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Leichte Neucodierung von Selenocystein in der Natur

Takahito Mukai, Markus Englert, H. James Tripp, Corwin Miller, Natalia N. Ivanova,
Edward M. Rubin, Nikos C. Kyrpides und Dieter Soll*

Abstract: Selenocystein (Sec oder U) wird durch Neuzuord-
nung des Stopp-Codons UGA durch einen Sec-spezifischen
Elongationsfaktor und eine charakteristische RNA-Struktur
codiert. Um mogliche Codonvariationen zu finden, analysier-
ten wir 6.4 Billionen Basenpaare metagenomischer Daten
sowie 24903 mikrobielle Genome fiir tRNAS“-Spezies. UGA
ist erwartungsgemdf’ das vorherrschende Codon fiir Sec, al-
lerdings finden wir auch tRNAS“-Spezies, die die Stopp-
Codons UAG und UAA erkennen, sowie weitere zehn Sense-
Codons. Die Synthese von Selenoproteinen durch UAG in
Geodermatophilus und Blastococcus sowie durch das Cys-
Codon UGA in Aeromonas salmonicida konnte durch meta-
bolische Markierung mit ”Se oder Massenspekirometrie be-
stiitigt werden. Weitere tRNAS“-Spezies mit verschiedenen
Anticodons ermdoglichten es Escherichia coli, die aktive Form
des Selenoproteins Formiatdehydrogenase H zu synthetisieren.
Der genetische Code ist damit bedeutend flexibler, als bisher
angenommen.

Das Spurenelement Selen findet sich in zelluldren Proteinen
als Bestandteil der 21. Aminosédure Selenocystein wieder. In
dieser ist die Thiolgruppe des Cysteins durch eine Selenol-
gruppe ersetzt.'! Obwohl so genannte Selenoproteine in allen
drei Dominen des Lebens? zu finden und sogar in Siuge-
tieren essenziell sind,*! enthalten Pflanzen und Pilze kein Sec.
Diese Aminosidure ist ein essenzieller Teil des aktiven Zen-
trums vieler Redox-Enzyme."! Wihrend der Translation von
Selenoprotein-codierender mRNA wird das traditionelle
Stopp-Codon UGAP! durch die spezifische Interaktion mit
dem Elongationsfaktor SelB (in Bakterien) und einer spezi-
fischen mRNA-Sequenz umprogrammiert.*! Vor kurzem ist
es einer Forschergruppe als Teil einer synthetisch-biologi-
schen Studie gelungen, in E. coli eine Vielzahl von Sense- und
Stopp-Codons Sec zuzuordnen.[! Zudem konnte sie demon-
strieren, dass diese Verdnderungen des genetischen Codes
toleriert werden. Diese Beobachtung fiihrt zu der Frage, ob
diese Abweichungen von der standardméfigen Zuordnung
von UGA zu Sec moglicherweise auch natiirlich vorkommen.
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Bei einer Computer-basierten Suche innerhalb mehrerer
Billionen Basenpaare metagenomischer Daten konnte eine
grole Anzahl von umprogrammierten Stopp-Codons in
Bakterien und Bakteriophagen identifiziert werden."! Dies
veranlasste uns dazu, eine umfassende Suche durch verfiig-
bare metagenomische und mikrobielle Genome nach Anti-
codon-Varianten der typischen tRNAS*;.,, der lingsten
tRNAP! mit einer untypischen Tertizrstruktur,'” durchzu-
fiihren. Eine BLAST-Suche der tRNADB-CE-Datenbank!!!
identifizierte vier tRNAS*(,-Sequenzen, was dafiir spricht,
dass diese das UAG-Codon erkennen. Eine Durchmusterung
aller offentlich zugédnglichen mikrobiellen Genome des Na-
tional Center for Biotechnology Information (NCBI) und
aller assemblierten metagenomischen Daten des Integrated
Microbial Genomes (IMG) Systems™? fiihrte zu einer
tRNAS;4-Gruppe, die moglicherweise das UGC-Codon
erkennt. Weiterfilhrend entwickelten wir ein generelles
Computer-basiertes System, das 6.4 Tb nicht assemblierter
kurzer Sequenzen und 180 Gb assemblierter Contigs (> 2 kb)
sowie 24903 mikrobielle Genome des IMG durchsuchte
(Abbildung 1 A). Die erhaltenen Ergebnisse bestitigten, dass
UGA das vorherrschende Sec-Codon ist. Zusétzlich sind
zwolf verschiedene tRNAS®- Anticodonvarianten in der Lage,
die Stopp-Codons UAG und UAA zu erkennen, und weitere
zehn Sense-Codons konnten bestimmt werden (Abbil-
dung 1A). Zusitzliche Sequenzvalidierungen bestitigten,
dass diese tRNAS“-Varianten keine Sequenzierungsartefakte
sind (siehe Hintergrundinformationen).

