomethyltransferase MiaB und kann kein ms2i6A mehr darstellen.
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1.7.3 Queuosin

Struktur von Mannosylqueuosin

Die 1976 durch Kasai publizierte Struktur des β-Homo-Allylmannosylqueuosins wurde
in der Arbeit von Thumbs falsifiziert. Er testete beide Homoallylvarianten des manQs
(Abb. 1.11, A), doch keine der beiden Standards koeluierte mit der natürlichen Substanz.
Zu einer Aufklärung der Struktur kam es in der Dissertation von Thumbs nicht. Das
Ziel dieser Arbeit war es die Struktur aufzuklären. Da eine Darstellung der beiden Allyl-
mannosylqueusinstandards (Abb. 1.11, B) anspruchsvoll ist, sollte zunächst untersucht
werden mit welcher Hexose das vermeintliche β-manQ derivatisiert wird. Hierfür sollten
HEK293T-Zellen in verschiedenen Medien kultiviert werden, in welchen isotopenmarkierte
Monosaccharide als Kohlenhydratquelle dienen. Anschließend sollte in Zusammenarbeit
mit Mirko Wagner und Markus Hillmeier die genaue Struktur ermittelt werden. Dazu
sollten verschiedene Varianten des Queosinderivats durch Markus Hillmeier dargestellt
werden. Die Koinjektionsversuche derselben mit aus Mäusen isolierter Gesamt-RNA wur-
de von Mirko Wagner durchgeführt.
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1.7. AUFGABENSTELLUNG

Studie zu tRNA-queuosine-β-mannosyltransferase

Okada berichtetet in einer Veröffentlichung 1977 eine enzymatische Aktivität welche das
Queuosin in der E.coli tRNAAsp mannosyliert. Dieses Experiment sollte mit leichten Ver-
änderungen reproduziert werden, um die tRNA-queuosine-β-mannosyltransferase zu iden-
tifizieren.

Organ- und altersabhängige Queuosinlevel

In diesem Teil der Arbeit sollten die Level von Queuosin und seinen zwei in Eukaryo-
ten vorkommenden Derivaten in sechs verschiedenen Organen quantifiziert werden. Die
Quantifizierung erfolgte zu zwei verschiedenen Zeitpunkten. Einen Tag nach der Geburt
und drei Monate nach der Geburt im adulten Alter.
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2 Ergebnisse und Publikation

2.1 2-Methylthioadenosin

2.1.1 E.coli Einzelknockoutstudien

In den Veröffentlichungen von Vold und Anton, wurde tRNA aus E.coli und Bacillus subti-
lis (B.subtilis) untersucht. Aus diesen drei Veröffentlichungen geht klar hervor, dass ms2A
(Abb. 2.1) eine tRNA-Modifikation ist.131,134,150 Der Biosynthese-Weg dieser Modifikati-
on wurde bisher nicht betrachtet. Thiomethylierungen an der C2-Position des Adenosins
werden durch die Enzyme MiaB und MtaB eingeführt. E.coli verfügt nur über MiaB,
während B.subtilis über beide Enzyme verfügt.138,150 MtaB thiomethyliert das t6A zu
ms2t6A.138 Momentan ist nicht geklärt, ob MiaB strikt auf i6A als Substrat angewiesen
ist oder auch Adenosin thiomethylieren kann. Um diese Fragestellung zu beantworten,
wurden die E.coli Stämme untersucht, in denen die Enzyme für i6A (MiaA) und ms2A
(MiaB) jeweils deletiert wurden.219,220 Die Ergebnisse sind in Abbildung 2.2 dargestellt.
Die Nukleinsäureanalytik in diesem Kapitel wurde von Mirko Wagner durchgeführt.
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Abbildung 2.1: Strukturformeln von i6A, ms2A und ms2A.

Erwartungsgemäß lässt sich in dem E.coli ∆miaA Stamm weder i6A noch ms2i6A nachwei-
sen. Hier fehlt mit MiaA die Isopentenyltransferase welche i6A darstellt und damit auch
der Vorläufer für ms2i6A. Im ∆miaB Stamm ist lediglich die Thiomethyltransferase MiaB
ausgeschaltet, weshalb sich i6A finden lässt, jedoch kein ms2i6A. Bei der Betrachtung von
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2.1. 2-METHYLTHIOADENOSIN
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Abbildung 2.2: Massenspektrometrische Messung der i6A-, ms2i6A- und ms2A-Werte
in E.coli BW25113 (Wildtypreferenz), ∆miaA und ∆miaB. Zweimalige Messung einer
biologischen Probe durch Mirko Wagner. Für die ms2A-Modifikation gibt es keine Ka-
librationskurve, weshalb die Werte auf E.coli Wildtyp (BW25113) normalisiert wurden.
Die ms2A-Werte in den MiaA- und MiaB-Kockout-Stämmen liegen unter dem lower li-
mit of detection (LLOD). Nicht detektierte Modifikation sind mit ND (Nicht detektiert)
gekennzeichnet.

ms2A zeigt sich, dass dieses lediglich im Wildtyp zu sehen ist. Die ms2A-Werte liegen
in beiden Knockout-Stämmen unter dem lower limit of detection (LLOD) und konnten
nicht mit Sicherheit von Hintergrundrauschen unterschieden werden. Dieses Ergebnis un-
terstützt die These, dass MiaB strickt auf i6A angewiesen ist und Adenosin als Substrat
nicht akzeptiert wird. Gleichzeitig zeigt es, dass der Biosyntheseweg von ms2A, über i6A
und ms2i6A verläuft. Die de-novo-Synthese von ms2A könnte über eine oxidative Entfer-
nung der Prenylgruppe des ms2i6A’s ablaufen.

2.1.2 E.coli Multiple Knockouts

Um die mögliche ms2i6A-Dealkylase zu identifizieren wurden E.coli Stämme untersucht,
in denen eine Reihe von Genen gleichzeitig ausgeschaltet sind. Die Stämme wurden über
das National Bioresource Project (NBRP) erworben und gehen aus einer Arbeit von Ha-
shimoto221 hervor. Bei den Stämmen handelt es sich um E.coli, in denen sukzessive immer
weitere Teile des Genoms über eine Selektionskassette entfernt wurden. Sowohl der Wild-
typ als auch die sechzehn mutierten Stämme basieren auf dem E.coli Stamm MG1655.
Den Knockout-Stämmen fehlen zwischen 2,4 % (Large Deletion-1) und 29,7 % (Large
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2.1. 2-METHYLTHIOADENOSIN

Deletion-16) des Genoms.221 Der erste Stamm wird im weiteren Verlauf der Arbeit als
LD-1 bezeichnet, der zweite Stamm als LD-16. Um einen Überblick zu bekommen, ob in
einem der sechzehn Stämme ein für ms2A relevantes Gen deletiert wurde, wurde die RNA
aus dem Wildtyp Stamm, dem LD-1 und dem LD-16 analysiert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 2.3 dargestellt.
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Abbildung 2.3: Massenspektrometrische Messung der i6A-, ms2i6A- und ms2A-Werte
in E.coli ME5109 (Wildtypreferenz), LD-1 (ME5110) und LD-16 (ME5125). Einfache
Messung einer biologischen Probe durchMirko Wagner. Für die ms2A-Modifikation gibt es
keine Kalibrationskurve, weshalb die Werte auf den E.coli Wildtyp (ME5109) normalisiert
wurden.

Bei der Betrachtung fällt sofort auf, dass ms2A in beiden Knockout-Stämmen fehlt und
unter dem LLOD liegt. Somit muss bereits im LD-1-Stamm ein für die ms2A-Modifikation
relevantes Gen ausgeschaltet worden sein. Auch die Level an i6A und ms2i6A verändern
sich hier über alle drei Stämme hinweg. i6A ist im LD-1 im Vergleich zum Wildtyp um
das Elffache erhöht. Im LD-16-Stamm setzt sich dieser Trend wesentlich moderater fort.

Die Liste der deletierten Gene ist auf der Datenbank Profiling of E.coli Chromosome221

(www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/pec/) einsehbar. Die Analyse ergab, dass MiaA und MiaB in
allen Deletionsstämmen vorhanden sind. Insgesamt sind im LD-1-Stamm 99 Gene ausge-
schaltet. Die Liste wurde mit der Datenbank UniProt93 abgeglichen, wodurch ein mög-
lichst aktueller Datensatz erhalten wurde. Die Genliste ist im Anhang einsehbar. Die Liste
wurde auf Enzyme, welche NAD(P)+-, Heme-, α-Ketoglutarat abhängig sind bzw. Metal-
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2.1. 2-METHYLTHIOADENOSIN

lionen als Kofaktoren haben, überprüft. Unter den ausgeschalteten Genprodukten befin-
den sich mit Ahr, IdnD und IgoD (auch yjjN genannt), drei NAD(P)+/Zink-abhängige
Enzyme.93,222–226 IdnO ist ein weiteres NAD(P)+-93,222 und UxuA ein Fe(II)-abhängiges
Enzym.93,226–228 Sie alle sind Reduktasen, Dehydratasen oder Dehydrogenasen und kom-
men für die Dealkylierung von ms2i6A zu ms2A nicht in Frage. Dies legt die Vermutung
nahe, dass eines der nicht charakterisierten Genprodukte die Dealkylierung katalysiert.
Neben der oxidativen Entfernung wäre auch ein radikalischer Dealkylierungsmechanismus
denkbar, oder ein Suizidmechanismus bei dem das Protein, durch die Übertragung des
Alkylrests auf sich, inaktiviert wird. Das DNA-Reparatur-Protein Ada und das verkürzte
Paralog Ogt entfernen Methylierungsschäden, indem sie die Methylgruppe irreversibel auf
einen Cysteinrest des Proteins übertragen.229,230

Die ms2i6A-Level fallen im LD-1-Stamm im Vergleich zu dem Wildtyp um 20 %. Die Ana-
lyse zeigte auch, dass im LD-1-Stamm das fecABCDE Operon zusammen mit fecR und
fecI fehlen. Diese Gene kodieren für eines der drei Eisentransportsysteme in E.coli.231–234

In anderen Studien konnte beobachtet werden, dass i6A unter eisenfreien Kultivierungsbe-
dingungen nicht zu ms2i6A thiomethyliert wird.235–237 Ähnliches ist in diesem Experiment
hier auch zu beobachten. Es ist davon auszugehen, dass die ms2i6A-Level fallen, da die
Eisenaufnahme des LD-1-Stammes teilweise beeinträchtigt ist. Dies ist plausibel, da es
sich bei MiaB um ein Eisen-Schwefel-Cluster-Enzym handelt,139,142–145 welches direkt von
der Eisenverfügbarkeit beeinträchtigt sein dürfte. Da ms2i6A das potentielle Substrat für
ms2A ist, dürfte das auch einen Effekt auf die ms2A-Level haben. Jedoch kann der voll-
ständig Rückgang von ms2A nicht alleine dadurch erklärt werden. Das bestärkt die These,
dass die vermutete ms2i6A-Dealkylase im LD-1-Knockout ausgeschaltet wurde.

Im LD-16-Stamm, in welchem rund 29,7 % des Genomes ausgeschaltet sind, sinken die
ms2i6A-Werte abermals. Die Auswertung ergab, dass hier fiu ausgeschaltet ist. Dieses Gen
kodiert für einen Catechol-Siderophor-Rezeptor-Protein,238,239 welches ein Bestandteil ei-
nes anderen Eisentransportsystems von E.coli ist.233 Dadurch dürfte der Transport und
somit die Verfügbarkeit von Eisen in der Zelle stärker beeinträchtigt sein. Allerdings darf
zudem der Effekt nicht unterschätzt werden, welcher das Fehlen von 1295 Genprodukten
hier auf die Zelle insgesamt hat.

Die Ergebnisse in diesem Projekt unterstützen die These, dass ms2A indirekt über i6A
und ms2i6A dargestellt wird. Die Anzahl der in Frage kommenden Genprodukte konnte

28



2.2. QUEUOSIN

auf unter 99 reduziert werden. Da es sich hier um erste Versuche mit einer biologischen
Probe handelt, sollten die Ergebnisse durch weitere Versuche unterstützt werden.

2.2 Queuosin

2.2.1 Isotopenfütterungsstudien

In der Arbeit von Peter Thumbs wurde die publizierte Mannosylqueuosin-Struktur,163

durch die Koinjektion von verschiedenen Queuosinstandards mit Schweine-Gesamt-RNA,
falsifiziert. Vor der anspruchsvollen Darstellung neuer Standards für die Aufklärung der
Struktur, sollte deshalb zunächst zweifelsfrei geklärt werden, mit welcher Hexose das
vermeintliche Mannosylqueuosin derivatisiert wird. Das natürliche Queuosinderivat wird
für ein besseres Verständnis im Folgenden als xQ bezeichnet. Der Datenbank KEGG
lässt sich entnehmen, dass der Mensch Glukose, Mannose und Galaktose verstoffwechseln
kann.240–242 Um verfolgen zu können, welche der Hexosen in das Zielmolekül inkorporiert
wird, wurden Hexosen-13C6 eingesetzt. Die drei Hexosen sind in einander überführbar und
gelangen früher oder später in das Zielmolekül. Deshalb ist das Experimentdesign nicht
trivial. Es wurde ein Experiment entworfen, in dem HEK293T-Zellen in einem speziel-
len RPMI-1640-Medium mit Glukose und einer der anderen Hexosen kultiviert wurden.
Dabei wurde eine markierte Hexose und eine weitere mit natürlicher Isotopenverteilung
je Medium eingesetzt. Unten sind die eingesetzten Kombinationen angegeben. Im Wei-
teren wird bei der Beschreibung der Medien, immer auf Galaktose bzw. Mannose Bezug
genommen, da in allen Medien Glukose bereitgestellt wird. Das Medium wird als schwer
(s-Medium) oder leicht (l-Medium) bezeichnet. Diese Nomenklatur bezieht sich ebenfalls
auf die Galaktose bzw. Mannose im Medium.

• s-Gal-Medium: d-Galaktose-13C6, d-Glukose

• l-Gal-Medium: d-Galaktose, d-Glukose-13C6

• s-Man-Medium: d-Mannose-13C6, d-Glukose

• l-Man-Medium: d-Mannose, d-Glukose-13C6

Die Abbildung 2.4 A zeigt das Ergebnis des Experimentes für das s-Gal- und l-Gal-
Medium. Nach einer halben Stunde lässt sich bei dem s-Gal-Medium, bereits ein Einbau
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2.2. QUEUOSIN

von Galaktose-13C6 erkennen. Dieses Signal nimmt nach drei Stunden nochmals deutlich
zu. Im Vergleich dazu lässt sich bei dem Versuch mit l-Gal-Medium auch nach drei Stun-
den nur ein äußerst geringer Einbau der Glukose-13C6 in die Modifikation erkennen. Das
Ergebnis dieses Versuchs spricht dafür, dass Galaktose direkt in die RNA-Modifikation
eingebaut wird.

