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Abstract: In diesem Artikel f�hren wir eine Strukturvalidie-
rung von RNA-Phosphorothioat (PT)-Modifikationen durch,
von welchen vor Kurzem im Epitranskriptom von Bakterien
und Eukaryoten, einschließlich des Menschen, berichtet wurde.
Durch den Vergleich synthetischer PT-haltiger Diribonukleo-
tide mit nativen Spezies aus RNA-Hydrolysaten mittels hoch-
auflçsender Massenspektrometrie (MS), metabolisch stabiler
Isotopenmarkierung und PT-spezifischer Iodoxidation, wi-
derlegen wir die Existenz von PTs in RNA aus E. coli, S. ce-
revisiae, menschlichen Zelllinien und Mausgehirn. Dar�ber
hinaus erl�utern wir, wie 2’-O-methylierte Diribonukleotide
durch ein MS-Artefakt anf�nglich als RNA-Phosphorothioate
fehlidentifiziert wurden. Um die Strukturvalidierung neuer
Nukleins�uremodifikationen zu unterst�tzen, pr�sentieren wir
einen detaillierten Leitfaden f�r die MS-Analyse von RNA-
Hydrolysaten und betonen, wie das gew�hlte RNA-Verdau-
protokoll ein entscheidender Faktor bei der Entdeckung und
Quantifizierung von RNA-Modifikationen in biologischen
Proben sein kann.

Einleitung

Jede RNA wird zun�chst aus vier kanonischen Bausteinen
transkribiert, wobei in die Transkripte dann Modifikationen
aus einem Pool von �ber 170 bekannten chemisch modifi-
zierten Nukleotiden enzymatisch eingebracht werden. Diese
Modifikationen werden als Epitranskriptom zusammenge-
fasst.[1] Vor kurzem wurde die erste bekannte Modifikation

des Phosphatr�ckgrats in RNA beschrieben, welche sich
durch die Substitution eines Phosphatsauerstoffs durch
Schwefel auszeichnet. Diese nat�rlichen Phosphorothioate
(PT) wurden sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten
beschrieben.[2]

W�hrend native PTerst jetzt in RNA beschrieben wurden,
sind sie schon l�nger aus bakterieller DNA bekannt.[3] Der
Schwefel des PT verursacht eine Anf�lligkeit der Nuklein-
s�ure gegen�ber Oxidantien, was zu Strangbr�chen f�hrt.[4]

Diese Instabilit�t hat auch urspr�nglich zur Identifikation
schwefelhaltiger DNA mittels oxidativer Gelelektrophorese
gef�hrt,[5] lange bevor die Struktur der PT mittels Massen-
spektrometrie (MS) aufgekl�rt werden konnte.[3] Heute wird
Oxidationsempfindlichkeit ausgenutzt, um die Position von
PTs in bakteriellen Genomen bei Einzelnukleotidauflçsung
durch iodinduzierte Spaltung und nachfolgender Sequenzie-
rung zu bestimmen.[6] PTs werden durch einen speziellen
Enzymkomplex, DndABCDE, eingef�hrt,[7] wobei DndA
eine Cystein-Desulfurase darstellt. In E. coli wird DndA
manchmal auch durch die Desulfurase IscS ersetzt,[8] welche
f�r mehrere RNA Thiolierungsprozesse verantwortlich ist.[9]

Ungef�hr die H�lfte aller PT-haltiger Bakterien haben ein
zus�tzliches Set an Restriktionsenzymen, DndFGHI, als Teil
eines klassischen Restriktions-Modifikations-Systems.[10] In
manchen Bakterien wurde gezeigt, dass PT an der epigene-
tischen 6-Methyladenosin Modifikation der DNA beteiligt
sind, indem sie die DNA-Methyltransferase Dam beeinflus-
sen.[11] Die genomische Integration von PT ist f�r Mikroor-
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ganismen von Vorteil und von daher ist eine weite Verbrei-
tung von PT im menschlichen Mikrobiom nicht �berra-
schend.[12]

Die Entdeckung der letzten RNA-Modifikationen, ein-
schließlich PT in RNA, wurde durch detektionsempfindliche
MS-Analyse ermçglicht. Obwohl dieser Ansatz verh�ltnis-
m�ßig einfach ist und regelm�ßig �ber Fortschritte berichtet
wird,[13] bietet die enorme Sensitivit�t der modernen MS In-
strumente einige Fallstricke, welche �berwunden werden
m�ssen, um neuartige Strukturen in Nukleins�uren aufzu-
kl�ren. Jora et al. zeigten, dass nur in geringer Menge vor-
kommende Artefakte, die bei der enzymatischen RNA Hy-
drolyse entstehen, als neuartige RNA Modifikationen fehl-
interpretiert werden kçnnen.[14] Das urspr�ngliche RNA
Hydrolyseprotokoll von Crain und ihren Kollegen,[15] nutzte
eine zweistufige Hydrolyse, zuerst ein Verdau mit Nuklease
P1 (NP1) und Phosphodiesterase 1 (PDE1) bei pH 5, gefolgt
von einer Dephosphorylierung bei pH 8 mit alkalischer
Phosphatase. Eine heute viel genutzte Alternative ist die
Eintopfreaktion mit Benzonase, PDE1 und Phosphatase bei
pH 8.[16] Allerdings kann die labile, zyklische RNA Modifi-
kation N(6)-Threonylcarbamoyladenosin (ct6A) bei pH 8
epimerisieren und zu einigen Artefakten f�hren.[17] Des
Weiteren sind nicht alle der beim RNA Verdau verwendeten
Enzyme daf�r geeignet modifizierte Nukleotide zu hydroly-
sieren. Zum Beispiel sind Nuklease S1 oder P1 nicht in der
Lage m7G der mRNA 5’-m7GpppN Kappe zu schneiden, was
wiederum ausgenutzt wird, um die 5’-mRNA Kappe zu un-
tersuchen.[18] Andere Nukleasen, wie die PDE1, kçnnen so-
wohl die Kappenstruktur als auch die RNA-Phosphodiester-
bindung spalten, um m7G der Analyse zug�nglich zu machen.
Dies wurde von He und Mitarbeitern genutzt, um m7G der 5’-
Kappen von internen m7G in mRNA zu unterscheiden.[19]