Wir gruppierten diese nichtkanonischen tRNA-Spezies
nach der Art des Anticodons, ihrer Sequenz und strukturellen
Gemeinsamkeiten (Abbildung 1 A und Hintergrundinforma-
tionen). Die groBte Gruppe (Anticodon CUA) enthilt 366
nahezu identische tRNAS“-Sequenzen der actinobakteriellen
Geodermatophilaceae-Familie (Abbildung 1A,B, links),!"!
wihrend die anderen drei tRNAS“,-Spezies von Rhizo-
sphiren-bakteriellem Ursprung sind. Die tRNAS,,-Spezies
machten 3% der tRNAS“Spezies in der Boden-Metage-
nomprobe 3300001205 aus.

Die nichste Gruppe enthilt tRNAS“-Spezies (mit
dem Anticodon GCA, das Cys codieren kann) der Beta-
proteobakterien und Darmsymbionten von Termiten
(Abbildung 1 A; Abbildung S3 der Hintergrundinforma-
tionen). Zwei Aeromonas-salmonicida-Genome enthalten
eine tRNAS“,.., die das UGU-Cys-Codon decodieren
kann. Die anderen 16 Mitglieder dieser Gruppe stammen
aus Chloroflexi (Abbildung S4) und marinen Bakterien
(Abbildung S5). Die beiden tRNAS, ,cou  (erken-
nen AAA/AAG-Lys-Codons) stammen wahrscheinlich von
Solirubrobacterales (Abbildung S6). Zusitzliche tRNAS-
Varianten, die in der Lage sind, das Stopp-Codon UAA und
die sechs Sense-Codons (CGA, AGA, GGA, UUA, UCA,
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Geodermatophilus obscurus Aeromonas salmonicida Burkholderiales-Spezies
(Geodermatophilaceae) Subsp. pectinolytica 34mel (Betaproteobacteria)

Abbildung 1. Nichtkanonische Zuordnung von Selenocystein in der Natur. A) Der Computer-basierte tRNA%“-Suchprozess und manuell geordnete
Ergebnisse. Die nichtkanonischen tRNA**-Sequenzen sind durch ihre Codon-Erfassung gruppiert; deren Anzahl und vermutlicher bakterieller Ur-
sprung sind angezeigt. Ergebnisse aus Gesamtgenomen sind griin markiert. Blau markierte Ergebnisse reprisentieren metagenomische Daten.
Zum Vergleich ist die Anzahl kanonischer tRNA**“-Sequenzen gezeigt (Die meisten von ihnen wurden nicht geordnet). ,Y* steht fiir ,C oder U“
und ,R“ fur ,A oder G“. B) Abgeleitete Kleeblattstrukturen der nichtkanonischen tRNA**-Spezies. Nucleotidpolymorphismen der gleichen tRNA®
Gruppe sind durch griine Buchstaben markiert. Die Sec-Codons und SECIS-Elemente der Formiatdehydrogenase-mRNA sind auch gezeigt.

UGG) zu erkennen, wurden ebenfalls identifiziert (Abbil-  2) Ersetzen von Teilen der E.-coli-Selenoproteinsynthese-

dung S7). Maschinerie durch Gene und tRNA®*, die wir in den ge-
Als néchstes wollten wir das Codierungspotenzial dieser nomischen und metagenomischen Daten identifiziert

nichtkanonischen tRNAS“-Spezies bestiitigen. Die Seleno- haben;

proteinsynthese lisst sich durch drei Strategien iiberpriifen: ~ 3) Ersetzen der E.-coli-tRNAS durch die neu identifizierten

1) Metabolische Markierung der Organismen mit ”Se; tRNAS“-Spezies.
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Die beiden letzten Strategien nutzen die Synthese der E.-
coli-Formiatdehydrogenase H (FDHy, codiert durch das
fdhF-Gen) als Reporter.”

Um den UAG-bestimmten Einbau von Sec zu bestétigen,
lieBen wir Zellen von Geodermatophilus obscurus G-20 und
Blastococcus saxobsidens in Gegenwart von [”Se]Selenit
wachsen und konnten in der Folge radioaktiv markierte Se-

Zuschriften

Sec, die zur erwarteten Synthese von FDH (FdxG) und den
UGSC-Motiv-Proteinen fiihrt. Die Zellextrakte wurden an-
schlieBend durch SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine
der GrofBe von 140 und 50 kD aus dem Gel ausgeschnitten,
trypsiniert und durch Fliissigkeitschromatographie mit ge-
koppelter Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) ana-
lysiert. Das 140-kD-Gelstiick enthielt Volllangen-FdxG. Das

50-kD-Gelstiick von G. obscurus enthielt ein UGSC-Motiv-
Protein (Abbildung 2 A; Tabelle S4).