Abbildung 2.4 B stellt die Ergebnisse für den zweiten Versuch dar und zeigt die Daten
für galQ in den s-Man- und l-Man-Medien. Hier lässt sich für beide Hexosen ein klarer
Einbau nach drei Stunden erkennen. Diese späte Inkorporation spricht für eine Umwand-
lung von Glukose bzw. Mannose in UDP-Galaktose und kann über die Stoffwechselwege
(Abb. 2.5) erklärt werden. Galaktose wird über den Leloir-Stoffwechselweg243–246 (Abb.
2.5) zu UDP-Galaktose aktiviert und zu Glukose-1-Phosphat verstoffwechselt. In diesem
Stoffwechselweg wird unter anderem UDP-Galaktose zu UDP-Glukose epimerisiert. Die-
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Abbildung 2.4: Level an leichtem (+ 0) und schwerem (+ 6) Galaktosylqueuosin. A:
Isotopenfütterung mit Galaktose und Glukose. Links: Galaktose-13C6 und Glukose (s-
Man-Medium). Rechts: Galaktose, Glukose-13C6 (l-Man-Medium). B: Isotopenfütterung
mit Mannose und Glukose. Links: Mannose-13C6 und Glukose (s-Man-Medium). Rechts:
Mannose, Glukose-13C6 (l-Man-Medium).
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2.2. QUEUOSIN

ser Schritt, welcher durch die UDP-Galaktose-4-Epimerase (GALE) katalysiert wird, ist
reversibel.247,248 Hierdurch kann UDP-Glukose, welche ihren Ursprung in Glukose-13C6

hat, zu UDP-Galaktose-13C6 epimerisiert werden. Dadurch kann die Zelle bei dem Fehlen
einer exogenen Galaktosequelle, UDP-Galaktose aus Glukose darstellen.249 Während bei
dem Galaktose-Medien eine hohes Angebot an exogener Galaktose bereitgestellt wurde,
ist dies in den Mannose-Medien nicht der Fall. Somit wird die benötigte UDP-Galaktose
hier aus Glukose-13C6, durch die Zelle, dargestellt.

Leloir

Mannose

Mannose-6-PMannose-1-PGDP-Mannose

Glukose

β-D-Fruktose-6P

Galaktose Galaktose-1-P

UDP-Glukose

UDP-Glukose

Glukose-1-P

UDP-Galaktose

Glukose-6-P

GALE

GALT
GALM+GALK

Glykolyse

N-Glykan-
Biosynthese

Abbildung 2.5: Stoffwechselwege von Glukose, Mannose und Galaktose im Men-
schen. Die Abbildung wurde Grundlage der Informationen auf der KEGG-Datenbank
erstellt.240–242 Violette Pfeile beschreiben den direkten Weg der Hexose zu ihrer akti-
vierten Form. Rosa Pfeile beschreiben einen Umwandlungsweg von einer Hexose zu einer
anderen. Der Leloir-Stoffwechselweg ist beige unterlegt. Über ihn wird Galaktose zu UDP-
Glukose umgewandelt. Stoffwechselwege in die eine Substanz eingeschleust werden kann
sind ebenfalls in beige gehalten.

Mannose wird ebenfalls zu UDP-Galaktose verstoffwechselt und muss hierfür erst in
Glukose-6-Phosphat überführt werden (Abb. 2.5). Die physiologischen Konzentrationen
im Blut von Glukose und Mannose betragen 5 mM und 50 µM.250 Ichikawa hat in Zellkul-
turversuchen untersucht, wie Mannose unter zwanzigfach erhöhten Bedingungen (1 mM)
verstoffwechselt wird. Die Veröffentlichung zeigt, dass Mannose unter diesen Bedingungen
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2.2. QUEUOSIN

identisch zu Glukose verstoffwechselt wird und sich auch in Produkten wie Laktat und
Pyruvat wiederfinden lässt. Unter dieser deutlich erhöhten Mannosekonzentration, wurde
auch gezeigt dass ein Teil der Galaktose in Produkten der N-Glykosylierung von Prote-
inen (N-Glykan), ihren Ursprung in der Mannose hatte. Dies war unter physiologischen
Bedingungen nicht der Fall.250 Die in dieser Arbeit verwendete Mannosekonzentration
von 11 mM liegt deutlich über der Konzentration in der Veröffentlichung, sodass mit
einem gleichen Verhalten von Mannose und Glukose zu rechnen ist. Somit geht der in
Abbildung 2.4 B erkennbare Einbau von Mannose-13C6 auf UDP-Galaktose zurück, wel-
che über Glukose-6-Phosphat in ersteres umgesetzt wurde (Abb. 2.5). Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit Kasai´s Veröffentlichung von 1976 und der Dissertation von Peter
Thumbs,163,169 Es zeigt sich außerdem, dass das experimentelle Design dafür geeignet ist,
zu klären, welche Hexose in das xQ eingebaut wird.
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Abbildung 2.6: Level an leichtem (+ 0) und schwerem (+ 6) x-Queuosin.A: Isotopenfüt-
terung mit Galaktose und Glukose. Links: Galaktose-13C6 und Glukose (s-Man-Medium).
Rechts: Galaktose, Glukose-13C6 (l-Man-Medium).B: Isotopenfütterung mit Mannose und
Glukose. Links: Mannose-13C6 und Glukose (s-Man-Medium). Rechts: Mannose, Glukose-
13C6 (l-Man-Medium).
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2.2. QUEUOSIN

Abbildung 2.6 A stellt die Ergebnisse der Galaktose-Medien für das xQ dar. Hier lässt
sich kein Einbau von Galaktose-13C6 beobachten, jedoch ein sehr eindeutiger Einbau von
Glukose. Somit lässt sich Galaktose als mögliche Hexose, welche in xQ eingebaut wird,
ausschließen. Bei der Betrachtung der Ergebnisse für die Mannose-Medien (Abb. 2.6 B)
lässt sich wiederum nur ein Einbau von Mannose erkennen. Diese wird bereits nach 30 min
inkorporiert und der Anteil steigt über den Verlauf von drei Stunden klar an. Währenddes-
sen kann für die Glukose erst nach einer Stunde ein leichter Einbau, mit einer moderaten
Steigerung nach drei Stunden, erkannt werden. Mannose ist ein wichtiger Bestandteil in
der Glykosilierung von Proteinen. Der Einbau in das N-Glykan geschieht über eine Ak-
tivierung der Mannose zu GDP-Mannose (Abbildung 2.5).250–252 Unter physiologischen
Bedingungen (5 mM Glukose, 50 µM Mannose im Blut) stellt die Zelle einen großen Teil
der Mannose im N-Glykan aus Glukose dar,251 wobei die exogen aufgenommene Mannose
gegenüber der Glukose effizienter in das N-Glykan eingebaut wird.250 Somit scheint der
Stoffwechselweg von Glukose zu GDP-Mannose sehr aktiv zu sein. Dies spiegelt sich in der
Abbildungen 2.6 A wider. Ohne ein hohes Angebot an Mannose wird die benötigte GDP-
Mannose aus der Glukose-13C6 dargestellt und für die Glykosilierung von xQ verwendet.
Jedoch zeigt sich bei einem hohen Angebot exogener Mannose-13C6, dass diese gegenüber
Glukose klar favorisiert ist (Abb. 2.6 B). Diese klare Favorisierung von Mannose-13C6 in
der kompetitiven Fütterung zusammen mit Glukose zeigt, dass es sich bei dem Monosac-
charid in xQ tatsächlich um Mannose handeln muss.

Die in diesem Abschnitt gezeigten Ergebnisse für galQ konnten herausstellen, dass das
Experimentdesign in der Lage ist, die Fragestellung mit welcher Hexose xQ modifiziert
wird, zu klären. Im Weiteren konnte eindeutig gezeigt werden, dass das xQ mit Mannose
derivatisiert wird.
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2.2.2 Koinjektionsstudien
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Abbildung 2.7: Abbildung der vermuteten Regio- und Stereoisomere des Mannosylqueu-
osins.A zeigt die beiden Stereoisomere der Homoallylvariante undB die der Allylvariante.

Durch die Experimente mit Hexosen-13C6 konnte eindeutig gezeigt werden, dass es sich
bei dem xQ in der tRNAAsp um Mannosylqueuosin handelt. Allerdings befinden sich im
Cyclopentendiolderivat des Queuosins eine homoallylische und eine allylische Hydroxyl-
gruppe, welche beide für eine Mannosylierung infrage kommen. Des Weiteren kann die
Mannose über eine α- oder β-glykosidische Bindung mit Queuosin verknüpft werden,
wodurch sich vier Möglichkeiten ergeben (Abb. 2.7). Um zu ermitteln, welche der vier
Varianten mit dem natürlichen Mannosylqueuosin übereinstimmt, wurden die Koninjek-
tionsexperimente von Thumbs wiederholt. In seiner Arbeit wurden die beiden homoal-
lylischen Anomere des Mannosylqueuosins (Abb. 2.7 A) mit Gesamt-RNA aus Schwein
koinjiziert. Doch keiner der beiden Standards koeluierte mit dem natürlichen Molekül.
Während das β-Homo-mannosylqueuosin (β-manQ) definitiv nicht mit der natürlichen
Substanz koeluierte, zeigten die Signale des α-Homo-allylmannosylqueuosins (α-manQ)
und der natürlichen Komponente eine teilweise Überlappung.

Die Versuche wurden mit Gesamt-RNA aus Mäuseleber wiederholt. Die Gesamt-RNA
wurde durch den Author dieser Arbeit isoliert. Die manQ-Standards wurden entweder
durch Peter Thumbs oder Markus Hillmeier dargestellt. Die Koinjektionsversuche wurden
vonMirko Wagner durchgeführt. Abbildung 2.8 zeigt das Ergebnisse für die Koinjektionen
mit α-manQ und β-manQ. Das Ergebnis von Thumbs konnte für den β-manQ reproduziert
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Abbildung 2.8: Dargestellt sind die Ergebnisse der Koinjektionen für α-manQ und
β-manQ. Alle Versuche wurden mit Gesamt-RNA aus Mäuseleber durchgeführt. Von
oben nach unten wie folgt abgebildet: UV-VIS-Spektralphotometriespur; Gesamt-RNA-
Messung ohne eine Zugabe von einem Standard; Gesamt-RNA-Messung mit Zugabe von
α-manQ-Standard; Gesamt-RNA-Messung mit Zugabe von β-manQ-Standard.
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Abbildung 2.9: Dargestellt ist das Ergebnis der Koinjektion β’-manQ-Standard. Alle
Versuche wurden mit Gesamt-RNA aus Mäuseleber durchgeführt. In dieser Versuchsrei-
he wurde ein längerer Gradient eingesetzt. Von oben nach unten wie folgt abgebildet:
UV-VIS-Spektralphotometriespur; Gesamt-RNA-Messung ohne eine Zugabe von einem
Standard; Gesamt-RNA-Messung mit Zugabe von β’-manQ-Standard.

werden. Hier kommt es ganz eindeutig zu keiner Koelution mit dem natürlichen Molekül.
Daneben wurde auch eine Koinjektion mit durch Markus Hillmeier dargestelltem β-Allyl-
mannosylqueuosinstandard (β’-manQ) durchgeführt (Abb. 2.9). Diese Komponente hat
eine kürzere Retentionszeit als der β-manQ, läuft aber auch eindeutig nicht mit der natür-
lichen Substanz. Die Koinjektionsversuche mit dem α-manQ zeigen reproduzierbar eine
Koelution mit dem natürlichen Mannosylqueuosin. Weshalb diese Ergebnisse unterschied-
lich zu denen von Thumbs sind, kann nicht erklärt werden. Die Versuche mit dem α-manQ
wurden sowohl mit dem Standard von Thumbs als auch, neu dargestelltem Standard von
Markus Hillmeier durchgeführt. Darüber hinaus wurden durch Mirko Wagner verschie-
dene Verdaumethoden für den RNA-Verdau getestet, als auch verschiedene Gradienten
bei der Säulenchomatographie. Diese Versuche führten alle zu einer Koeulution mit dem
α-manQ. Eine Koinjektion mit α-Allyl-mannosylqueuosinstandard (α’-manQ) ist geplant,
aber zu dem derzeitigen Zeitpunkt noch nicht durchgeführt. Hierdurch soll ein vollständi-

36



2.2. QUEUOSIN

ges Bild der Retentionszeiten aller Mannosylqueuosinvarianten erhalten werden, um das
Ergebnis abschließend verifizieren zu können. Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass
es sich bei der natürlichen Substanz wahrscheinlich um α-Homo-allylmannosylqueuosin
handelt.

2.2.3 Enzymatische Studien

Ein Teil dieser Arbeit ist die Suche nach dem Enzym, dass die Mannose auf das Queuosin
der tRNAAsp überträgt. Eine solche Enzymaktivität wurde 1977 von Okada in Rattenleber
beobachtet. Das Enzym ist als tRNA-queuosine-β-mannosyltransferase mit der EC Num-
mer 2.4.1.110 in den Datenbanken ExPASy253 und Brenda254 vermerkt. Da es sich bei
dem natürlichen Mannosylqueuosin wahrscheinlich um α-Homo-allylmannosylqueuosin
handelt, wird das Enzym in dieser Arbeit fortan tRNA-queuosine α-mannosyltransferase
genannt. Die Experimente in der hier vorliegenden Arbeit wurden auf der Veröffentlichung
von 1977 aufbauend geplant.

In der Publikation von 1977, wurden 50 g Rattenleber homogenisiert, dialysiert und dann
über eine Anionaustauschchromatografie (DEAE1-Säule) gereinigt. Der letzte Schritt ist
laut Okada notwendig, da die Experimente ohne eine chromatografische Reinigung des
Lysats keine Aktivität beobachten ließen. In den Experimenten wurde die jeweilige Pro-
teinfraktion von der Säule zusammen mit aktivierter Mannose und einer der gereinigten
tRNAs aus E.coli inkubiert. Hier wurden die vier Q-tRNAs getestet, wobei nur mit der
tRNAAsp eine Aktivität zu beobachten war. Die aktivierte Mannose wurde in Form von
radioaktiv markierter Guanosindiphosphatmannose (GDP-[U-14C]-Mannose) bereit ge-
stellt.193

12-Diethylaminoethanol
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Abbildung 2.10: Bild einer Agarose-Gelelektrophorese und TBE-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese. A Agarose-Gelelektrophorese (Gel: 1,5 %, für 60 min bei 100 V), ver-
wendeter Marker: NEB Low Range ssRNA Ladder, Bahn 1: setRNA aus E.coli. B selbes
Bild wie in A, allerdings mit erhöhtem lokalen und globalen Kontrast sowie angepass-
ten Schwarzwerten, um schwache Banden sichtbarer zu machen. C TBE-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese der selben Probe. TBE-PAGE 12 %, für 80 min bei 15 mA,verwendeter
Marker: NEB Low Range ssRNA Ladder.

Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente wurden in abgewandelter Form wie in
der Veröffentlichung beschrieben durchgeführt und sind im Abschnitt 3.4.4 ausführlich be-
schrieben. Jedoch gab es zwei wichtige Veränderungen des Protokolls auf die direkt hier
eingegangen wird. Statt der 50 g Rattenleber wurde die Leber einer Maus verwendet. Bei
der verwendeten RNA handelte es sich um Gesamt-RNA aus E.coli, statt der gereinigten
tRNAAsp. Die Isolation von Gesamt-RNA wurde für diese Experimente so optimiert, dass
sie sehr stark mit kleiner RNA angereichert ist (small enriched total RNA (setRNA)). Wie
in Abbildung 2.10A und B gezeigt, ist in der isolierten RNA nur wenig rRNA (> 1000 nt)
zu sehen, während der Anteil der kleinen RNA klar überwiegt.
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Abbildung 2.11: UV-Chromatogramm. Die UV-Spuren sind in integrierter Form darge-
stellt. Es wurden 15 Fraktionen auf die Enzymaktivität getestet. Der Bereich, der getestet
wurde, ist im Chromatogramm beige unterlegt.