In Anbetracht der großen Anzahl an RNA Modifkationen
und ihrer zunehmenden Bedeutung,[1] w�chst der Druck auf
Forschende, isobare und strukturell �hnliche Modifikationen
zu unterscheiden, sowie neue Strukturen pr�zise aufzukl�ren.
In dieser Arbeit pr�sentieren wir einen Leitfaden f�r die
Entdeckung und strukturelle Validierung neuer Modifikati-
onskandidaten in Nukleins�uren. Wir haben diesen Ansatz
auf die k�rzlich beschriebene RNA-Phosphorothioat-Modi-
fikation angewandt[2] und belegen hier, dass es sich bei der
Modifikation um die Nuklease-resistenten Diribonukleotid-
Spezies der 2’-O-methylierten Ribose handelt. Unser syste-
matischer Vergleich von RNA-Hydrolyseprotokollen unter-
streicht die zentrale Bedeutung des Hydrolyseschritts und der
strukturellen Validierung durch hochauflçsende MS und an-
deren Methoden, sowohl bei Experimenten zur Entdeckung
von neuartigen RNA-Modifikationen als auch bei der abso-
luten Quantifizierung von modifizierten Nukleosiden.

Ergebnisse und Diskussion

Die massenspektrometrische Analyse von DNA-Phos-
phorothiolierungen beruht auf der Hydrolysebest�ndigkeit
des PTs gegen�ber mehreren Nukleasen, einschließlich Nu-
klease P1 (NP1). Der Nukleaseverdau setzt PT-verkn�pfte
Dinukleotide aus der DNA frei und wird genutzt, um den

Dinukleotidkontext durch LC-MS zu quantifizieren und zu
charakterisieren.[3, 4] Wir beobachten die gleiche Stabilit�t
gegen�ber NP1 f�r synthetische PT-haltige RNA (Abbil-
dung S1) und somit ist eine LC-MS-Analyse von PT durch
NP1-Hydrolyse mit anschließendem Nachweis des PT-ver-
kn�pften Diribonukleotids mçglich.[2] Unter der Annahme,
dass PTs innerhalb aller mçglichen Kombination von kano-
nischen Nukleosiden auftreten kçnnen, m�ssen bei der Me-
thodenentwicklung 16 mçgliche PT-Diribonukleotidstruktu-
ren ber�cksichtigt werden. Zus�tzlich f�hrt die Thiolierung
des Phosphatr�ckgrats zu einem Stereozentrum und es sind
somit Rp- und Sp-Isomere jedes Dinukleotids mit einzube-
ziehen. Mit dem Ziel, eine schnelle und zuverl�ssige Methode
zur absoluten Quantifizierung nativer PTs in RNA zu ent-
wickeln, wurden alle 32 mçglichen Rp- und Sp PT-Dinu-
kleotide wie berichtet hergestellt[2] und ihre HPLC-Retenti-
onszeiten und MS-Charakteristiken mittels LC-MS/MS be-
stimmt (Abbildung S2). Anschließend analysierten wir die
totale RNA aus E. coli K12- und B7A-St�mmen, menschli-
chen Zelllinien (HEK 293) und Mausgehirngewebe auf das
Vorhandensein von PT-haltigen Diribonukleotiden. Die to-
tale RNA wurde zun�chst durch Grçßenausschlusschroma-
tographie nach etablierten Protokollen fraktioniert,[20] um die
tRNA, die 16S/18S kleine ribosomale RNA und die 23S/28S
große ribosomale RNA zu erhalten. Jede der Fraktionen
wurde dann mit NP1 hydrolysiert und mit der entwickelten
LC-MS-Methode analysiert.

Wir beobachteten die Signale von GpsG und CpsC, die
den synthetischen PT Molek�l- und Fragmentionen �hnelten,
in allen Hydrolysaten mit variabler H�ufigkeit, abh�ngig von
der Identit�t der jeweiligen RNA-Fraktion (Abbildung 1).
W�hrend sich das Signal f�r natives GpsG und das syntheti-
sche Rp-GpsG �berlappten, bemerkten wir bei den ver-
schiedenen RNA Spezies mehrere Signale f�r CpsC, von
denen nur eines mit dem synthetischen Rp-CpsC Standard
�bereinstimmte.

Die Ergebnisse von CpsC verlangten nach einer detail-
lierteren Analyse der nativen PT Dinukleotid-Signale durch
orthogonale UHPLC-MS/MS-Analyse mittels hochauflçsen-
der Massenspektrometrie (HRMS) und metabolischer Iso-
topenmarkierung. Die UHPLC-HRMS-Analyse mit geeig-
netem Lçsungsmittelgradienten, der aus E. coli B7A und S.
cerevisiae isolierten RNA, ergab eine Diskrepanz in den
Retentionszeiten der Dinukleotide im Vergleich zu den syn-
thetischen Standards f�r CpsC- und GpsG PT-Dinukleotide
(Abbildung 2). Das mutmaßliche CpsC-Dinukleotid eluierte
30 s sp�ter als der synthetische Rp PT-Standard, w�hrend das
mutmaßliche GpsG-Dinukleotid 60 s sp�ter eluierte als der
GpsG PT-Standard. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin,
dass es sich bei den aus E. coli und S. cerevisiae isolierten
Dinukleotiden um keine PT-haltigen Dinukleotide handelt.