Abbildung 2.11 zeigt ein repräsentatives Chromatogramm der Anionaustauschchromato-
graphie mit der Mäuseleber. Dieses Chromatogramm war sehr gut reproduzierbar. Leider
konnte die von Okada beobachtete Aktivität nicht gezeigt werden. Okada verwendet mit
50 g wesentlich mehr Leber, als in dieser Arbeit eingesetzt wurde. Im Vergleich dazu wiegt
eine Mäuseleber etwa 2-3 g.255 Es könnte sein, dass die Menge eine Notwenigkeit war, da
die Mannosyltransferase nicht sehr abundant ist. Es ist also sinnvoll, das Experiment mit
der entsprechenden Menge Leber in einem größerem Maßstab zu wiederholen.

2.2.4 Organ- und altersabhängige Queuosinlevel

In der hier vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal die Queuosin- (Q), Mannosyl-
queuosin- (manQ), Galaktosylqueuosin-Werte (galQ) in sechs verschiedenen Mäuseorga-
nen (Großhirn, Kleinhirn, Leber, Herz, Niere und Milz) einen Tag nach der Geburt und im
adulten Alter (drei Monate) gemessen. Hierfür wurde die Gesamt-RNA aus den Organen
isoliert. Die Proben wurden von Mirko Wagner analysiert. Abbildung 2.12 zeigt die Er-
gebnisse. Bei der Betrachtung der Werte fallen sofort zwei grundlegende Trends auf. Zum
einen große Unterschiede zwischen den Organen und zum anderen eine unterschiedlich
starke Veränderung der Level abhängig vom Alter. So zeigt sich, dass sich die Q-Level in
Abhängigkeit vom Alter am stärksten verändern. Während die gal- und manQ-Level um
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15 % bzw. 18 % ansteigen, steigen die Q-Werte um durchschnittlich 52 %. Farkas hat be-
obachtet, dass die gal- und manQ haltigen tRNAAsp,Tyr in Mäusen vollständig modifiziert
sind, während die tRNAAsn,His, welche nur das Queuosin tragen, einen Modifizierungsgrad
von 85 % haben.155 Bei Drosophila fallen die Queuosin-Level während des Larvenstadiums
auf ein globales Tief. Zaborske spekuliert, dass dies eine Folge einer schnellen Wachstums-
phase sein könnte, in der ein Mangel an Queuosin besteht.209 Vergleichbares könnte hier
der Fall sein. Die Neugeborenen befinden sich in einer schnellen Entwicklungsphase, in
der vermutlich nicht genügend Queuosin zur Verfügung steht.

In einer Studie von Reyniers konnte gezeigt werden, dass die tRNAAsp gegenüber der
tRNAHis bevorzugt mit Queuosin modifiziert wird.156 Es könnte also sein, dass bei einem
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Abbildung 2.12: Queuosin-, Mannosylqueueuosin- und Galaktosylqueuosin-Level in
sechs verschiedenen Organen zu zwei verschiedenen Zeitpunkten. T1: Ein Tag nach der
Geburt; M3: Drei Monate nach der Geburt. Die Level wurden in Gesamt-RNA bestimmt.
Gezeigt werden die Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten. Die Quantifizierung er-
folgte über einen β-Allyl-mannosylqueuosin-Standard (dargestellt vonMarkus Hillmeier).
Die Messungen wurden von Mirko Wagner durchgeführt. Bewertung über zweifaktoriellen
Anova-Test
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Queuosinmangel zunächst bevorzugt die tRNAs, welche gal- und manQ tragen, queuosi-
liert werden und später die Queuosin tRNAs. Eine Überlegung die von Farkas geteilt
wird.155 Die Modifizierung der tRNAAsp,Tyr mit man- bzw. galQ könnte eine Notwen-
digkeit sein, welche die tRNA gegen einen Abbau stabilisiert. Farkas hat in der selben
Veröffentlichung keimfreie Mäuse für vier Wochen auf eine Queuosindiät gesetzt. Es konn-
te beobachtet werden, dass die tRNAAsp,Tyr nach dieser Zeit noch vollständig modifiziert
waren, während tRNAAsn,His nur noch zu 15 % modifiziert vorlag.155 Dies könnte mit
einem verringerten Abbau der tRNAs zusammenhängen. Das Queuosin in der tRNAAsp

stimuliert die Methyltransferase Dnmt2, welche das Cytosin an der Position 38 methy-
liert.200,201 Interessant ist, dass diese Stimulation bereits durch Queuosin erreicht wird.201

Der Einfluss von Mannosylqueuosin auf die Stimulation von Dnmt2 ist nicht untersucht.
Das 5-Methylcytosin (m5C) scheint vor einem stressinduzierten tRNA-Abbau durch An-
giogenin zu schützen.202 Somit wirkt sich das Queuosin indirekt auf die Stabilität der
tRNA aus. Eventuell greifen bei der tRNATyr ähnliche, bisher nicht bekannte, Stabilisie-
rungseffekte. Die Stärke des Queuosinanstieg mit dem Alter unterscheidet sich von Organ
zu Organ. Während die zytosolischen tRNAsAsp,Tyr mit manQ und galQ modifiziert sind,
sind die mitochondrialen tRNAs in Eukaryoten ausschließlich mit Queuosin modifiziert.136

Dies legt nahe, dass Schwankungen im Queuosingehalt eng mit dem mitochondrialer Ak-
tivität verbunden sind. Eine andere Modifikation, das ms2i6A, kommt in Eukaryoten
ausschließlich in mitochondrialen tRNAs vor, es dient daher als guter Indikator, wie groß
der Anteil an mitochondrialer tRNA in der Probe ist.126,136 Eine Veröffentlichung von
Reiter zeigt, dass der ms2i6A-Anteil im Herzen am höchsten ist, gefolgt vom Groß- und
Kleinhirn, der Niere, der Leber und der Milz.147 Bei der Betrachtung des altersbedingten
Queuosinanstiegs (Abb. 2.12) fällt auf, dass dieser Anstieg mit der oben genannten Rei-
henfolge übereinstimmt. Das spricht dafür, dass die Stärke des Queuosinanstiegs von der
Menge an mitochondrialer tRNAAsp,Asn,His,Tyr korreliert. Während sich in der Milz und Le-
ber kein bzw. ein geringer altersbedingter Anstieg erkennen lässt, ist dieser in den übrigen
Organen wesentlich stärker. Das Herz zeigt hier mit Abstand die größte altersbedingte
Veränderung. Hier verdoppeln sich die Q-Level.
Wie oben bereits erwähnt sind die Unterschiede zwischen den verschiedenen Organen
ebenfalls nicht zu vernachlässigen. Im adulten Alter sind die Level galQ und Q im Herzen
am höchsten und in der Milz am geringsten. Der Wert für manQ ist im Kleinhirn am
höchsten und in der Leber am niedrigsten, allerdings sind die Level für manQ in der Nie-
re, Leber und Milz ähnlich und die Unterschiede sind nicht signifikant2. Nimmt man den

2Bewertung über zweifaktoriellen Anova-Test.
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Abbildung 2.13: Links: Mittelwert der Veränderung (T1/M3) aller Organe über die
Zeit. Rechts: Quotient zwischen dem Organ mit dem höchsten und dem niedrigsten
Modifikationslevel für jede Modifikation. Eine Abbildung (3.1) die die Modifikationslevel
in den verwendeten Organen zeigt, befindet sich im Anhang.

Quotienten zwischen dem Organ mit dem meisten Queuosin und dem geringsten, ergeben
sich Differenzen von 144 %, 100 % und 64 % für Q, galQ und manQ (Abb. 2.13). Brand-
mayr hat gezeigt, dass sich das Level von tRNA-Modifikationen zwischen den Organen
unterscheiden kann.103 In dieser Veröffentlichung wurden ebenfalls die Queuosin-Werte
ermittelt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit decken sich bis auf eine Ausnahme mit
dieser Publikation. Dort war Queuosin in dem Groß- und Kleinhirn abundanter als im
Herzen, dies ist hier umgekehrt. Eine plausible Erklärung hierfür kann nicht gegeben wer-
den.

Interessanterweise sind die Schwankungen der Modifikationen zwischen den verschiedenen
Organen im adulten Alter größer als die Zeitabhängigen (Abb. 2.13). Die Unterschiede
zwischen den Organen werfen drei Fragen auf. Werden die Queuosin modifizierten tRNAs
in den Organen weniger exprimiert? Hängen die Unterschiede mit einer global niedrigeren
Translation und einem kleineren tRNA-Pool in den Organen zusammen? Oder sind die
Queuosin tRNAs in Organen wie der Leber und Milz nur teilweise modifiziert?

Eine Veröffentlichung von Dittmar kommt zu dem Schluss, dass sich die Abundanz der
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verschiedenen tRNA-Spezies zwischen den Organen unterscheidet. Allerdings zeigt ih-
re Methode je nach tRNA-Spezies mitunter sehr große Fehler, weshalb die Aussage der
Studie nicht zweifelsfrei belegt ist.256 Eine Studie von Kuttner untersucht die Verweildau-
er der Polymerase III, welche die tRNA-Gene transkribiert, in verschiedenen Geweben.
Die Studie kommt zu dem Schluss, dass die Polymerase abhängig vom Gewebe ande-
re Genkopien einer tRNA-Isoakzeptor-Familie transkribiert. Betrachtet man jedoch die
Isoakzeptor-Familie als Ganzes, kommt es zu keinen organabhängigen Unterschieden.257

Auf der Grundlage der momentanen Literatur gibt es also keine zweifelsfreien Indikatoren
dafür, dass tRNA-Spezies abhängig vom Gewebe unterschiedlich stark exprimiert werden.
Mehrere Veröffentlichungen haben die relative oder (fraktionelle)3 Proteinsyntheserate di-
verser Organe in verschiedenen Organismen ermittelt, indem sie markierte Aminosäuren
im Organismus verfolgt haben. Es lässt sich davon ausgehen, dass eine höhere Proteinsyn-
theserate mit einem größeren tRNA-Pool einhergeht. Die Studien haben gezeigt, dass das
Herz und Gehirn eine niedrigere (fraktionelle) Proteinsyntheserate haben als die Leber,
Milz und Niere.258–262 Auch Brandmayr zeigt eine höhere Translationsaktivität in der Le-
ber.103 Garlick hat gezeigt, dass die Menge RNA pro Gramm Gewebe mit einer höheren
fraktionellen Proteinsyntheserate steigt.261 Das lässt vermuten, dass auch der tRNA-Pool
in der Leber, Niere und Milz nicht kleiner, sondern größer ist. Dies wiederum würde
bedeuten, dass die Q-tRNAs nicht vollständig modifiziert sind. Sofern sich die These be-
wahrheitet heißt dies, dass ein umgekehrtes Verhältnis zwischen Modifikationslevel und
Proteinsyntheserate besteht. Tendenziell scheint zu gelten: je höher die Proteinsynthese-
rate, desto geringer der Queuosin-Modifikationsgrad. Eine Vermutung wäre, dass Gewebe
mit einer höheren Proteinsyntheserate auch eine höhere tRNA-Syntheserate haben und
die Modifikation dieser nicht ebenso schnell erfolgt.

Zwei neuere Veröffentlichungen haben untersucht, wie sich das Queuosin auf die Translati-
onsgeschwindigkeit der betroffenen Kodons auswirkt. Die Studien wurden in HeLa-Zellen
und Schizosaccharomyces pombe (Spalthefe) durchgeführt.183,206 Die Ergebnisse sind je-
doch sehr heterogen und reflektieren vermutlich den evolutionären Abstand dieser Orga-
nismen. In der Spalthefe profitierten die auf Cytosin endenden Kodons der tRNAAsp,His

von Queuosin. Sie wurden schneller translatiert. Die auf Uridin endenden Kodons der
tRNATyr,Asn wurden jedoch langsamer translatiert. Die übrigen vier Kodons wurden in

3Das Verhältnis von spezifischer Radioaktivität der Aminosäure im Protein zu durchschnittlicher spe-
zifischer Radioaktivität der freien Aminosäure über einen Zeitraum von 0-10 min. Formel variiert
abhängig von der Veröffentlichung.
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ihrer Geschwindigkeit nicht durch die An- oder Abwesenheit von Queuosin beeinflusst.
Des Weiteren kommt es zu einer geringeren fehlerhaften Translation des Glycin-Kodons
GGC, durch die tRNAAsp

QUC.206 In HeLa-Zellen zeigte sich dagegen ein homogeneres Bild.
Hier verlangsamt die Abwesenheit von Queuosin die Translation aller Kodons. Dabei sind
die auf Uridin endenden Kodons stärker betroffen als die auf Cytosin endenden. Die Aus-
nahme bildet die tRNAAsp; hier war das Cytosin-Kodon stärker betroffen.183 Es ist zu
vermuten, dass das Translationsverhalten in Mäusen dem der HeLa-Zellen ähnelt. Durch
die Anwesenheit von Queuosin kann die Präferenz zu einem Kodon umgepolt werden.
So translatiert modifizierte Drosophila tRNAHis leicht präferiert das auf Uridin endende
Kodon.208 Angesichts der Tatsache, dass die Translationsgeschwindigkeit ohne Queuosin
abnimmt, ja gar anfälliger für Fehler wird, ist es schwer abzuschätzen, weshalb ein un-
termodifiziertes Set an tRNAs bei einer höheren Proteintranslationsrate von Vorteil sein
kann. In E.coli führt das Fehlen von Queuosin gar zu einer verringerten Bindungseffizienz
der tRNATyr zum Ribosom.263 Möglicherweise werden in diesen Geweben Proteine ex-
primiert, welche auf eine langsamere Translation an diesen Kodons angewiesen sind, um
fehlerhaften Faltungen vorzubeugen.264 Es muss sich also nicht zwingend ein Nachteil aus
einer langsameren Translation ergeben. Genauso besteht das Problem der Fehltranslation
des GGC-Kodons nicht, sofern die exprimierten Gene hauptsächlich eines der anderen
drei Glycin-Kodons verwenden.
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2.3 Ausblick

2.3.1 Syntheseweg von 2-Methylthioadenosin

Die Ergebnisse in dieser Arbeit unterstützen die These, dass die de-novo-Synthese von
ms2A über i6A und ms2i6A verläuft. Hierbei wird vermutlich die Prenylgruppe des ms2i6A’s
auf eine nicht bekannte Weise entfernt. Das Enzym, welches hierfür verantwortlich ist,
konnte in dieser Arbeit nicht identifiziert werden, dennoch wurde die Liste an Genpro-
dukten, die dafür in Frage kommen, auf unter 99 eingeschränkt. Die Ergebnisse legen
weiterhin nah, dass es sich um ein bisher nicht charakterisiertes Enzym mit einer nicht
charakterisierten Domäne handelt.
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Abbildung 2.14: Auf der Grundlage der hier präsentierten Ergebnisse werden die oben
abgebildeten Stoffwechselwege für ms2A beschrieben.