Um die Identit�t der betrachteten Dinukleotide zu er-
mitteln, wurde totale RNA, sowohl aus E. coli B7A als auch
aus S. cerevisiae, extrahiert und zu einer Mischung aus
Ribonukleotiden und Diribonukleotiden verdaut, die die PTs
enthalten sollten. Die mutmaßlichen PT-haltigen Diribonu-
kleotide wurden mittels pr�parativer HPLC f�r die HRMS-
Analyse isoliert. Hochauflçsende Massenspektren wurden
durch Orbitrap-Massenspektrometrie sowohl f�r die synthe-
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tischen PT-Diribonukleotid-Standards, als auch f�r die aus
biologischen Proben isolierten Diribonukleotide erhalten.
Hierbei entdeckten wir eine Diskrepanz von 2 Da (Abbil-
dung 2). Unerwarteterweise ist die exakte Masse, die f�r das
native GpsG-Signal gefunden wurde, im Vergleich zu der
exakten Masse, die f�r synthetisches GpsG beobachtet wurde,
um 1.96017 Da leichter (Abbildungen 2B und S3A). Dar�ber
hinaus zeigte synthetisches GpsG das nat�rliche 34S-Signal
(4% bei M + 2), w�hrend das native GpsG dies nicht tat.

Die metabolische stabile Isotopenmarkierung aller Koh-
lenstoff-, Stickstoff- oder Schwefelatome wurde in E. coli K12
unter Verwendung des M9 Minimalmediums durchgef�hrt,
welches nur eine einzige Quelle f�r 34S, 13C bzw. 15N enthielt.
Anschließend wurde die RNA, wie bereits beschrieben, auf-
gereinigt und analysiert.[4, 13b, 21] Menschliche Zellen wurden,
wie k�rzlich beschrieben,[22] durch die Zufuhr von stabil Iso-
topen-markiertem 15N5-Adenin und/oder 15N2

13C5-Uridin
isotopenmarkiert. Die MS-Analyse von 34S-markierter E.
coli-RNA zeigte eine Abwesenheit von Schwefel im nativen
Analyten, was ein starker Hinweis gegen eine PT-Diribonu-
kleotidstruktur ist. Nachdem die Zellen in Anwesenheit von
L-Methionin-[2H3]-methyl wachsen gelassen wurden, zeigte
außerdem ein Signal bei m/z 646 das Vorhandensein einer
Methylgruppe im Diribonukleotid an (Abbildung 2B).[13b]

Eine vollst�ndige 15N- und 13C-Markierung in E. coli[13b] liefert
ebenfalls keinen Beleg f�r die mutmaßliche GpsG-Struktur.
�hnliche Ergebnisse wurden f�r stabile Isotopen-markierte
HEK-Zellen erhalten (Abbildung S3A), wo wir eine Methy-
lierungsmarkierung nach F�tterung von L-Methionin-[2H3]-
methyl (m/z 646) beobachteten. Der Massenanstieg von m/z
643 auf 651 (+ 8 Da) weist auf das Vorhandensein von zwei

15N4-markierten Guaninbasen hin, was die Art des Molek�ls
als kanonisches, phosphatgebundenes GG-Dinukleotid in
HEK-Zellen best�tigt. Das Vorhandensein von zwei Gua-
ninbasen wird zus�tzlich durch die Analyse der aus E. coli
extrahierten 15N-RNA unterst�tzt, die 10 Da schwerer ist, als
das Ausgangsmaterial, da hier die exozyklische Aminogruppe
zus�tzlich mit 15N markiert ist. Wir schließen aus diesen Da-
ten, dass es keine Anhaltspunkte f�r GpsG in E. coli, S. ce-
revisiae, menschlichen Zellen oder Gehirngewebe von M�u-
sen gibt. In Abbildung 2C konzentrierten wir uns auf die
multiplen Signale f�r CpsC, die durch gezielte LC-MS-Ana-
lyse nativer RNA erhalten wurden. HRMS von synthetischem
CpsC und nativem mutmaßlichem CpsC zeigten eine Mas-
sendiskrepanz von 0.97811 Da (Abbildungen 2 D und S3B).
Auch hier lieferte die stabile Isotopenmarkierung Hinweise
auf eine Methylgruppe anstelle eines Schwefels im Analyten.
Dar�ber hinaus weist die Massendifferenz zwischen unmar-
kierten und 15N-markierten Signalen auf das Vorhandensein
von nur f�nf Stickstoffatomen hin, w�hrend CpsC sechs hat.

Wir analysierten den entsprechenden Peak aus isotopen-
markierter HEK-RNA und best�tigten das Vorhandensein
einer Methylgruppe und zweier Pyrimidin-Ribonukleoside
(aufgrund der Massenzunahme von + 14, Abbildung S3B). In
der Mensch- und Maus-RNA wurden jeweils f�nf Signale in
der CpsC-MS-Analyse mit dem chromatographischen Ver-
fahren aus Abbildung 1 (Abbildung S3) gefunden. Das erste
Signal co-eluiert mit synthetischem Rp-CpsC, aber die
HRMS-Analyse dieses Signals ergab ein m/z von 564 und
damit die gleiche Massendiskrepanz von� 1 u, wie bei E. coli
und bei Peak 4 der HEK-Zellen in Abbildung S3. In �hnlicher
Weise verschwindet das Signal in Gegenwart von L-Methio-

Abbildung 1. Signale f�r RNA-Phosphorothioate unter Verwendung von Molek�lion-zu-Fragmention-Detektion bei der gezielten MS/MS-Analyse
von RNAs aus E. coli K12, HEK-Zellen und Maus-Gehirngewebe. Obere Reihe: GpsG-Analyse; untere Reihe: CpsC-Analyse. Die Struktur auf der
linken Seite zeigt den MS/MS-�bergang, der verwendet wurde, um das PT-enthaltende Diribonukleotid nachzuweisen. LC-MS-Chromatogramme:
grau, synthetische Standards f�r Rp-Isomere von GpsG und CpsC; schwarz, totale-RNA; rot, tRNA; lila, kleine rRNA Untereinheit (16S oder 18S);
blau, große rRNA Untereinheit (23S oder 28S).
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nin-[2H3]-methyl und es erscheint bei m/z 567 ein um 3 Da
schwereres Signal, was auf das Vorhandensein einer Methyl-

gruppe hindeutet. Die MS-Spektren aller anderen Peaks aus
der CpsC-Analyse zeigten nicht das erwartete m/z von 565 f�r
unmarkierte RNA, aber stattdessen das Signal f�r eine
schwere Methylgruppe (Abbildung S3C).

Die mit mehreren massenspektrometrischen Ans�tzen
erzielten Ergebnisse zeigen deutlich, dass es keine PT-halti-
gen Diribonukleotide in der RNA der vier betrachteten
Modellorganismen gibt, wobei es sich mit hçchster Wahr-
scheinlichkeit bei den modifizierten Spezies um 2’-O-methy-
lierte Dinukleotide handelt. Um ganz stringent die Anwe-
senheit von PTs in RNA zu �berpr�fen, haben wir die Sen-
sitivit�t von PTs gegen�ber der Oxidation durch Iod ausge-
nutzt. (Abbildung 3A). Dies wurde bereits f�r die PT-spezi-
fische Spaltung und anschließende Kartierung von PT-Stellen
in mikrobieller DNA bei der Next-Generation-Sequenzie-
rung verwendet.[6a] Um eine iodinduzierte Spaltung von
RNA-PTs nachzuweisen, synthetisierten wir ein 30-mer
RNA-Oligoribonukleotid mit einem genau definierten GpsG
PT und verifizierten zun�chst das Vorhandensein des GpsG
durch NP1-Verdau und UPLC-MS/MS-Analyse (Abbil-
dung 3B). Anschließend wurde die RNA mit Iod behandelt
und das Reaktionsgemisch mittels HPLC analysiert. Wie in
Abbildung 3C gezeigt, f�hrte die Iodbehandlung zur Bildung
von zwei k�rzeren Fragmenten von 10 nt und 20 nt L�nge, was
mit einer Spaltung durch Iod an der GpsG-Stelle �berein-
stimmt.

Wie bereits f�r DNA gezeigt,[3] finden wir auch in RNA
eine � 80 % Umwandlung der RNA in ein schneller eluie-
rendes 30-mer, welches mit einem synthetischem 30-mer ohne
PT koeluiert und 20 % Strangbr�che (Abbildung 3 C). Dies
steht im Einklang mit der iodinduzierten Desulfurisierung
von PT zu Phosphat.[3] Um den Verlust von GpsG in der io-
doxidierten RNA festzustellen, analysierten wir die Proben
nach Hydrolyse mittels UPLC-MS/MS, was den Verlust von
GpsG PT-haltigem Diribonukleotid best�tigte (Abbil-
dung 3D). Dieses Vorgehen wurde dann auf die totale RNA
aus E. coli B7A angewendet, welches Dnd-Gene f�r das
Einbringen von PT-Modifikationen in DNA besitzt, sowie auf
eine E. coli B7A-Mutante ohne Dnd-Gene (Ddnd BCDE), S.
cerevisiae BY4741 und humane A549-Zellen. Nach der Io-
doxidation wurde die hydrolysierte totale RNA mittels
UPLC-MS/MS analysiert. Wie in den Abbildungen 3E–H zu
sehen ist, war das erwartete MS-Signal des mutmaßlichen
GpsG-Diribonukleotids gegen�ber der Iodbehandlung che-
misch best�ndig (Abbildung 3E–H). Des Weiteren beobach-
teten wir auch keine iodinduzierte RNA-Spaltung, wenn die
totale RNA mit einem Bioanalyzer untersucht wurde, was
wiederum auf das Nichtvorhandensein von PTs in RNA
hindeutet (Abbildung S4). Zusammenfassend zeigen unsere
orthogonalen Ans�tze keine Anhaltspunkte f�r das Vorhan-
densein von PTs in der RNA aus E. coli, S. cerevisiae, M�usen
oder Menschen.

Die Ergebnisse unserer Studie lassen daran zweifeln, dass
es nat�rlich-vorkommende PT verbundene Dinukleotide
gibt. Aber wie kam es zu dieser Annahme? Diese Frage
f�hrte zu einem Prozess des Vorhersagens und des Nach-
weises der wahren Struktur. Hier beziehen wir uns auf den in
Schema 1 dargestellten Arbeitsablauf, der mit einer Vorher-
sage der Struktur beginnt. Dies kann sofort zu einer meta-