Eine Herausforderung in diesem Projekt ist, dass bereits die Verdauenzyme zu einem
ms2A-Signal beitragen. In allen weiteren Untersuchungen sollte deswegen eine größere
Menge RNA für die Messungen verwendet werden, um dieses Problem zu umgehen. Auf
diese Weise ließen sich die Erkenntnisse dieser Arbeit mit abschließender Gewissheit klä-
ren. In der E.coli Keio-Kollektion wurde immer ein Gen pro Stamm deletiert.219,220 Dies
ermöglicht es, die im LD-1-Stamm ausgeschalteten Genprodukte systematisch zu unter-
suchen. Auf diese Weise sollte sich ms2i6A-Dealkylase ermitteln lassen.

2.3.2 Queuosin

tRNA-queuosine-α-mannosyltransferase

Die durch Osaka beobachtete tRNA-queuosine-α-mannosyltransferase-Aktivität konnte
in dieser Arbeit nicht reproduziert werden. Dies liegt vermutlich an der Tatsache, dass die
tRNA-queuosine-α-mannosyltransferase kein sehr abundantes Enzym ist. Darauf deutet
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der Einsatz von 50 g Rattenleber in der Veröffentlichung von 1976 hin. Somit sollte der
Versuch mit 50 g Leber wiederholt werden.

Ein alternatives Experiment für die Identifizierung der Transferase, wäre die Erzeugung
eines RNA-Protein-Crosslinks. In Zellkulturen, deren DNA 6-Thioguganin enthielt, konn-
ten durch UV-A-Bestrahlung DNA-Protein-Crosslinks zu DNA-Reparatur- und DNA-
Replikationsenzymen erzeugt werden.265 Analog dazu könnte 6-Thioqueuin eingesetzt wer-
den, um die tRNA-queuosine-α-mannosyltransferase zu identifizieren. Dies würde über das
Zellkulturmedium in die tRNAs der Zelle eingebaut. Die anschließende UV-A-Strahlung
würde vermutlich ein Protein-RNA-Crosslinker katalysieren. Allerdings würden über diese
Methode alle mit Queuosin interagierenden Enzyme gecrosslinked. Somit eignet sich das
Experimentdesign gut, um andere bisher nicht identifizierte Enzyme wie den Queuintrans-
porter zu identifizieren. Die selektivere Alternative wäre, die tRNAAsp in vitro zu syntheti-
sieren und das 6-Thioquein über rekombinante eTGT einzubauen. Die tRNA könnte dann
an magnetischen Partikeln immobilisiert werden. Eine anschließende Inkubation mit Zell-
lysat unter UV-A-Bestrahlung könnte dann dafür sorgen, dass die Mannosyltransferase
an dem Partikel immobilisiert wird.

A B

Abbildung 2.15: QTRT1 in einem Komplex mit Queuin. A Die Kristallstruktur zeigt,
dass die zwei Hydroxylgruppen für ein weiteres Enzym zugänglich wären.B Bildausschnitt
von A; Cyclopentendiolrest Violett hervorgehoben. Abbildung mit PDB: 6H45 erstellt.
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Reyniers hat in einem Mäusemodell gezeigt, dass die tRNAAsp gegenüber der tRNAHis

bevorzugt mit Queuosin modifiziert wird.156 Diese Beobachtung ist bisher nicht erklärt.
Es scheint, dass die eTGT eine Präferenz für die tRNAAsp hat. Allerdings ist fraglich
was für die Diskriminierung sorgt. Denkbar ist, dass die Sequenzdiskriminierung in dem
eTGT Heterodimer aus QTRT1 und QTRT2 selbst angelegt ist. Es wäre allerdings auch
möglich, dass die tRNA-queuosine-α-mannosyltransferase zusammen mit dem katalytisch
aktiven QTRT1 ein Heterodimer bildet welches präferiert die tRNAAsp modifiziert. Eine
Kristallstruktur der QTRT1 im Komplex mit Queuin unterstützt diese Annahme. Die
Kristallstruktur zeigt, dass die C4-Hydroxylgruppe des Cyclopentendioldervats für das
Lösungsmittel frei zugänglich ist.266 Somit wäre also ein Einbau mit einer gleichzeiti-
gen Glykosylierung durch die tRNA-queuosine-α-mannosyltransferase nicht ausgeschlos-
sen. Es ist auch möglich, dass die tRNA-queuosine-α-mannosyltransferase ein Trimer mit
QTRT1 und QTRT2 bildet und so die Präferenz steuert. Aufbauend auf dieser Hypothe-
se könnte man die eTGT bzw. QTRT1 an einem magenetischen Partikel immobilisieren
und mit diesem die tRNA-queuosine-α-mannosyltransferase aus einem Zelllysat an dem
Partikel anreichern.

Organ- und Altersabhängige Queuosinlevel

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal umfassende Untersuchungen zu den Queu-
osin(derivaten) in einem Säugetier gezeigt. Daraus ergeben sich spannende neue Frage-
stellungen. So verändern sich die Queuosin-Level stark mit dem Alter. Dies hängt nach
Vermutung dieser Arbeit mit der Menge an mitochondrialen tRNAs zusammen. Des Wei-
teren stellt sich die Frage inwiefern der Modifikationsgrad der Q-tRNAs mit der Protein-
syntheserate korrelieren. Hier scheint sich eine umgekehrte Korrelation zu ergeben.

Es wäre also interessant, der Fragestellung nachzugehen, ob der Queuosinanstieg mit dem
Anteil an Mitochondrien in einer Zelle zunimmt. Sofern sich dieses bestätigt, wäre es in-
teressant der Frage nachzugehen, wie sich die Untermodifizerung auf die zytosolischen und
mitochondrialen tRNAs verteilt. Ist eine der beiden tRNA Spezies stärker betroffen oder
sind die tRNAs in der Zelle uniform von dem Mangel betroffen? Um das zu beantworten,
sollte der Modifizierungsgrad der zytosolischen und mitochondrialen tRNAsAsp,Asn,Tyr,His

bestimmt werden. Darüber hinaus sollte der Modifzierungsgrad der tRNAAsp,Asn,Tyr,His in
allen Organen bestimmt werden, um zu klären, ob die Q-tRNAs in der Leber, Milz und
Niere tatsächlich unvollständig modifiziert sind. Ferner wäre es interessant zu erfahren,
ob sich hier ein Zusammenhang mit dem Kodongebrauch der exprimierten Gene zeigt.

47



2.4. PUBLIKATION

2.4 Publikation
Timm T. Ensfelder,‡ Matthias Q. Kurz,‡ Katharina Iwan,‡ Simon Geiger, Sarah Matheisl,
Markus Müller, Roland Beckmann, Thomas Carell∗

(‡ Beitrag der Autoren zu gleichen Teilen.)

Prolog

Die vier kanonischen RNA-Basen können über Veränderungen des Basen- oder Ribo-
segerüst verändert werden. Einfache Derivatisierungen, wie Methylierungen, sind stark
verbreitet. Anhand der RNA-Modifikation m6A konnte in diesem Jahrzehnt gezeigt wer-
den, dass Modifikationen dynamisch sein können. Die Methylierung kann durch die Enzy-
me FTO und ALKBH5 oxidativ entfernt werden. Während FTO verschiedene Substrate
demethylieren kann, ist gleiches für ALKBH5 nicht bekannt. In der hier vorliegenden
Veröffentlichung konnten wir erstmals zeigen, dass ALKBH566-292 neben m6A auch in der
Lage ist, die ribosomale Modifikation m6

2A in vitro vollständig zu demethylieren.

Autorenbeitrag

Für diese Studie wurde die Expressionsmethode von ALKBH566-292, sowie dessen Aufreini-
gung von mir durchgeführt und optimiert. Die Enzymsassays mit den RNA-Oigonukleotide
und der ribosomalen RNA wurden von mir durchgeführt. Die enzymatischen Assays mit
den RNA-Oigonukleotide wurden anschließend per MALDI-ToF-Analyse von mir gemes-
sen. Mit der Hilfe von Sarah Mattheis wurden die Ribosomen aus HEK293T-Zellen isoliert.
Anschließend habe ich aus den Ribosomen ribosomale RNA für die enzymatischen Assays
isoliert. Die Ergebnisse wurden gemeinsam mit Matthias Kurz, Katharina Iwan, Sarah
Matheisl Markus Müller und Thomas Carell geplant und interpretiert.

Lizenz

Kopie mit Erlaubnis des Verlages.
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ALKBH5-induced demethylation of mono-
and dimethylated adenosine†

Timm T. Ensfelder,‡a Matthias Q. Kurz, ‡a Katharina Iwan, ‡a Simon Geiger,a

Sarah Matheisl,b Markus Müller, a Roland Beckmannb and Thomas Carell *a

RNA contains methylated A-base derivatives. A methylation to m6A

and then demethylation regulate homeostasis in mRNA. It is

assumed that m6A is mainly demethylated by the a-ketoglutarate

dependent oxidase ALKBH5. Here we show that ALKBH5 also

demethylates the dimethylated adenosine m6
2A, which is a non-

canonical base present in ribosomal RNA.

RNA contains a large number of modified nucleosides.1,2 Most
abundant throughout all RNA species are mono-methylated or
multiply methylated nucleosides.2 Particularly high levels of
methylated nucleosides are detected in transfer RNA (tRNA),
but also ribosomal RNA (rRNA) and messenger RNA (mRNA)
feature such non-canonical nucleosides.1,3 Basically, for all
canonical nucleosides methylated derivatives exist.1 They all
serve different functions.4 The methylated RNA nucleoside m6A
was first reported in mRNA in 19745,6 and is among the best
studied modifications within the set of methylated adenosines
(Fig. 1).7 Others8–14 and we15 have shown that the nucleoside
recruits and repels proteins to control the lifetime of the
corresponding mRNA. As such the nucleoside is directly involved
in regulating mRNA homeostasis.15 Particularly exciting is the
observation that the nucleoside m6A can be demethylated by
a-ketoglutarate dependent oxidases,16 which opens the possibility
that methylation and demethylation establish a new layer of
regulation to facilitate transcriptional control. In addition to
m6A, ribosomal RNA also contains the double methylated species
m6

2A, where two methyl groups are both situated at the exocyclic
N 6-heteroatom. Because the methyl groups are connected to a
heteroatom, this oxidation would allow oxidative double demethy-
lation of m6

2A in contrast to m2A and m8A, where the methyl

group resides on a carbon. Such sequential demethylations
performed by a single enzyme are known: for example, histone
demethylases are able to demethylate mono-, di- and even
trimethylated lysines.17,18 Here, we investigated if the Fe2+-,
a-ketoglutarate-dependent ALKBH5, which is known to demethylate
m6A, would be able to demethylate naturally occurring m6

2A as well.
In contrast to m6A, however, m6

2A is predominately, if not
exclusively, found in a conserved sequence context of the small
ribosomal subunit.2,3 For this study, we first investigated the
demethylation of small RNA strands containing m6A and m6

2A
in different sequence contexts with ALKBH566–292 in vitro.
Therefore, we synthesized the phosphoramidites of m6A
and m6

2A and subsequently used them for solid phase RNA
synthesis (SPOS) of oligoribonucleotides (ORN) 1–4 (Fig. 2). In this
study we inserted m6A and m6

2A into their natural sequence context,
i.e., 50-GGm6ACU-30 for m6A and 50-GUGm6

2A-m6
2ACUU-30 for m6

2A.
To address potential sequence bias during the enzymatic studies, we
also inserted m6A into the sequence of m6

2A and vice versa. In
addition to the investigation with pure oligonucleotides, the study
was furthermore complemented with the putative demethylation of
m6

2A in intact ribosomes and in human ribosomal rRNA.

Fig. 1 Selection of naturally occurring methylated adenosines in RNA.
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The His6-tagged protein human ALKBH566–292 enzyme was
overexpressed in E. coli BL21(DE3) from a pNIC28–Bsa4-
ALKBH566–292 plasmid19 using a modified procedure compared
to the literature20 data (see the ESI†) and isolated in one step
via Ni-NTA affinity chromatography. This procedure yielded the
protein in a purity of 90% (ESI,† Fig. S1). The buffer was changed
to the assay buffer (50 mM Tris HCl, pH 7.5, 15 mM KCl). Stock
solutions of diammonium-Fe(II)-sulfate and a-ketoglutarate were
prepared fresh for every assay and added to a final concentration
of 300 mM. ALKBH566–292 concentrations in the assay buffer were
either 10 or 16 mM. The corresponding oligonucleotides were
held constant at 10 mM. Exclusion of oxygen was not needed.
The solution was incubated at 37 1C for about 1 h (see the ESI†).
For analysing the demethylation reaction, we desalted the assay
solution using a Millipore MFt VSWP-membrane (0.025 mm)
and measured the molecular weight of the oligonucleotides
using MALDI-TOF mass spectrometry. The obtained data are
depicted in Fig. 2.

As expected, we observed complete demethylation of m6A in
both sequence contexts ORN-1 and ORN-2 (ESI,† Fig. S2A and B).
This is interesting because it shows that the oxidation of m6A,
putatively to the corresponding N 6-hydroxymethyl-A followed by
hydrolysis of the hemiaminal (Fig. 2A), has no observable sequence
bias under our conditions. In addition, we see that the demethyla-
tion proceeds also at two directly adjacent m6A to completion.

When we analysed the demethylation with the m6
2A strands

ORN-3 and ORN-4 (Fig. 2B and C), we obtained more complex
spectra. We could indeed detect demethylation but with a signifi-
cantly reduced efficiency. When m6

2A is placed in the context of
the m6A consensus sequence, the formation of the mono-
demethylated ORN-3 at 10 mM enzyme concentration is seen,
furthermore the fully demethylated ORN-3 (-2Me) is clearly visible
(Fig. 2B). The conversion is about 40%, estimated based on the
observed signal intensities. Demethylation in the rRNA context,
where two directly adjacent m6

2A occur, is shown in Fig. 2C.
At 10 mM and an incubation time of 1 h, mono-, di-, and tetra-
demethylations are observed. At a slightly higher enzyme concen-
tration, we detected all expected species with the loss of one–four
methyl groups. The loss of two methyl groups can yield two
different species, either one with m6A–m6A or one with m6

2A–A.
To address this issue, we further performed LC-MS analysis of the
ORN-4 assay mixture with and without a spike of ORN-2. Fig. 2D
shows that both species occur and the m6

2A–A product is the
favoured one. In summary, the data show that ALKBH566–292 is
able to fully demethylate an m6

2A–m6
2A sequence via oxidation

of all four methyl groups. Interestingly, the mono- and tri-
demethylated ORNs do not accumulate. We interpret this effect
as an indication that the first demethylation step is rate limiting,
while the demethylation of m6A proceeds quickly.