Abbildung 2. Vergleich von synthetischen GpsG- und CpsC-, sowie na-
tiven Diribonukleotid Signalen. UHPLC-MS/MS von synthetischem
(schwarz) GpsG (A) und CpsC (C) und nativen RNA Hydrolysaten von
E. coli B7A (blau) und S. cerevisiae (gr�n). Massenspektren stabil Isoto-
pen-markierter RNA aus E. coli K12 der PT-Diribonukleotid-Kandidaten
GpsG (B) und CpsC (D). Farbcode zu den Isotopenmarkierungen:
schwarz – unmarkiert; orange—34S; blau—15N; rot—13C; und lila—L-
Methionin-[2H3]-methyl. *Koeluierende Verunreinigung. Grauer Ein-
schub: Hochauflçsende Massenspektren (HRMS).
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bolischen Isotopenmarkierungsstudie oder, wenn ein Bio-
syntheseweg vorausgesagt werden kann, zu einer Knockout-
oder Knockdown-Studie f�hren, um den Modifikationsgrad
festzustellen.[13, 23] In jedem Fall muss die Struktur als Stan-
dard synthetisiert und ihr Verhalten bei der LC-MS-Analyse
mit dem der nativen Verbindung verglichen werden. Auch
NMR-Studien sind wertvoll, falls gen�gend biologischer
Analyt isoliert werden kann. Die LC-Retentionszeit stellt ein
erstes Maß der Identifizierung dar und idealerweise wird
mehr als nur ein station�res/mobiles Phasenpaar verwendet,
um die Co-Elution der synthetischen und nativen Verbindung
zu best�tigen. Als zweite Maßgrçße ist ein vollst�ndiges
Massenspektrum der Verbindung auf einem hochauflçsenden
Massenspektrometer erforderlich, um das exakte Moleku-
largewicht, MS/MS-Fragmentierungsmuster und Isotopen-
muster zu bestimmen. Die chemische Struktur wird best�tigt,
wenn sich die native und synthetische Version identisch ver-
halten.

Man muss jedoch auch die Mçglichkeit in Betracht zie-
hen, dass das beobachtete Molek�l ein Artefakt ist, das durch
zuf�llige enzymatische oder chemische Reaktionen, w�hrend
der Zelllyse, RNA Aufreinigung, RNA Weiterverarbeitung
oder sogar durch Ionisierung im Massenspektrometer, ver-
ursacht wird. Solche Artefakte werden am besten durch die
Analyse stabil Isotopen-markierter Nukleins�uren ausge-
schlossen. So werden zum Beispiel Aminierungen, die w�h-
rend einiger RNA-Hydrolyseprotokolle auftreten, in 15N-
markierter RNA durch das Fehlen eines 15N identifiziert.[14]

Dar�ber hinaus sind stabil Isotopen-markierte Nukleins�uren
ideal f�r die Co-Injektion mit dem synthetischen Standard
geeignet. Nur Verbindungen, die diesen letzten Schritt der
Strukturvalidierung bestehen, sollten in biologischen Tests

Abbildung 3. Nachweis der RNA-Phosphorothiolierung durch Iodspaltung. (A) Schema der iodinduzierten Oxidation einer mutmaßlichen RNA-PT-
Modifikation. (B) UPLC-MS/MS-Identifizierung des GpsG-Diribonukleotids in einer synthetischen RNA (30mer). (C) HPLC-Analyse der mit Iod
behandelten 30-mer RNA zeigt �20% Spaltung in 10 nt und 20 nt Fragmente und �80% Desulfurisierung zu Phosphat an der GpsG-Stelle.
Blau: 30-mer GpsG RNA; rot: 30-mer RNA ohne PT; schwarz: mit Iod behandeltes 30-mer PT enthaltende RNA. (D–H) UPLC-MS/MS-Analyse der
mit Iod behandelten 30-mer RNA zeigt einen nahezu vollst�ndigen Verlust des GpsG-Diribonukleotid (D), w�hrend das co-eluierende mutmaßli-
che „GpsG“ in der totalen RNA aus E. coli B7A (E), E. coli B7A (Ddnd BCDE) DNA-PT-defiziente Mutante (F), Saccharomyces cerevisiae BY4741 (G)
und menschlichen A549-Zellen (H) gegen�ber Iod stabil ist.

Schema 1. Ansatz zur Validierung der Strukturen von DNA- und RNA-
Modifikationen.
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weiter untersucht werden, einschließlich Experimenten zur
Biosynthese, Lokalisation, Verteilung oder zur Menge der
Verbindung.

Diese Strategie wurde hier f�r eine strukturelle Vorher-
sage benutzt, die zun�chst ber�cksichtigt, dass die MS-Ana-
lyse ein Signal bei m/z 643 detektierte, also 2 Da weniger als
das vorhergesagte GpsG, welches ein Signal bei m/z 645 h�tte
haben sollen. Wenn man bedenkt, dass die vorhergesagte
Struktur 21 C-Atome hat, w�rde die nat�rliche H�ufigkeit
von 13C (1.1%) ein M + 1-Signal (m/z 644) erzeugen, welches
23% der Intensit�t des Molek�lions (M) entspricht und ein
M + 2-Signal (m/z 645), das 2 % von M entspricht. Die hohe
Empfindlichkeit von Triple-Quadrupol Instrumenten kann zu
einer falschen Identifizierung von M + 1- oder M + 2-Signa-
len als M f�hren. Die naheliegendsten Dinukleotidstruktur-
Kandidaten, die diesen 2 Da-Unterschied erkl�ren kçnnten,
sind 2’-O-methylierte Dinukleotide, da auch 2’-O-methylierte
Ribonukleoside in den meisten Formen von RNA h�ufig
vorkommen. Wir haben diese Vorhersage in einer Reihe von
Studien, der Checkliste in Schema 1 folgend, getestet.