We next wanted to study if double-demethylation of m6
2A

is also possible on intact rRNA. To this end, we isolated
the ribosomes from HEK293T cells using ultracentrifugation
followed by rRNA isolation. The obtained ribosomes and rRNA
are more complex than the synthesized oligonucleotides
because they contain one m6A per subunit and in addition
the m6

2A–m6
2A sequence. These m6

2A positions are highly
conserved in all species with only very few exceptions.21 For
the analysis, due to the large size of the RNA strand, we
digested the RNA after the assay to the individual nucleosides
and measured all four canonical nucleosides plus the methylated
adenosines m6A and m6

2A via UHPLC-MS/MS using our
described procedure (see the ESI†). In order to obtain absolute
quantitative data, we synthesized the isotopologues of m6A and
m6

2A that were used for internal calibration (see the ESI†).
The obtained quantitative MS-data are compiled in Fig. 3. In
the control studies performed without enzymes, we clearly
detected the m6A and m6

2A nucleosides at the expected ratios
(two of each per rRNA). Upon addition of ALKBH566–292 in two
different concentrations, we see a clear and strong reduction of
the m6A signal, showing that in principle ALKBH566–292 is able to
demethylate m6A also in ribosomal RNA. Because the sequence
context is different, this result argues again that the activity of
ALKBH566–292 has no observable sequence preference. One has to
note that in these experiments ALKBH566–292 is present in great
excess over the used large rRNA. Interestingly, however, m6A
levels are not reduced to zero which we would expect based on
the observed full demethylation with the smaller RNA strands.
For m6

2A, we also see clearly reduced levels, showing that
ALKBH566–292 demethylated m6

2A also in rRNA. It is interesting
to note that at 16 mM enzyme concentration, in contrast to the
ORN, the resulting m6A values are higher than those observed at

Fig. 2 (A) Oxidation scheme of methylated adenine by ALKBH5 with R
being a hydrogen or a methyl group. (B and C) MALDI-TOF spectra of ORN
3–4 and their demethylation products (-xMe) at different concentrations
of ALKBH566–292. The sodium signals in the spectra are marked with an ‘‘x’’.
(D) HPL chromatogram of the incubation of ORN-4 with 16 mM ALKBH566–292

(black line) and with a spike of ORN-2 (red line).
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10 mM, despite lower m6
2A levels. We hypothesize that the

observed m6A levels are the hemi-demethylated intermediates
that are obtained when ALKBH566–292 oxidizes and demethylates
m6

2A. The sum of residual m6A and m6
2A levels never exceeds the

starting values of m6
2A (Fig. 3D), showing that the full demethy-

lation of m6
2A occurs and that all the original m6A was likely

demethylated as well.
ALKBH5 is an a-ketoglutarate-dependent oxidase that was

shown to demethylate m6A in mRNA. We investigated here if
the enzyme is able to demethylate also the double-methylated
m6

2A, which is known to occur in the small subunit of the
ribosome. We also wanted to know if the enzyme is in addition
able to demethylate m6A in rRNA. We show that ALKBH5
demethylates m6A in basically all sequence contexts, when used
at an equimolar ratio or higher, even when two m6A bases are
adjacent to each other. It also demethylates m6

2A both in rRNA
and in small ORNs. Here, in general demethylation occurs and
the mono-demethylated intermediate (ORN3/ORN4 -1Me; Fig. 2D
and E) is detectable. This is very interesting because it shows that
the enzyme releases its substrate after the first demethylation
step. Since the demethylation of the mono-methylated com-
pound m6A is much more efficient compared to m6

2A, one
would expect direct conversion of m6

2A into adenosine if the
substrate is not released. We speculate that the substrate release
after the first demethylation could be required to reload another
a-ketoglutarate co-substrate into the active site. It is unclear if
the demethylation of m6

2A ALKBH566–292 is a process that occurs
in nature. We suspect that the small amount of observed
demethylation at approximately 100-fold excess of the enzyme
relative to the added rRNA speaks against this possibility.
Indeed, when we performed the demethylation studies with
assembled ribosomes, demethylation did not occur. This makes
demethylation of intact ribosomes unlikely, but it still leaves the
possibility that demethylation occurs during rRNA maturation

similar to the insertion of non-canonical nucleosides into mRNA
upon mRNA maturation.
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Fig. 3 Quantification data of m6A and m6
2A upon incubation with

ALKBH566–292 at different concentrations. (A) For quantification, isotope
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sugar moiety. Panel (B) represents the amount in ribosomes and (C) the
amount in rRNA. The dashed lines shown in (C) indicate the sum of residual
m6A and m6

2A.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Geräteliste

Tabelle 3.1: Geräteliste der in dieser Arbeit verwendeten Geräte.
Bezeichnung Firma
Autoklaven
VX-65 Systec
Laboklav SHP Steriltechnik AG
Zentrifugen
5424 R, Eppendorf

Rotor: FA-45-24-11
5427 R, Eppendorf

Rotor: FA-45-30-11
5702, Eppendorf

Rotor: A-4-38
5810 R, Eppendorf

Rotor: A-4-62
Sorvall RC 6 plus Thermo Fisher Scientific

Rotor: Fiberlite F10-4×1000 LEX
Rotor: SS-34

Inkubationsschüttler
Innova® 44 Incubator Shaker Series New Brunswick Scientific
Inkubationshaube TH 30 Edmund Bühler GmbH
Inkubatoren
Incucell 55 MMM Medcenter Einrichtungen GmbH
INE 500 Memmert
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Inkubator für Zellkulturen Binder
pH-Meter
MP 220 Basic MP220 Basic pH Meter Mettler Toledo
Gelkammern
Gelkammer Mini PROTEAN Tetra System Bio-Rad
PerfectBlue Gelsystem Mini S peqlab
PerfectBlue Gelsystem Mini L peqlab
Netzteile
PowerPacTM Basic Bio Rad
Gewebe- und Zellaufschluss
Ultraschallgerät Sonoplus UW2070 Bandelin
Schwingmühle MM 400 Retsch
Thermocycler
Mastercylcer® personal Eppendorf
Geldokumentation
E-Box VX5 Vilber
LAS-3000 Fujifilm
Reinstwassersystem
arium® pro DI Satorius AG
Proteinreinigung
ÄKTA™ pure 25 GE Healthcare Life Sciences
mit UV-Detektor U9-D
Speed-vac und Eiskondensator
Alpha 2-4 LD Plus Christ
AVC 2-33 IR Christ
CT 04-50 SR Christ
Sonstige Geräte
Pipet-Aid XP Drummond Scientific
Pipetus® Hirschmann Laborgeräte
Thermomixer Comfort Eppendorf
Thermomixer C Eppendorf
Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Vortex-Schüttler VWR International
Nanodrop ND-1000 Spektrophotometer Peqlab
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F12-MA Kälte-Umwälzthermostat Julabo
HerasafeTM KS Thermo Fisher Scientific
Blender 8011EB HGB2WT Waring

3.1.2 Medien, Puffer und Lösungen

Medien und Nährböden zur Bakterienkultivierung sowie Puffer für molekularbiologische
Arbeiten wurden vor dem Gebrauch bei 121 °C autoklaviert. Nicht autoklavierbare Lö-
sungen wurden steril filtriert (Porengröße: 0,22 µm).

Tabelle 3.2: Medien die Kultivierung von Bakterienkulturen.
Bezeichnung Zusammensetzung
LB-Medium 0,50 % (w/w) Hefeextrakt; 1,00 % (w/w) Trypton;

0,50 % (w/w) Natriumchlorid
LB-Agar 0,50 % (w/w) Hefeextrakt; 1,00 % (w/w) Trypton;

0,50 % (w/w) Natriumchlorid; 1,50 % (w/w) Agar
Antibiotisches Medium 3
(ABM3)

0,15 % (w/w) Fleischextrakt 0,15 % (w/w) Hefeextrakt,
0,50 % (w/w) Trypton; 0,10 % (w/w) Dextrose; 0,35 %
(w/w) Natriumchlorid; 10 % (v/v) ABM3-Puffer

ABM3-Puffer (Sterilfil-
triert)

3,68 % (w/w) Dikaliumhydrogenphosphat; 1,32 %
(w/w) Kaliumhydrogenphosphat
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Tabelle 3.3: Lösungen und Medienkomponenten für die Kultivierung von humanen Zell-
kulturen. Für die Medien wurden Produkte der Firmen Sigma Aldrich (Merck),
Thermo Fisher Scientific und Silantes.
Kurzname Voller Name; Hersteller; Katalognummer
RPMI RPMI 1640 Medium; Sigma Aldrich; R0883
RPMI (o.G.) RPMI 1640 Medium ohne Glukose; Thermo Fisher Scien-

tific; 11879020
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Sigma Aldrich; D5921
FBS Fötales Rinderserum (englisch Fetal Bovine Serum); Thermo

Fisher Scientific; 10500064
Ala-Gln Alanyl-glutamine; Sigma Aldrich; G8541
Pen-Strep Penicillin-Streptomycin; Sigma Aldrich; P0781
PBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline; Sigma Aldrich;

D8537
d-Glukose-13C6 d-Glukose-13C6; Silantes; 302204100
d-Galaktose-13C6 d-Galaktose-13C6; Sigma Aldrich; 605379
d-Mannose-13C6 d-Mannose-13C6; Sigma Aldrich; 605379

Tabelle 3.4: Medien für die Kultivierung von humanen Zellkulturen. Es wurden die
in Tabelle 3.3 aufgeführten Komponenten verwendet. Den Medien mit einer speziellen
Zuckermischung wurde eine Mischung aus Galaktose und Glukose bzw. Mannose und
Glukose hinzugegeben. Die finale Konzentration je Hexose war 11 mM. In den Medien
wurde immer ein Paar aus einer 13C6- und eine nicht markierten Hexose eingetzt.
Bezeichnung Zusammensetzung
RPMI Medium 88 % (v/v) RPMI; 10 % (v/v) FBS; 1 % (v/v) Pen-Strep; 1 %

Ala-Gln
DMEM Medium 88 % (v/v) DMEM; 10 % (v/v) FBS; 1 % (v/v) Pen-Strep;

1 % Ala-Gln
Schweres RPMI Medi-
um Gal/Glc

88 % (v/v) RPMI (o.G.); 10 % (v/v) FBS; 1 % (v/v) Pen-
Strep; 1 % Ala-Gln; 11 mM d-Galaktose(-13C6); 11 mM
d-Glukose(-13C6)

Schweres RPMI Medi-
um Man/Glc

88 % (v/v) RPMI (o.G.); 10 % (v/v) FBS; 1 % (v/v)
Pen-Strep; 1 % Ala-Gln; 11 mM d-Mannose(-13C6); 11 mM
d-Glukose(-13C6)
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Tabelle 3.5: Puffer und Lösungen, die für die Agarose-Gelelektrophorese verwendet wur-
den.
Bezeichnung Zusammensetzung oder Hersteller
1x TAE-Puffer 40 mM TRIS; 0,1 mM EDTA; pH 8,0
RNA Loading Dye (2×) New England Biolabs; N0362
peqGREEN DNA/RNA binding dye VWR; 732-3196

Tabelle 3.6: Lösungen für die TBE-Polyacrylamid-Gelelektrophorese.
Bezeichnung Zusammensetzung
10×TBE-Puffer 0,89 M TRIS; 0,89 M Borsäure; 0,02 M EDTA
2×TBE-Ladepuffer 20 % (v/v) 10x TBE-Puffer; 300 mM Ficoll; 149 µM

Bromphenolblau; 372 µM Xylene Cyanol FF; 7 M Urea
TBE-Lösung (12 %) 4,2 ml Urea (8 M); 4,8 ml Rotiphorese® Sequenzier-

gel Konzentrat (Sigma Aldrich; 3043,1) 0,05 ml APS
(10 % (w/v)); 0,005 ml TEMED

Tabelle 3.7: Spezielle Puffer für die Proteinreinigung.
Puffer Bezugsquelle
Puffer MTA 10 mM TRIS-HCl (pH 7,5); 10 mM MgCl2; 1 mM ED-

TA; 1 mM DTT; 10 % Glycerin (v/v)
Puffer MTL 50 ml Puffer MTA mit einer Tablette PMSF
Puffer MTB 10 mM TRIS-HCl (pH 7,5); 10 mM MgCl2; 1 mM ED-

TA; 1 mM DTT; 10 % Glycerin (v/v); 400 mM NaCl
10×MTR Enzympuffer 75 mM TRIS-HCl (pH 7,5); 25 mM MgCl2

3.1.3 Größenstandards

Tabelle 3.8: Verwendete Größenstandards.
Marker Bezugsquelle
Low Range ssRNA Ladder (N0364) New England Biolabs
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3.1.4 Stämme und Zelllinien

Tabelle 3.9: Verwendete E.coli Stämme.
Stamm Bezugsquelle
E.coli BW25113 National Bioresource Project
E.coli JW0658-KC (∆ miaB) National Bioresource Project
E.coli JW1319-KC (∆ ogt) National Bioresource Project
E.coli JW2200-KC (∆ alkB) National Bioresource Project
E.coli JW2201-KC (∆ ada) National Bioresource Project
E.coli JW4129-KC (∆ miaA) National Bioresource Project
E.coli JW5105-KC (∆ ybiX) National Bioresource Project
E.coli ME5109 (∆ rpsL) National Bioresource Project
E.coli ME5110 (∆ (yjgR-yjjA)) National Bioresource Project
E.coli ME5125 (siehe unten) National Bioresource Project

Genetisches Profil von ME5125 ∆ (yjgR-yjjA, yqjL-b3122, yabC-arcC, yjcD-cadC, yiaH-
yibI, rhsB-yiaE, yeeE-mrp, yccC-yceE, ygaD-b2740, intA-emrB, yejO-alkB, ompC-yfaA,
yfaE-b2275, ycjD-b1505, hipA-b1579, b0245-tauD, galM-ybjZ::tet, bla, cat)

Tabelle 3.10: Verwendete Zelllinie.
Zellinie Langname Bezugsquelle
HEK293T Human Embryonic Kidney 293T ATCC

3.2 Mikrobiologische und Zellkulturmethoden

3.2.1 Vorkulturen

Für die Vorkulturen wurden bis zu 50 ml LB–Medium verwendet. Als Selektionsmarker
wurde Kanamycin (50 µg/ml) eingesetzt. Die Vorkulturen wurden bei 37 °C und 210 upm
über Nacht inkubiert. E.coli ME5109, ME5110, ME5125 wurden in ABM3-Medium kul-
tiviert.

57



3.2. MIKROBIOLOGISCHE UND ZELLKULTURMETHODEN

3.2.2 Hauptkulturen

Hauptkulturen (Kanamycin (50 µg/ml)) wurden mit der Vorkultur auf eine Zelldichte
von OD600 0,05 angeimpft und bei 37 °C und 210 upm bis zu der gewünschten Zelldichte
kultiviert. E.coli ME5109, ME5110, ME5125 wurden in ABM3-Medium kultiviert.

3.2.3 Stammerhaltung

500 µl Zellkultur wurden mit 500µl sterilem Glycerin (50 % (v/v)) versetzt, gemischt und
in flüssigen Stickstoff gefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

3.2.4 Zellkultur

Die in dieser Studie verwendeten Zelllinien wurden in einer mit Wasserdampf gesättigten
Atmosphäre bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Als Kultivierungsmedien wurden entwe-
der Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) oder Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) (Tabelle 3.4) verwendet. Bei einer Konfluenz von 70 % wurden die Zellen passa-
giert.

Dafür wurde das Medium zunächst entfernt und eine variables Volumen Dulbecco’s Phos-
phate Buffered Saline (PBS) wurde auf die Zellkulturplatte gegeben, um Mediumrückstän-
de zu entfernen. Das PBS wurde entfernt und eine variable Menge Trypsinlösung hinzu-
gegeben. Es erfolgte eine Inkubation bei 37 °C. Schwach adhärente Zelllinien (HEK293T)
wurden 1 min inkubiert. Das Volumen war abhängig von der Größe der Zellkulturplat-
te. Die Zellen wurden durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gegen die Wand der
Zellkulturplatte vereinzelt. Anschließend wurde die Zelllösung in ein 50 ml Reaktionsge-
fäß überführt und die Zellen für 3 min bei 300 × g und Raumtemperatur pelletiert. Das
Medium wurde entfernt und die Zellen wurde durch die Zugabe von neuem Medium resus-
pendiert. Entweder wurde bereits Medium in die Zellkulturplatte vorgelegt oder die Zellen
wurden direkt in der notwendigen Menge Medium resuspendiert. Der Verdünnungsfaktor
hing dabei von der Anzahl der gewünschten Kultivierungsdauer und der jeweiligen Zell-
linie ab. Abschließend wurde die Zellsuspension in das neue Kultivierungsgefäß gegeben
und gleichmäßig verteilt. Die Inkubation fand anschließend wie oben beschrieben bis zur
nächsten Passagierung statt.
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Isotopenfütterung

Um zu ermitteln, welche Hexose in das Queuosin der tRNAAsp eingebaut wurden, wurden
HEK293T-Zellen in verschiedenen schweren RPMI-Medien (siehe Tabelle 3.4) kultiviert.
Die schweren RPMI-Medien enthielten jeweils zwei Monosaccharide. Eine der beiden He-
xosen war vollständig C13-isotopenmarkiert, die andere entsprach dem natürlichen Isoto-
penverteilungsmuster. Es wurden schwere RPMI-Medien mit folgenden Hexosekombina-
tionen verwendet:

• d-Mannose-13C6, d-Glukose

• d-Mannose, d-Glukose-13C6

• d-Galaktose-13C6, d-Glukose

• d-Galaktose, d-Glukose-13C6

1,3 mio HEK293T-Zellen wurden auf einer p60-Zellkulturschale ausgesät. Die Kultivierung
fand für 18 – 21 h in RPMI-Medium bei 37 °C und 5 % CO2 statt. Anschließend wurde das
Medium entfernt und gegen schweres RPMI-Medium ausgetauscht. Die Inkubation fand
unter den oben angegebenen Bedingungen für 30, 60 und 180 min statt. Nach dem Ablauf
der jeweiligen Zeit wurde das Medium entfernt und die Zellen wurde vorsichtig mit Hilfe
von PBS von der Zellkulturschalte abgelöst und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt.
Darauf folgte die Pelletierung bei 1 min, 500 × g, 4 °C. Das PBS wurde entfernt und das
Zellpellet sofort durch 1 ml TRI Reagent® resuspendiert. Die 30 min Messpunkte wurden
für 40 min inkubiert, die 60 min und 180 min für 5 min. Die weitere Isolation der RNA
erfolgte wie in Abschnitt 3.3.2 (Allgemeine Schritte) beschrieben, durchgeführt.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Mäuse für Organstudien

Für die Organstudien wurden je drei männliche Mäuse von der selben Mutter verwendet.
Die neugeborenen Mäuse waren ein Tag alt, die adulten waren drei Monate und fünf Tage
alt.
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3.3.2 RNA Isolation

Spezifische Schritte

Alle RNA Isolationen wurden mit der TRI Reagent® Lösung von Sigma-Aldrich durch-
geführt. Der Aufschluss der Proben war vom Ausgangsmaterial abhängig und wird im
Folgenden beschrieben.

Escherichia coli : Die Zellkultur wurde zunächst bei 3.220 × g, 4 °C für 20 min zentrifu-
giert. Nach der Entfernung des Überstandes wurde das Zellpellet sofort in TRI Reagent®
resuspendiert. Das Resuspendieren erfolgte mit Hilfe eines Vibrationsmischers. Anschlie-
ßend wurde die Lösung 10 min inkubiert.

Das Verhältnis von TRI Reagent® zu den Zellen war abhängig davon, ob die gesamte
RNA isoliert werden sollte oder RNA in der kleiner RNAs angereichert (small enriched
total RNA (setRNA)) sind. Sofern die gesamt RNA isoliert werden sollte, wurde 1 ml TRI
Reagent® je 1 ml Zellkultur (OD600 2,5) eingesetzt. Bei der Isolation von angereicherter
RNA wurden je Milliliter Kultur (OD600 2,5) 100 µl TRI Reagent® eingesetzt.

Zellkultur: Das Kultivierungsmedium wurde zunächst entfernt. Anschließend wurden
die Zellen mit PBS gewaschen, um alle Rückstände des Mediums zu entfernen. Danach
wurden die Zellen direkt mit TRI Reagent® von der Zellkulturflasche geerntet. Es wurde
ein Verhältnis von 1 ml TRI Reagent® pro p60 bzw. T25 verwendet. Bei einer größeren
Zellkulturflasche wurde entsprechend hochskaliert. Es wurde je 1 ml der Lösung in ein
2 ml Reaktionsgefäß gegeben und 10 min inkubiert.

Zelllinien wie HEK293T, die leicht von der Zellkulturflasche abgelöst werden können, wur-
den bereits mit dem PBS von der Flasche abgelöst. Die Zelllösung wurde dann in ein 2 ml
Reaktionsgefäß überführt und durch das Zentrifugieren (1 min, 500 × g,4 °C) pelletiert.
Das PBS wurde entfernt und die Zellen direkt in TRI Reagent® resuspendiert. Anschlie-
ßend wurden sie 10 min inkubiert.

Gewebe: Das Gewebe wurde direkt bei der Organentnahme in 50 – 100 mg große Stücke
geteilt und in ein 2 ml Reaktionsgefäß gegeben. Es wurde dann unmittelbar in flüssigen
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Stickstoff gefroren. Die Lagerung fand bei -80 °C statt. Die gefrorenen Proben wurden
nach der Entnahme vom Lagerungsort direkt mit TRI Reagent® versetzt. Pro 50 – 100 mg
wurde 1 ml TRI Reagent® eingesetzt. Die Probe wurde anschließend mit Hilfe der Schwing-
mühle aufgeschlossen. Dies erfolgte durch einen vierminütigen Aufschluss bei 20 Hz mit
anschließender Wiederholung für eine Minute bei 30 Hz. Bei schwer aufzuschließenden
Gewebeproben erfolgte eine weitere einminütige Wiederholung bei 30 Hz. Anschließend
wurde das Lysat in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß übertragen.

Allgemeine Schritte

Die weiteren Schritte waren für alle gleich und werden unten beschrieben.

Die Lösung wurde nach der Inkubation mit 200 µl Chloroform versetzt mit Hilfe des Vi-
brationsmischers gemischt und anschließend 15 min bei 12.000 × g und 4 °C zentrifugiert.
Anschließend wurde die obere klare Phase in eine neues 2 ml Reaktionsgefäß überführt.
Die überführte Phase wurde mit 500µl Isopropanol versetzt und gut gemischt. Die Fäl-
lung der RNA fand bei -20 °C über Nacht gefällt. Die Proben wurden direkt für 30 min
bei 21.130 × g und 4 °C pelletiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen. Danach
wurde 1 ml 75 % (v/v) kalter Ethanol (-20 °C) hinzugegeben und abermals für 20 min
bei 21.130 × g und 4 °C. Die letzten drei Schritte wurden zwei weitere Male wiederholt.
Der Überstand wurde abermals abgenommen und das Pellet wurde bis zur Trockenheit
an der bei Raumtemperatur getrocknet. Danach wurde das Pellet in membrangefiltertem
Wasser gelöst.

3.3.3 RNA Fällung

Sofern die isolierte RNA mit Phenol verunreinigt war wurde eine Natriumacetat-Fällung
durchgeführt. Hierfür wurde die Lösung mit dem 0,1 fachen Volumen einer 5 M Natriu-
macetatlösung (pH-Wert nicht eingestellt) versetzt und gut gemischt und für 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde der Lösung das 2,5 fache Volumen abso-
luten Ethanols hinzugegeben, gemischt und über Nacht bei -20 °C gefällt. Mindestens aber
für zwei Stunden bei -80 °C. Darauffolgend wurde die Lösung für 20 min bei 21.130 × g
und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und es wurde ein variables Volu-
men 75 % (v/v) kalter Ethanol (-20 °C) hinzugeben. Es folgte eine weitere Zentrifugation
bei 21.130 × g, 4 °C für 20 min. Die letzten drei Schritte wurde ein weiteres Mal wie-
derholt und anschließend die Lösung, ohne das Pellet zu berühren, entfernt. Das Pellet
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wurde bis zu der Trockenheit bei Raumtemperatur getrocknet. Danach wurde das Pellet
in Membran-gefiltertem Wasser gelöst.

3.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Es wurden 1,5 % Agarosegele verwendet um RNA-Fragmente der Größe nach aufzutren-
nen. 1,5 % Agarose (w/v) wurde in 1 × TAE-Puffer gegeben und in der Mikrowelle für
einige Minuten bis zum Schmelzen erwärmt. Vor dem Gießen wurde das Gel mit 0,004 –
0,006 % (v/v) peqGREEN gemischt. Zu den Proben wurde das selbe Volumen Ladepuffer
(RNA Loading Dye) hinzugegeben. Der Größenstandard wurde ebenfalls für jedes Gel
frisch angesetzt. 2 µl Größenstandard wurden mit 8 µl Ladepuffer gemischt. Anschließend
wurden die Proben als auch der Größenstandard für 2 min bei 90 °C denaturiert und da-
nach sofort auf Eis gestellt. Die Größenauftrennung erfolgte für 60 min bei 100 V. Puffer,
Ladepuffer und Größenstandards sind in Tabelle 3.5 und 3.8 aufgeführt.

3.3.5 TBE-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Das TBE-Polyacrylamidgel wurde nach dem Rezept in Tabelle 3.6 angesetzt und im Guss-
rahmen ausgehärtet. Nachdem das Gel in die Elektrophoresekammer übertragen wurde,
wurde die Kammer mit 1:10 verdünnten 10×TBE-Puffer gefüllt. Dann wurde zunächst
eine Elektrophorese ohne Proben für 20 min, 15 mA durchgeführt. Danach wurden die
Taschen durch direktes Reinpipettieren des 1×TBE-Puffers gespült. Die Proben sowie
der Größenstandard wurden mit dem gleichen Volumen 2×TBE-Ladepuffer gemischt. Die
Proben wurden geladen und es erfolgte eine Elektrophorese bei einem Konstanten Ampe-
rewert von 15 mA für 80 min. Nach der Elektrophorese wurde das Gel entnommen und
in 100 ml 1×TBE-Pufferlösung mit 10 µl SYBR-Green für 20 min gefärbt.

3.4 Proteinschemische Methoden

3.4.1 Organentnahme und -aufschluss

Die Leber einer ein Monat alten Maus wurde bei der Organentnahme direkt in 50 – 100 mg
schwere Teile zerlegt und in je ein 2 ml Reaktionsgefäß mit 1 ml vorgelegtem Puffer MTL
überführt. Das Reaktionsgefäß wurde auf Eis gelagert. Die Gewebestücke wurde mit Hil-
fe einer Schwingmühle zerkleinert. Dies erfolgte durch zwei vierminütige Aufschlüsse bei
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20 Hz mit anschließender Wiederholung für eine Minute bei 30 Hz.

Eine Alternative zu der oben genannten Methode war der Aufschluss über das Pürieren.
Hierbei wurde die Leber direkt bei der Entnahme in 50 ml Puffer MTL überführt. Der
Aufschluss erfolgte durch mehrmaliges Pürieren. Dabei wurde der Pürierer mit mehreren
Pausen bedient, um ein wärmer werden der Lösung bestmöglich zu verhindern. Die Puffer
sind in Tabelle 3.7 aufgeführt.

3.4.2 Abtrennen der Zelltrümmer und Dialyse

Die Trennung der nicht löslichen Proteine und Zelltrümmer von den löslichen Proteinen
erfolgte bei 38.000 × g, 4 °C für 90 min. Anschließend wurde der Überstand vorsichtig
in eine neues 50 ml Gefäß überführt. Der Überstand wurde durch einen Spritzenvorsatz-
filter mit einer 0,2µm Zellulose-Acetat-Membran filtriert, um größere nicht abgetrennte
Schwebstoffe zu entfernen. Das filtrierte Lysat wurde dann in eine Dialysekassette (Po-
rengröße: 3,5 kDa) überführt. Die Dialyse erfolgte für eine Stunde gegen 2 L und dann
über Nacht gegen 2 L bzw. 5 L Puffer MTA. Puffer sind in Tabelle 3.7 aufgeführt.

3.4.3 Proteinreinigung

Das dialysierte Lysat wurde über eine Säulenchromatografie gereinigt. Hierfür wurde das
ÄKTA pure System der Firma Ge Healthcare verwendet. Es wurde eine HiTrap-
DEAE-FF-Säule (5 ml) der gleichen Firma eingesetzt. Die Säule wurde auf den Puffer
MTA äquilibriert. Der Probenauftrag fand über einen 50 ml Superloop der gleichen Firma
statt. Nach dem Probenauftrag wurde die Säule mit fünf Säulenvolumen Puffer MTA
gewaschen. Anschließend wurde mit Puffer MTB linear über 20 Säulenvolumen eluiert.
Die Fraktionsgröße während des Probenauftrags undWaschschrittes betrug 50 ml während
der Elution 3 ml. Puffer sind in Tabelle 3.7 aufgeführt.

3.4.4 Enzym Assay

Die Enzymversuche wurden basierend auf einer Veröffentlichung von Okada (Abbildung
2) durchgeführt.193 Der Enzym Assay sollte die verschiedenen Fraktionen auf die tRNA-
queuosine β-mannosyltransferase-Aktivität testen. Das Endvolumen des Reaktionsansat-
zes betrug 400 µl, wovon 100 µl aus der jeweiligen Fraktion waren. Die finalen Puffer-
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bedingungen waren 10 µM Tris-HCl (pH 7,5), 5 µM MgCl2, 1 µM GDP-Mannose, 0,5 –
0,7 A260 setRNA (siehe Abschnitt 3.3.2 (Escherichia coli)) und ein variabler Anteil an
NaCl der durch die jeweilige Fraktion hinzu kam. Durch die Zugabe von 40 µl 10 × MTR
Enzympuffer (siehe Tabelle 3.7) wurden die Pufferbedingungen stabil gehalten. Der Säu-
lenfluss lag die ganze Zeit über bei 2,5 ml/min. Die Reaktion wurde durch die Zugabe der
GDP-Mannose gestartet. Sie wurde für zwei Stunden bei 37 °C durchgeführt und durch
einfrieren (-20 °C) gestoppt. Als Versuchsreferenz für die Analyse diente ein Leerversuch
in dem alle Bestandteile außer der GDP-Mannose zugegeben wurden.

3.4.5 RNA Extraktion

Die Proben wurden durch Vakuumkonzentrator auf ein Volumen von 20 – 50 µl einge-
engt. Anschließend wurden sie mit 500 µl TRI Reagent® und 200 µl Chloroform versetzt.
Alle weiteren Schritte wurden wie in Abschnitt 3.3.2 (Allgemeine Schritte) beschrieben
durchgeführt.

3.5 Methoden der Veröffentlichung
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1. General methods 

Acetonitrile for HPLC-purification of nucleoside standards and oligonucleotides were purchased from 

VWR. Triethylamine and acetic acid (glacial) for HPLC buffer preparation was purchased from Sigma-

Aldrich resp. from Fisher Scientific. Water of LC-MS grade was purchased from Honeywell. Acetonitrile 

of LC-MS grade was purchased from Carl Roth GmbH + Co. KG. Formic acid was purchased from Fluka, 

p.a. for mass spectrometry. Water was purified by an arium® pro DI Ultrapure Water System from 

Satorius Stedim biotech. Nuclease S1 (Aspergillus oryzae) was obtained from Sigma Aldrich, snake 

venom phosphodiesterase I (Crotalus adamanteus) from USB corporation and antarctic phosphatase 

from New England Biolabs. 