Wir �berpr�ften zun�chst die 2’-O-Methyldinukleotid-
Hypothese als Probenvorbereitungsartefakt: Kçnnen 2’-O-
Methyldinukleotide aus der unvollst�ndigen Hydrolyse von
RNA entstehen? Tats�chlich verringert eine umfassende
Hydrolyse der nativen RNA mit NP1 f�r l�nger als 30 Mi-
nuten das native PT-Dinukleotidsignal. Im Gegensatz dazu
sind Dinukleotid-Signale von synthetischer PT-RNA selbst
nach 3 Stunden NP1-Hydrolyse stabil (Abbildung 4 A). Dies
brachte uns dazu, g�ngige enzymatische RNA-Hydrolyse-
protokolle auf die Vollst�ndigkeit der Reaktionen zu ver-
gleichen. Wir verwendeten daf�r native RNA aus HEK-
Zellen, die entweder mit (1) Benzonase + Phosphodiesterase
I (PDE1) + Alkalischer Phosphatase (CIP) (Protokoll 1),[16]

(2) NP1 + CIP[15] (Protokoll 2; wie in Abbildungen 1 und 3)
oder (3) einem kommerziellen RNA-Hydrolyse-Kit (NEB,
Nucleoside Digestion Mix) verdaut wurden, gefolgt von der
Quantifizierung der freigesetzten Nukleoside durch Isoto-
penverd�nnungs LC-MS/MS.

Wie in Abbildung 4B gezeigt, setzen alle drei Ans�tze
eine �hnliche Menge an kanonischen Nukleosiden frei. In
�hnlicher Weise werden einige Modifikationen wie 1-Me-
thyladenosin (m1A), 5-Methyluridin (m5U) und Pseudouridin
(Y) in vergleichbarer H�ufigkeit freigesetzt (Abbildung 4C).
Andere Modifikationen, insbesondere die 2’-O-methylierten
Ribonukleoside Cm, Um und Gm, wurden jedoch nur in
niedrigeren Konzentrationen unter Verwendung von Proto-
koll 2 oder dem Kit (Abbildung 4D) detektiert, wobei letz-
teres auch nicht in der Lage war andere modifizierte Nu-
kleoside, wie 5-Methylcytidin (m5C), freizusetzen (Abbil-
dung S5). Um zu verstehen, warum Protokoll 1 dem Protokoll
2 �berlegen war, wiederholten wir das Experiment mit Ben-
zonase + CIP und NP1 + CIP in Gegenwart und Abwesen-
heit von PDE1. Wie in der ersten Grafik von Abbildung 4E
zu sehen ist, hydrolysiert Benzonase alleine die RNA nicht
vollst�ndig zu den Monoribonukleotiden, wie es f�r die an-
schließende Dephosphorylierung durch CIP bençtigt wird.
Im Gegensatz dazu erzeugt NP1 eine umfangreichere RNA-
Hydrolyse, selbst in Abwesenheit von PDE1, aber die voll-

st�ndige Freisetzung von Cm, Um und Gm ist nur mit dem
Zusatz von PDE1 mçglich.

Diese Ergebnisse zeigen, dass 2’-O-Methylribonukleoside
nur schwierig w�hrend der Hydrolyse aus RNA freizusetzen
sind, was die Frage aufwirft, ob es sich bei den scheinbaren
PT-Signalen um 2’-O-methylierte Dinukleotide handelt, die
durch unvollst�ndige RNA-Hydrolyse entstehen. Um die
vorhergesagte Struktur zu best�tigen, synthetisierten wir die
2’-O-methylierten Dinukleotide CmC, CmU, UmC und GmG
(Beispiel in Abbildung 5A), mit denen wir den Workflow
nach Schema 1 starteten, indem wir zuerst die HPLC-Re-
tentionszeit synthetischer und nativer PT-Nachahmer best�-

Abbildung 4. Einfluss der RNA-Hydrolysebedingungen auf die Detekti-
on von RNA-Modifikationen. (A) H�ufigkeit des Peaks f�r den GpsG-
Massen�bergang der synthetischen GpsG-enthaltenden RNA und der
nativen RNA aus HEK-Zellen, verdaut mit Nuklease P1 (NP1) und Al-
kalischer Phosphatase aus K�lberdarm (CIP) bei 37 8C und verschiede-
ne Inkubationszeiten. (B–D) H�ufigkeit der kanonischen Nukleoside
(rN) und verschiedener modifizierter Nukleoside aus HEK totaler RNA,
verdaut mit: 1, Benzonase/PDE1/CIP;[16] 2, NP1/CIP;[15] oder 3 ein
kommerzielles RNA Hydrolyse Kit (NEB, Nucleosid Digestion Mix).
(E) H�ufigkeit von ribosemethylierten Nukleosiden aus HEK totaler
RNA, verdaut in Abwesenheit (�) und Anwesenheit (+) von Phospho-
diesterase 1 (PDE1) unter Verwendung von entweder: 1, Benzonase +
CIP[16] oder 2, NP1 + CIP.[15] Alle Daten repr�sentieren den Mittelwert
� SD f�r 3 experimentelle Replikate.
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tigten (Abbildung 5B). Die synthetischen CmC, CmU, UmC
und GmG Dinukleotide wurden zusammen mit vollst�ndig
hydrolysierter (NP1 + PDE1 + CIP), 13C-markierter E. coli
RNA f�r die LC-MS/MS Analyse co-injiziert, was eine Co-
Elution des GmG (m/z 643) mit einem Molek�l mit m/z 664
(Abbildung 5C) erkennen ließ, und eine Co-Elution von
CmU (m/z 564) mit einem Molek�l mit m/z 583 (Abbil-
dung 5D, S6). Die Massenunterschiede zwischen nativen und
isotopenmarkierten Molek�len entsprechen der Anzahl der
Kohlenstoffe in vollst�ndig mit 13C markierten CmC, CmU,
UmC und GmG Dinukleotiden. Hochauflçsende Fragmen-
tierungsspektren synthetischer und mutmaßlich nativer CmU
in Abbildung 5E zeigen ein Molek�lion (m/z 564.133) und
Fragmente, die sich um weniger als 1 ppm unterscheiden
(Tabelle S1). �hnliche Ergebnisse wurden durch Co-Injekti-
on mit stabilen Isotopen-markierter RNA aus HEK-Zellen
erzielt (Abbildung S6).