 

2. RNA-oligonucleotide solid Phase Synthesis 

The phosphoramidites of m6A and m6
2A were synthesised according to literature1, 2 

The m6A and m6
2A containing RNA oligonucleotides were synthesised on an ABI 394 DNA/RNA 

Synthesizer (Applied Biosystems) using typical reagent concentrations [detritylation: 3% dichloroacetic 

acid in DCM (emp biotech), activator: 0.3 M benzylthiotetrazole in MeCN (Link Technoligies), capping: 

Capping A (ABI) & Capping B (ABI) solution (J.T. Baker), oxidation: Oxidizing (ABI) solution (J.T. Baker)]. 

The oligonucleotide synthesis were carried out on 1 µmol scale with CPG carriers (SynBase CPG 

1000/110) and 0.1 M solutions in MeCN of TBDMS-protected standard RNA phosphoramidites (U, 

dmf-G, Ac-C and Bz-A) obtained from Link Technologies. Both modified phosphoramidites, m6A and 

m6
2A were incorporated into RNA using the standard protocol but the coupling times were increased 

to 20 min. 

After synthesis, the CPG material from the cartridges were treated with 1 mL of AMA solution 

(28% NH4OH in H2O/ 40% MeNH2 in H2O, 1:1) first at room temperature for 5 min and secondly at 65 °C 

for 5 min to ensure complete cleavage of the oligonucleotide from the resin and basic deprotection. 

The AMA solution was removed in vacuo. The residue was dissolved in DMSO (100 µL) and Et3N·3HF 

was added and the mixture was heated to 65 °C for 90 min. After the addition of a NaOAc solution 

(3 M, pH=5.5, 25 µL) the oligonucleotides were precipitated by addition of n-BuOH (1 mL) and cooling 

to -80 °C for 12 h. The suspension was centrifuged at 4 °C with 21130 x g for 60 min to pelletise the 

crude oligonucleotides. Further purification and analysis of the final product was performed on a 

Waters HPLC system (preparative HPLC: 1525 with 2487 UV detector, analytical HPLC: Waters Alliance 

2695 with PDA 2996) with Nucleodur C-18 Columns from Macherey Nagel. The used gradient was 

0.1 M Triethylammonium actetate in water and 80% MeCN. The purified oligonucleotides were 



desalted using Sep-Pak C18 Classic Cartridges (Waters) before further usage and the identity was 

confirmed by MALDI-ToF-MS.  

RNA oligonucleotide sequences 

ORN-1: 5’-G-G-m6A-C-U-3’ 

ORN-2: 5’-G-U-G- m6A - m6A -C-U-U-3’ 

ORN-3: 5’-G-G-m6
2A-C-U-3’ 

ORN-4: 5’-G-U-G- m6
2A - m6

2A -C-U-U-3’ 

3. Biochemical methods 

Ribosome isolation by Ultracentrifugation and rRNA isolation 

Native ribosomes were isolated from pelleted HEK 293T cells. 10∙107 cells were resuspended in 6 mL 

of lysis buffer (50 mM Tris·HCl pH 7.5, 300 mM NaCl, 6 mM MgCl2, 0.5% NP-40 Substitute, 0.2 U/µL 

RNasin). Lysis was performed by incubating the cells in lysis buffer for 30 min at 4 °C. Cell debris was 

removed by centrifugation (Eppendorf FA-45-24-11 rotor, 5 min, 12000 x g, 4 °C). The supernatant was 

than incubated with a final Puromycin concentration of 1 mM for 15 min at RT and another 15 min at 

4 °C. After the incubation the supernatant was loaded on sucrose cushion buffer (50 mM Tris·HCl 

pH 7.5, 300 mM NaCl, 6 mM MgCl2, 30% (w/v) sucrose, 0.2 U/µL RNasin). The ribosomes were pelleted 

by centrifuging for 15 h 30 min (Beckman Coulter TLA 120.2, 24001 x g, 4 °C). 

The supernatant was removed. The pellet was resuspended in resuspension buffer (50 mM Tris·HCl 

pH 7.5, 150 mM NaCl, 6 mM MgCl2, 3.48% (w/v) sucrose) over a time of 2 h on ice. Any possible 

impurity was removed by another centrifugation (Eppendorf FA-45-24-11 rotor, 1 min, 12000 x g, 4 °C). 

The ribosome concentration was determined by measuring the A260. The rRNA was isolated from the 

ribosome solution using the Monarch® Total RNA Miniprep Kit by NEB according to its protocol.  

Protein expression and purification 

A pNIC28-Bsa4 vector which is encoding an N-terminal His6-tagged ALKBH566-292, was transformed into 

Escherichia coli BL21 (DE3). Expression was performed in ZYM-5052 auto induction medium without 

trace metals, for 3 h at 37 °C and 17 h to 20 h at 20 °C and 300 rpm. The cells were harvested by 

centrifugation (Thermo Fisher Scientific Fiberlite™ F10-4 x 1000 LEX rotor, 11970 x g, 4 °C, 8 min) and 

stored at -20 °C. A ratio of 10:1 (1 mL buffer per 0.1 g pellet) was used to resuspend the cell pellet in 

lysis buffer (50 mM Tris·HCl pH 7.5, 150 mM KCl, 10 mM Imidazol). Furthermore cOmplete™ EDTA free 

protease inhibitor (Sigma-Aldrich) and Lysozyme were added. After an incubation of 30 min on ice, the 

cells were lysed by sonification on ice. The cell debris was removed by centrifugation (Thermo Fisher 

Scientific Sorvall SS-34 rotor, 38720 x g, 4 °C, 30 min). The lysate was filtered and applied to a HisTrap 

HP (5 mL) by GE Healthcare. To remove unspecific binding proteins the column was washed with 8% 



elution buffer (50 mM Tris·HCl pH 7.5, 150 mM KCl, 365 mM imidazole). Elution was performed with a 

step gradient over ten column volumes. Purification was evaluated with a 15% SDS-PAGE (Marker 

Thermo Scientific PageRuler Unstained Protein Ladder #26614). On average the purity was at 90% after 

one step. The buffer was changed to the assay buffer (50 mM Tris·HCl pH 7.5, 15 mM KCl) via dialysis 

overnight. After dialysis the enzyme solution was centrifuged for 5 min at 21130 x g and 4 °C to remove 

precipitated protein. The enzyme concentration was evaluated with Bradford. 

 

M PageRuler Unstained Protein Ladder 

1 Fraction 1 

2 Fraction 2 

3 Fraction 3 
 

Supplementary Figure 1 ALKBH5 after one purification step. Fraction 2 was used for the enzyme assay with 

ORN-1 to ORN-4. Estimated purity is 90%. 

ALKBH5 enzyme assay 

ALKBH566-292 was always used directly without freezing it for storage. Every assay was performed in a 

volume of 50 µL and as a triplicate. Only the assay with rRNA and 16 µM ALKBH5 were performed as a 

duplicate. The final assay mixture was 50 mM Tris·HCl pH 7.5, 15 mM KCl, 2 mM L-ascorbate, 300 µM 

α-ketoglutarate, 300 µM diammonium iron(II) sulfate hexahydrate complex. Assays with native 

ribosomes did contain 150 mM KCl instead of 15 mM and also contain sucrose and MgCl2 with a final 

concentration of 3.48% (w/v) and 6 mM. In all assays with rRNA, a murine RNase inhibitor was added 

with a final concentration of 1 U/µL. The L-ascorbate, α-ketoglutarate and diammonium iron(II) sulfate 

hexahydrate solutions were made afresh. The concentration of the synthetic RNA oligonucleotides 

(ORN 1-4) was 10 µM. The rRNA concentration was 101.5 nM (11.9 µg) and ribosome concentration 

was 250 nM. The enzyme concentration was either 10 µM or 16 µM ALKBH566-292. 

All assays with ORNs or rRNA were incubated at 37 °C for 1 h. Assays with native ribosomes were 

incubated in a Thermomixer for 4 h at 37 °C and 1000 rpm. Assays with rRNA and native ribosomes 

were immediately stored at -20 °C for further RNA extraction. Every assay with synthetic RNA 

oligonucleotides was directly desalted (up to 30 min) on a Merck Millipore MF™ VSWP-membrane 

(0.025 µM) for an analysis by matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) mass spectrometry. 

A 3-Hydroxypicolinic acid (3-HPA) matrix was used. The native ribosomes and rRNA extraction from 

the assays was done with the Monarch® Total RNA Miniprep Kit by NEB.  

 



 

Supplementary Figure 2 (A and B) MALDI-ToF spectra of ORN-1 and ORN-2 and their demethylation products 

(-xMe) at different concentrations of ALKBH566-292. The sodium signals in the spectra are marked with an “x”. 

4. Analytical methods 

RNA digestion 

1.0 μg of RNA in 35 μL H2O were digested as follows: An aqueous solution (7.5 μL) of 480 μM ZnSO4, 

containing 18.4 U nuclease S1 (Aspergillus oryzae, Sigma-Aldrich), 5 U Antarctic phosphatase (NEB) and 

specific amounts of labelled internal standards ([D3]-m6
2A, [D3]-m6A) were added, and the mixture was 

incubated at 37 °C for 2 h. After addition of 7.5 μL of a 520 μM [Na]2-EDTA solution, containing 0.15 U 

snake venom phosphodiesterase I (Crotalus adamanteus, USB corporation), the sample was incubated 

for 2 h at 37 °C and then stored at −20 °C. Prior to UHPLC-MS/MS analysis, samples were filtered by 

using an AcroPrep Advance 96 filter plate 0.2 μm Supor (Pall Life Sciences).  

UHPLC/MS-MS analysis of RNA samples.  

Quantitative UHPLC-MS/MS analysis of digested RNA samples was performed using an Agilent 1290 

UHPLC system equipped with a UV detector and an Agilent 6490 triple quadrupole mass spectrometer. 

For exact quantification of m6A and m6
2A internal quantification with the stable isotope dilution 

technique was developed (Supplementary Fig. 2 and Supplementary Tab. 2 and 3). The canonical 

nucleosides (C, U, G, A) were measured and quantified with the UV-detector (Supplementary Tab. 3). 

The source-dependent parameters were as follows: gas temperature 80 °C, gas flow 15 L/min (N2), 

nebulizer 30 psi, sheath gas heater 275 °C, sheath gas flow 11 L/min (N2), capillary voltage 2,500 V in 

the positive ion mode and nozzle voltage 500 V. The fragmentor voltage was 380 V. Delta EMV was set 

to 500 (positive mode). Compound-dependent parameters are summarized in Supplementary Table 1. 

Chromatography was performed by a Poroshell 120 SB-C8 column (Agilent, 2.7 μm, 2.1 mm × 150 mm) 



at 35 °C using a gradient of water and MeCN, each containing 0.0075% (v/v) formic acid, at a flow rate 

of 0.35 mL/min: 0 →6 min; 0 →6.0% (v/v) MeCN; 6 →7 min; 6.0 →40% MeCN; 7 →10.8 min; 40 →80% 

MeCN; 10.8 →12.50 min; 80% MeCN; 12,50 →13.50 min; 80 →0% MeCN; 13.5 →15 min; 0% MeCN. 

The effluent up to 1.1 min and after 14 min was diverted to waste by a Valco valve. The autosampler 

was cooled to 4 °C. The injection volume was amounted to 39 μL. 

Determination of extinction coefficients 

For the following absolute internal quantification of nucleosides the exact concentration of the 

isotopically labeled internal standards needs to be known. In order to measure the concentrations one 

needs to determine the extinction coefficients first. For this determination, m6A and m6
2A were diluted 

in D2O as well as the reference nucleoside U. The absorbance of all three solutions were measured as 

technical quintuplets on the NanoDrop 1000 Spectrophotometer for the λmax of each nucleoside. 

Subsequently, a 1:1 mixture of m6A and U as well as m6
2A and U was prepared, each mixture as a 

technical triplicate. Following 1H-NMR measurements of these mixtures resulted in specific ratios of 

the amount n (m6A) to the amount n (U), respectively n (m6
2A) to n (U). 1H-NMR spectra were recorded 

on Bruker Avance III HD 800 MHz. By applying the Beer-Lambert law one can calculate the actual 

concentration c (U) solution with the literature known extinction coefficient (ελ). With the ratio of n 

(U) to n (m6A), respectively n (U) to n (m6
2A), one can calculate the concentrations c (m6A) and c (m6

2A) 

in each solution. Applying again the Beer-Lambert law results in the desired extinction coefficients of 

the two nucleosides ελ (m6A) and ελ (m6
2A) at a specific wavelength λ (see Supplementary Table 1).  

Quantification of nucleosides 

In order to obtain the internal calibration curves for exact quantification, each standard, namely 

[D3]-m6A and [D3]-m6
2A was analyzed in comparison to the corresponding non-labelled nucleoside with 

constant concentration. Technical triplicates were measured and the linear regression was applied 

using Origin® 6.0 (MicrocalTM). Therefore, the ratio of the area under the curve of unlabeled nucleoside 

(A) to the labelled standard (A*) was plotted against the ratio of the amount of unlabeled nucleoside 

(n) to the labelled one (n*) (see Supplementary Fig. 2). In order to obtain the UV calibration curves for 

quantification of the canonical nucleosides, namely C, U, G and A were measured in a concentration 

series. For every nucleoside two different solutions were diluted with a dilution factor of two in order 

to get five different concentrations for every nucleoside, which were measured as technical triplicates. 

The UV area under the curve (A) was plotted against the amount of the nucleoside (n) (see 

Supplementary Tab. 3). Acceptable precision (< 20% relative s.d. within each triplicate) and accuracy 

(80-120%) was achieved for all calibration curves. The accuracy is calculated as the ratio of the 

measured to the calculated ratios of the areas (A/A*) under the curves in percent. The ratios of the 

areas (A/A*) can be calculated by using the linear equations for the corresponding ratio of amount 



(n/n*). The lower limit of detection was defined as the detected amount, which is three times higher 

than the blank response (LOD). The lower limit of detection (LLOQ) and the upper limit of detection 

(ULOQ) are the lowest, respectively the highest amount (n) and ratio of the amounts (A/A*) fulfilling 

the requirements of the corresponding linear equation.  

LC-MS analysis of ORN-4 

The analysis of the ORN-4 assay with 16µM ALKBH566-292 were analyzed by LC-ESI-MS on a Thermo 

Finnigan LTQ Orbitrap XL and were chromatographed by a Dionex Ultimate 3000 HPLC system with a 

flow of 0.15 mL/min over a Phenomenex SynergiTM 2.5µm Fusion-RP 100 Å C18 column. The column 

temperature was maintained at 30 °C. The used eluting buffers were buffer A (10 mM NH4OAc in H2O 

(pH 7)) and buffer B (MeCN). The elution was monitored at 260 nm (Dionex Ultimate 3000 Diode Array 

Detector). The chromatographic eluent was directly injected into the ion source without prior splitting. 

Ions were scanned by use of a positive polarity mode over a full-scan range of m/z 120-2000 with a 

resolution of 30000.  