Um die Identit�t der 2’-O-methylierten Dinukleotide
weiter zu best�tigen, verglichen wir die MS/MS-Signalinten-
sit�ten, die mit den Massen�berg�ngen, die PT und 2’-O-
methylierten Dinukleotiden entsprechen, assoziiert sind. Die
aus E. coli-, S. cerevisiae- und HeLa-Zellen isolierten CmU-
und GmG-Dinukleotide zeigten eine � 25-fache H�ufig-
keitszunahme, wenn sie mit den Massen�berg�ngen f�r die 2’-
O-methylierten Dinukleotide, anstelle derer der PTs, nach-
gewiesen wurden (Abbildung S7). Diese Beobachtung legt
nahe, dass die mit den PT-�berg�ngen detektierten Signale
wahrscheinlich mit geringer H�ufigkeit vorkommende Iso-
topomere der Dinukleotide darstellen, mit einer Masse, die
mit der des jeweiligen PT-Dinukleotids �bereinstimmt. Diese
Ergebnisse beweisen, dass 2’-O-methylierte Dinukleotide f�r
die von Wu et al. beschriebenen Signale verantwortlich sind.[2]

Die 2’-O-Methylierung ist eine h�ufig vorkommende
Modifikation, sowohl in ribosomaler RNA (rRNA) als auch
in tRNA.[1] Angesichts ihrer Hydrolyseresistenz und unseres
Fokus auf 4 der 16 mçglichen Dinukleotide, haben wir uns
gefragt, wie sich die H�ufigkeit der 2’-O-methylierten Dinu-
kleotide in verschiedenen Organismen und verschiedenen
Arten von RNA ver�ndert. Die Literatur lieferte Hinweise zu
bekannten Dinukleotiden in tRNA und den großen und
kleinen rRNAs, wie durch Kreise in Abbildung 6A darge-
stellt. Optimale Hydrolysebedingungen f�hrten nur zum
Nachweis von 3 der 16 mçglichen Dinukleotidkontexte in
tRNA aus E. coli (GmG, CmA und CmU; Abbildung 6A,B),
dem 14 nachgewiesenen 2’-O-methylierten Dinukleotiden in
tRNA aus HEK-Zellen gegen�berstehen, einschließlich 7
bisher nicht beschriebener Dinukleotid-Sequenzkontexte
(Abbildung 6A,C). F�r E. coli 16S und 23S rRNA haben wir
die berichteten GmG- und CmC-Dinukleotide, sowie die
bisher nicht beschriebenen GmU- und CmU-Kontexte
nachgewiesen. Wir haben diese Studien auf RNAs aus M�u-
segehirnen ausgeweitet, f�r die es nur wenige Informationen
�ber 2’-O-methylierte Dinukleotide gibt. Wie in Abbil-
dung 6A gezeigt, besitzen Maus tRNA, 18S und 28S rRNAs
jeden mçglichen Dinukleotid-Sequenzkontext, einschließlich
den des AmA, welches in menschlicher tRNA nicht nach-
weisbar ist. Diese Ergebnisse deuten auf die Leistungsf�hig-
keit genau durchgef�hrter LC-MS Experimente hin um neue
Modifikationen und deren Sequenzkontexte zu entdecken. Es
gibt jedoch auch ernsthafte Einschr�nkungen, was die Inter-
pretation der mit LC-MS gemachten Beobachtungen f�r de-
ren biologische Bedeutung angeht. W�hrend UmU bei-
spielsweise in publizierten Studien beobachtet wurde,[1]

konnten wir es in keiner RNA aus den von uns getesteten
Organismen nachweisen (Abbildung 6 A). War es uns wegen
der begrenzten Empfindlichkeit unseres Messinstruments f�r
seltene Dinukleotidmotive, sowie wegen des Potenzials f�r
eine ineffiziente Freisetzung w�hrend der Hydrolyse, nicht
mçglich UmU und andere publizierte 2’-O-methylierte Di-
nukleotid Kontexte nachzuweisen? Wir vertrauen der pr�zi-
sen Identifizierung und Quantifizierung jener Modifikatio-
nen, die wir detektieren kçnnen, aber die von uns nicht de-
tektierbaren Modifikationen kçnnen nicht ausgeschlossen
werden und wir m�ssen orthogonale Methoden wie Rib-
oMethSeq und andere Techniken verwenden, die die bio-

Abbildung 5. Verifizierung von Dinukleotidstrukturen, die in nativer
RNA aus E. coli- und HEK-Zellen gefunden wurden. (A) Vorhersage der
Dinukleotidstruktur durch unvollst�ndige RNA-Hydrolyse. (B) Retenti-
onszeit und m/z von synthetischen 2’-O-methylierten Dinukleotiden.
(C) LC-MS/MS Co-Elution von co-injiziertem synthetischem GmG
(schwarz; m/z 643) und hydrolysierter 13C-markierter RNA aus E. coli
(rot; m/z 664). Das aus dem angegebenen Bereich entnommene MS-
Spektrum zeigt die Signale der erwarteten Isotopomere. (D) Co-Injekti-
on von synthetischem (schwarz) CmU, CmC und UmC, sowie hydroly-
sierter 13C-markierter E. coli RNA (rot) zeigt die Co-Elution einer Ver-
bindung. (E) Hochauflçsendes Massenspektrum von synthetischem
und nativem CmC.
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chemischen Eigenschaften von 2’-O-Methylierungsmodifika-
tionen in RNA ausnutzen.[24]

Fazit

Die Suche nach neuen posttranskriptionellen RNA-Mo-
difikationen ist ein wichtiger Aspekt der modernen Epitran-
skriptomforschung und die Massenspektrometrie ist das In-
strument erster Wahl f�r diese Herausforderung. Einem eta-
blierten Weg zur Bestimmung und Validierung molekularer
Strukturen folgend (Schema 1), entdeckten wir, dass die
mutmaßlichen PT-haltigen Dinukleotide, die in der RNA von
verschiedenen Organismen beobachtet wurden[2] in Wahrheit
2’-O-methylierte Dinukleotide waren. Dies ist nicht der erste
Fall von Fehlidentifizierung von RNA-Modifikationen.[14,17]

Die Hauptursachen, die wahrscheinlich zu der Fehlidentifi-
zierung gef�hrt haben, scheinen die unvollst�ndige Hydrolyse
von RNA und das Vertrauen in niedrig auflçsende Massen-
spektrometrie zu sein. In Bezug auf die Hydrolyse fanden wir
heraus, dass eine Kombination von PDE1 mit entweder
Benzonase oder NP1 erforderlich ist, wobei auch eine l�ngere
Inkubation mit hohen Nukleasekonzentrationen eine akzep-
table Hydrolyse der RNA zu den Mononukleotiden liefert.
Angesichts der verçffentlichten Studien[18c,19] und unserer
Beobachtungen kann es trotz dieser Vorsichtsmaßnahmen
Modifikationen geben, die im teilweise resistent gegen die
Hydrolyse und Freisetzung durch Nukleasen sind, nur in ge-
ringen Mengen freigesetzt werden oder die durch Massen-
spektrometrie nur schlecht detektiert werden kçnnen. Diese

Limitierungen erfordern Vorsicht bei der Interpretation
massenspektrometrischer Studien des Epitranskriptoms,
denn die Abwesenheit eines Signals bedeutet nicht gleich die
Abwesenheit des Analyten.

In Bezug auf die Verwirrungen durch Isotopomere ist das
M + 2-Signal der reichlich vorhandenen 2’-O-methylierten
Dinukleotide relativ stark und kçnnte leicht mit dem Mole-
k�lion M eines anderen Molek�ls verwechselt werden. Wie in
Abbildung 5E dargestellt ist, zeigt das HRMS von CmU eine
Isotopenverteilung von M von 564, M + 1 von 565 und M + 2
von 566, wobei die ganzzahlige Differenz im m/z-Wert die
erwartete Ionenladung von + 1 best�tigt. Als wir 7-Deaza-
guaninderivate in DNA entdeckten, sahen wir uns das erste
Mal mit dieser Herausforderung konfrontiert. Zun�chst sag-
ten wir die Struktur von 2’-Deoxy-5-carboxy-7-deazaguanosin
mit einem m/z von 311 vorher, welches sich dann aber bei
genaueren Untersuchungen als das M + 1 Isotopomer der
wahren Struktur, 2’-Deoxy-7-amido-7-deazaguanosin ent-
puppte.[23] Der Fall von GmG verdeutlicht erneut, was unserer
Meinung nach zur Fehlinterpretation von PT gef�hrt hat. Das
Isotopenmuster des h�ufigen GmG umfasst ein M von 643,
M + 1 von 644, und M + 2 von 645, w�hrend das mçgliche
GpsG ein M von 645 h�tte. Das warnende Fazit lautet, dass
zur gr�ndlichen Identifikation neuer Molek�lstrukturen
mittels Massenspektrometrie eine systematische Betrachtung
aller benachbarter Signale mittels Vollspektrenanalyse oder
sogar hochauflçsender Massenspektrometrie notwendig ist,
um das wahre Molek�lion zu finden. Trotz unserer detail-
lierten Studie, wollen wir nicht ausschließen, dass es PT in
RNA gewisser Organismen geben kann. Seit wir PT als na-

Abbildung 6. Screening nach 2’-O-methylierten Diribonukleotiden in verschiedenen Organismen und RNA-Typen. (A) 2’-O-methylierte Dinukleoti-
de, die laut Literatur existieren sollten[1] und hier durch LC-MS/MS nachgewiesen wurden. �berlagerte LC-MS-Chromatogramme von 2’-O-methy-
lierten Dinukleotiden in (A) E. coli tRNA und (B) HEK totaler RNA. 2’-O-methylierte Dinukleotide, die mit synthetischen Standards best�tigt wur-
den, sind mit roter Schrift gekennzeichnet. Kleine Signale unterhalb des CmU Peaks, stammen aus dem M + 1-Signal von CmC.
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t�rliche Modifikation der DNA entdeckten,[3] hoffen wir, dass
die Suche auch in RNA fortgesetzt wird.
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Strategien zur Vermeidung von
Artefakten in der
massenspektrometrischen
Epitranskriptomanalytik

F�r die Entdeckung neuartiger RNA-Mo-
difikationen ist ein strenger Arbeitsablauf
zur Strukturvalidierung erforderlich, um
Fehlinterpretationen von Artefakten zu
vermeiden. Der Vergleich des syntheti-
schen Standards mit der Retentionszeit
der nativen Verbindung, dem vollst�ndi-
gen Massenspektrum, dem hochauflç-
senden Massenspektrum und der meta-
bolischen Isotopenmarkierung ermçg-
licht eine sichere Identifizierung von
RNA-Modifikationen.
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