 

Supplementary Figure 3 HPL chromatogram of the incubation of ORN-4 with 16 µM ALKBH566-292 (black line) 

and with a spike in of ORN-2 (red line). The measured mass of the different species is shown in square brackets 

([M+3H]+3)  

  



5. Supplementary Tables 

Supplementary Table 1 Determined extinction coefficients for m6A and m6
2A. 

compound ελmax (λmax) [L∙mol-1∙cm-1] ελ=260nm[L∙mol-1∙cm-1] 

m6A 15474 (267 nm) - 

m6
2A 19047 (274 nm) 12623 

 

Supplementary Table 2 Compound-dependent LC-MS/MS-parameters used for the analysis of RNA. CE: 

collision energy, CAV: collision cell accelerator voltage, EMV: electron multiplier voltage. The nucleosides were 

analyzed in the positive ([M+H)]+ species) ion selected reaction monitoring mode (SRM).  

compound Precursor 

ion (m/z) 

MS1 

Resolution 

Product 

Ion (m/z) 

MS2 

Resolution 

Dwell 

time 

[ms] 

CE 

(V) 

CAV 

(V) 

Polarity 

  Time segment 2.4-14 min    

[D3]-m6
2A 299.15 Wide 167.11 Wide 60 2 5 Positive 

m6
2A 296.14 Wide 164.11 Wide 60 2 5 Positive 

[D3]-m6A 285.14 Wide 153.10 Wide 60 2 5 Positive 

m6A 282.12 Wide 150.08 Wide 60 2 5 Positive 

 

 

Supplementary Table 3 Compound-dependent LC-MS/MS ranges of the corresponding linear equations. 

compound n (ULOQ) [pmol] n (LLOQ) [pmol] A/A* (ULOQ) A/A* (LLOQ) 

m6
2A 3.104 0.049 4.13 0.040 

m6A 1.709 0.053 1.18 0.029 



 

 

Supplementary Figure 4 Internal calibration curves for the exact quantification of m6
2A (A) and m6A (B) with 

the corresponding linear equation and coefficient of determination. 

 

 

Supplementary Table 4 Compound-dependent UV ranges and the corresponding linear equations of the 

canonical nucleosides. 

compound linear regression n (ULOQ) [pmol] n (LLOQ) [pmol] 

C y=0.28955x+0.17515 791 24.7 

U y=0.45953x-0.34086 792 24.7 

G y=0.56985x-0.91256 792 24.7 

A y=0.62408x-0.10334 659 20.6 

 

 

Supplementary Figure 5 UV Chromatogram (blue) and MS trace (red: natural modification; black: isotopically 

labelled standard) of rRNA are shown, upon incubation with 16 µM ALKBH566-292 (B) and without ALKBH566-292 (A). 
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Abbildung 3.1: Abbildung der Organe mit dem jeweils höchsten und niedrigsten Modi-
fikationslevel im adulten Alter (M3) für alle drei Modifikationen.
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Abbildung 3.2: Referenzabbildung zu Abbildung 1.2. Die Positionen der Basen in der
humanen ribosomalen Untereinheit wurden mit Hilfe der Datenbank 3D Ribosomal Mo-
dification Maps ermittelt.26 A Abbildung der humanen kleinen Untereinheit aus der Ein-
leitung (PDB: 6QZP). B Abbildung der kleinen Untereinheit von Thermus thermophilus
(PDB: 1J5E).
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Abkürzungsverzeichnis

°C Grad Celsius
× g Mehrfaches der Erdbeschleunigung

µ Mikro (10-6)
A Ampere
Abb. Abbildung
Ahr Alcohol dehydrogenase
APS Ammoniumperoxodisulfat
Arg, R Arginin
bp basepair, Basenpaar
Brenda Braunschweig enzyme database
cmnm5Um 5-Carboxymethylaminomethyl-2-O-methyluridin
CO2 Kohlenstoffdioxid
ddH2O didestilliertes Wasser
dH2O destilliertes Wasser
DIM1 Dimethyladenosine transferase
Dnmt2 tRNA (cytosine(38)-C(5))-methyltransferase
D-Stamm Dihydrouracil-Stamm
DTT Dithiothreitol
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
ExPASy Expert Protein Analysis System
f6A 6-Formyladenosin
Fe Ferrum, Eisen
Fig. Figure
g Gramm
GALK Galaktokinase
GALM Galaktose Mutarotase
GALT Galactose-1-phosphate uridylyltransferase
Glu, E Glumaninsäure
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Gly, G Glycin
h hours, Stunden
hm6A 6-Hydroxymethyladenosin
Hz Hertz
i6A Ntextsuperscript6 -Isopentenyladenosin
IdnD L-idonate 5-dehydrogenase
IdnO 5-keto-D-gluconate 5-reductase
IgoD L-galactonate-5-dehydrogenase
KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
L Liter
LB Lysogeny broth
Lys, K Lysin
m Milli (10-3)
M mol×L-1

m/z Massenzahl pro Ladungszahl
m1A 1-Methyladenosin
m3T 3-Methylthymin
m3U 3-Methyluridin
m6

2Am N6-2-O-methyladenosin
min minute, Minute
ml Milliliter
ms2hn6A 2-Methylthio-N 6-hydroxynorvalyl-carbamoyladenosine
ms2io6A 2-Methylthio-N 6-4-hydroxyisopentenyladenosine
ms2t6A 2-Methylthio-N 6-threonylcarbamoyladenosine
ms2i6A 2-Methylthio-N 6-isopentenyladenosine
MtaB Threonylcarbamoyladenosine tRNA methylthiotransferase MtaB
NAD+/NADH Nicotinamidadenindinukleotid
NADP+/NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
ncm5Um 2’-O-Methyl-5-carbamoylmethyluridin
Nsun2 RNA cytosine C(5)-methyltransferase NSUN2
OD600 Optische Dichte bei einer Wellenlänge von 600 nm
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis (Polyacrylamidgelelektrophorese)
pH potentia Hydrogenii
Phe, F Phenylalanin
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
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PreQ0 7-Cyano-7-deazaguanine
PreQ1 7-Aminomethyl-7-deazaguanine
QueA S-adenosylmethionine: tRNA ribosyltransferase-isomerase
SAM S-Adenosylmethionin
SDS sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
t6A N textsuperscript6-threonylcarbamoyladenosine
Tab. Tabelle
TAE Tris-Acetat-EDTA
TBE Tris-Borat-EDTA
TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan
TRIS-HCl TRIS Hydrochlorid
upm Umdrehungen pro Minute
UV-VIS Ultraviolett-visible
UxuA Mannonate dehydratase
V Volt
v/v volume/volume (Volumen/Volumen)
Val, V Valin
w/v weight/volume (Gewicht/Volumen)
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0.1 Schematic illustration of the ms2A biosynthesis pathway based on the data
presented in this thesis. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . VII

0.2 Schematische Darstellung der Biosynthese von ms2A, auf Grundlage der in
dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . IX

1.1 A Die fünf Basen leiten sich jeweils von dem Purin- bzw. Pyrimidingerüst
ab. B Nummerierungsschema von RNA-Modifikationen. Neben der Base
selbst kann auch die Hydroxylgruppe an der zweiten Position der Ribo-
se methyliert werden. C Rechts: 6-Methyladenosin (m6A), als ein Beispiel
für eine einfache Purinmodifikation. Links: 5-Carboxymethylaminomethyl-
2’-O-methyluridine (ncm5Um) als ein Beispiel für eine komplexe Pyrimidin-
modifikation (Hypermodifikation). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2

1.2 Darstellung der humanen kleinen ribosomalen Untereinheit (PDB: 6QZP).
Die Helix 44 ist in Altrosa und die Helix 45 in Grün dargestellt. A Ansicht
von oben. Auf der linken Abbildung sind A1850, A1851 dargestellt. Die Infor-
mation für die Abbildung wurden teilweise der Veröffentlichung von Zorbas
entnommen.23 B Seitliche Ansicht. Des Weiteren sind A1824, A1825 und C1331

dargestellt. Sie entsprechen A1492, A1493 und C1054 in den PDB-Einträgen
(1J5E, 3OTO) aus der Publikation von Demicri.24 Eine Referenzabbildung
befindet sich im Anhang. C Struktur von N6,N6-Dimethyladenosin. . . . . 4

1.3 Generelles Reaktionsschema einer Fe(II)/αKG abhängigen Dioxygenase. . . 7
1.4 Darstellung der aktiven Taschen von ALKBH5 und FTO. Die Triade und

das Mangan(II) sind in Rosa und Violett dargestellt. Das Mangan(II) ist
ein Kristallisationsersatz für Eisen(II). Das m6A und die mit ihm wech-
selwirkenden Aminosäuren sind in grün. Das α-Ketoglutarat und die mit
ihm wechselwirkenden Aminosäuren sind blau dargestellt. Links: Aktive
Tasche von ALKBH5 mit α-Ketoglutarat (PDB: 4NRO). Rechts: Aktive
Tasche von FTO mit m6A und N-Oxalylglycin (PDB: 5ZMD). . . . . . . . 8
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1.5 Links: Die generalisierte Sekundärstruktur der tRNA. Rechts: Eine sche-
matische Darstellung der tRNA Tertiärstruktur. Beide Abbildungen wur-
den basierend auf Abbildungen in der Literatur erstellt.108,109 . . . . . . . . 10

1.6 Gruppe der ms2A-Modifikationen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
1.7 Möglicher Syntheseweg von ms2A. Oben: Indirekter Weg über i6A und

ms2i6A. Unten: Direkter Weg aus Adenosin. . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
1.8 Struktur von Queuosin. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.9 Struktur der Queuosinderivate. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
1.10 Oben: Verkürzt dargestellte de novo Synthese in Prokaryoten. Mitte:

Mögliche Substrate welche von Eukaryoten in die Zelle transportiert wer-
den. Zellkulturexperimente haben gezeigt, dass Zellen in der Lage sind die
freie Base Queuine aufzunehmen. Unten: Bisher bekannter Weg in Euka-
ryoten. Transporter sind nicht bekannt. Die Rolle von DUF2412 ist ver-
mutet,171 aber nicht experimentell bestätigt. Wege die theoretisch möglich
sind, aber Experimentell nicht gezeigt wurden sind in hellem violett gehalten. 16

1.11 Abbildung der vermuteten Regio- und Stereoisomere des Mannosylqueuos-
ins. A zeigt die beiden Stereoisomere der Homoallylvariante und B die der
Allylvariante. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

2.1 Strukturformeln von i6A, ms2A und ms2A. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
2.2 Massenspektrometrische Messung der i6A-, ms2i6A- und ms2A-Werte in

E.coli BW25113 (Wildtypreferenz), ∆miaA und ∆miaB. Zweimalige Mes-
sung einer biologischen Probe durch Mirko Wagner. Für die ms2A-Modifi-
kation gibt es keine Kalibrationskurve, weshalb die Werte auf E.coli Wild-
typ (BW25113) normalisiert wurden. Die ms2A-Werte in den MiaA- und
MiaB-Kockout-Stämmen liegen unter dem lower limit of detection (LLOD).
Nicht detektierte Modifikation sind mit ND (Nicht detektiert) gekennzeich-
net. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

2.3 Massenspektrometrische Messung der i6A-, ms2i6A- und ms2A-Werte in
E.coli ME5109 (Wildtypreferenz), LD-1 (ME5110) und LD-16 (ME5125).
Einfache Messung einer biologischen Probe durch Mirko Wagner. Für die
ms2A-Modifikation gibt es keine Kalibrationskurve, weshalb die Werte auf
den E.coli Wildtyp (ME5109) normalisiert wurden. . . . . . . . . . . . . . 27
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2.4 Level an leichtem (+ 0) und schwerem (+ 6) Galaktosylqueuosin. A: Isoto-
penfütterung mit Galaktose und Glukose. Links: Galaktose-13C6 und Glu-
kose (s-Man-Medium). Rechts: Galaktose, Glukose-13C6 (l-Man-Medium).
B: Isotopenfütterung mit Mannose und Glukose. Links: Mannose-13C6 und
Glukose (s-Man-Medium). Rechts: Mannose, Glukose-13C6 (l-Man-Medium). 30

2.5 Stoffwechselwege von Glukose, Mannose und Galaktose im Menschen. Die
Abbildung wurde Grundlage der Informationen auf der KEGG-Datenbank
erstellt.240–242 Violette Pfeile beschreiben den direkten Weg der Hexose zu
ihrer aktivierten Form. Rosa Pfeile beschreiben einen Umwandlungsweg
von einer Hexose zu einer anderen. Der Leloir-Stoffwechselweg ist beige
unterlegt. Über ihn wird Galaktose zu UDP-Glukose umgewandelt. Stoff-
wechselwege in die eine Substanz eingeschleust werden kann sind ebenfalls
in beige gehalten. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

2.6 Level an leichtem (+ 0) und schwerem (+ 6) x-Queuosin. A: Isotopen-
fütterung mit Galaktose und Glukose. Links: Galaktose-13C6 und Gluko-
se (s-Man-Medium). Rechts: Galaktose, Glukose-13C6 (l-Man-Medium). B:
Isotopenfütterung mit Mannose und Glukose. Links: Mannose-13C6 und
Glukose (s-Man-Medium). Rechts: Mannose, Glukose-13C6 (l-Man-Medium). 32

2.7 Abbildung der vermuteten Regio- und Stereoisomere des Mannosylqueuos-
ins. A zeigt die beiden Stereoisomere der Homoallylvariante und B die der
Allylvariante. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

2.8 Dargestellt sind die Ergebnisse der Koinjektionen für α-manQ und β-manQ.
Alle Versuche wurden mit Gesamt-RNA aus Mäuseleber durchgeführt. Von
oben nach unten wie folgt abgebildet: UV-VIS-Spektralphotometriespur;
Gesamt-RNA-Messung ohne eine Zugabe von einem Standard; Gesamt-
RNA-Messung mit Zugabe von α-manQ-Standard; Gesamt-RNA-Messung
mit Zugabe von β-manQ-Standard. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35

2.9 Dargestellt ist das Ergebnis der Koinjektion β’-manQ-Standard. Alle Ver-
suche wurden mit Gesamt-RNA aus Mäuseleber durchgeführt. In dieser
Versuchsreihe wurde ein längerer Gradient eingesetzt. Von oben nach un-
ten wie folgt abgebildet: UV-VIS-Spektralphotometriespur; Gesamt-RNA-
Messung ohne eine Zugabe von einem Standard; Gesamt-RNA-Messung
mit Zugabe von β’-manQ-Standard. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
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2.10 Bild einer Agarose-Gelelektrophorese und TBE-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese. A Agarose-Gelelektrophorese (Gel: 1,5 %, für 60 min bei 100 V),
verwendeter Marker: NEB Low Range ssRNA Ladder, Bahn 1: setRNA
aus E.coli. B selbes Bild wie in A, allerdings mit erhöhtem lokalen und
globalen Kontrast sowie angepassten Schwarzwerten, um schwache Banden
sichtbarer zu machen. C TBE-Polyacrylamid-Gelelektrophorese der selben
Probe. TBE-PAGE 12 %, für 80 min bei 15 mA,verwendeter Marker: NEB
Low Range ssRNA Ladder. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38

2.11 UV-Chromatogramm. Die UV-Spuren sind in integrierter Form dargestellt.
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2.12 Queuosin-, Mannosylqueueuosin- und Galaktosylqueuosin-Level in sechs
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2.15 QTRT1 in einem Komplex mit Queuin. A Die Kristallstruktur zeigt, dass
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