Vergleichbar mit E. coli codiert das G.-obscurus-
Genom™! die Gene selA, selB, selC und selD der Sec-Ein-
baumaschinerie. In Bakterien produziert SelD den Se-Donor
Selenphosphat, SelA iiberfithrt Ser-tRNA (die tRNA ist

lenoproteine mit einer GroBe von 140 und 50 kDa detektie-
ren. Die Genomsequenzen dieser Organismen sagen das
Vorhandensein von Formiatdehydrogenasen (FDHs) (Ab-
bildung S8, Tabellen S1,S2) und UGSC-Motiv-Proteinen"
(Abbildungen S1,S8, Tabelle S3) voraus. Zusammengefasst
war dies der erste Hinweis auf eine UAG-Umcodierung durch

——UAG-Umcodierung
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Abbildung 2. Umcodierung von UAG- und Cystein-Codons zu Selenocystein. A) Metabolische Markierung von G.-obscurus- und B.-saxobsidens-
Zellen mit ”*Se. Zellextrakte wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, und ihre mutmaRlichen Selenoproteine wurden durch die Analyse mit Phospho-
rlmager visualisiert. Die Ergebnisse der Peptidmassen-Fingerprinting(PMF)-Analyse der aus dem Gel ausgeschnittenen Proteinbanden sind rechts
von den Banden gezeigt. B) FDH;-Expression in E.-coli-AselABC-AfdhF-Zellen, komplementiert mit den G.-obscurus-selABC-Genen und der chimi-
ren fdhF(140TAG)-Variante, die ein G.-obscurus-SECIS-Element mit einigen Nucleotidmodifikationen (gezeigt in Rot) enthilt. Die selC(CUA)-Gene
exprimieren tRNA**,. Das exprimierte Selenoprotein FDH,, reduziert Benzylviologen, was zu einer Farbveridnderung nach Violett fuhrt. C) FDH,-
Aktivitat von 34mel-Zellen aus A. salmonicida Subsp. pectinolytica. D) Metabolische Markierung von 34mel mit "*Se. E) Prozedur der Probenprapa-
ration fiir die LC-MS/MS-Analyse des FDHy-Selenoproteins. F) PMF bestitigt den Sec-Einbau an Codon 140 in rekombinanter FDH,,.

G) tRNA%*;,-Gen (selC)-Locus eines metagenomischen Contigs. H) Test der FDH,-Aktivitat in vivo in E.-coli-AselABC-AfdhF-Zellen, die durch die
selABC-Gene des metagenomischen Contigs und durch das chimire fdhF(140TGC)-Gen, welches das SECIS-Element des Contigs enthilt, komple-
mentiert wurden. Die beiden transformierten Stimme (eingerahmt) wurden metabolisch mit "*Se markiert und die radioaktiven FDH,,-Proteine
durch SDS-PAGE und Autoradiographie oder Western Blotting (WB) analysiert.
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das Produkt des se/C-Gens) in Sec-tRNA, und SelB bringt
die Sec-tRNAS* abhingig von der Selenocystein-Insertions-
sequenz (SECIS) zum Ribosom. Um die Funktionalitit von
SelA, SelB und SelC zu testen, komplementierten wir den .-
coli-Asel ABC-AfdhF-Stamm ME6 mit den G.-obscurus-
selABC-Genen. Das Produkt des E.-coli-Gens fdhF ist das
Selenoprotein FDHy (Tabelle S1), das fiir seine Aktivitit Sec
an der Position 140 benotigt.™” Das Ersetzen von Sec durch
Cys fiihrt zu einer 300-fachen Verringerung der FDHy-Ak-
tivitiat.'® Katalytisch aktive FDHy lisst sich leicht durch die
Reduktion von Benzylviologen identifizieren, was zu einer
violetten Verfirbung fiihrt.'”! Als Reporter nutzen wir eine
E.-coli-fdhF-Variante mit einem UAG-Codon in Position 140
und einem G.-obscurus-SECIS-Element. Dies fiihrte zu einer
FDHy;-Variante mit zwei verdnderten Aminosduren (Abbil-
dung 2B). Dieses Reportergen wurde in das pRSF-Plasmid
kloniert und in den ME6-Stamm transformiert. Die Expres-
sion der G.-obscurus-selABC-Gene in diesem verdnderten
Stamm produziert die aktive FDHy; (Abbildung 2B). Diese
Daten bestitigen, dass das UAG,-Codon in dieser E.-coli-
FDHy-Variante Sec neu zugeordnet wurde.
UGU(Cys)-Neuzuordnung in Aeromonas salmonicida
Subsp. pectinolytica 34mel ™ einem Stamm der vy-proteo-
bakterium-A.-salmonicida-Subspezies, konnte bereits besté-
tigt werden. Im Unterschied zu anderen Aeromonas-Spezies
paaren die pectinolytica-Subspezies und der Stamm Y5770""]
die tRNAS*,, mit dem UGU-Cys-Codon in fdhF. Die an-
aerobe metabolische Markierung von pectinolytica-Zellen
mit Se fiihrte, zusitzlich deren In-vivo-FDH-Aktivitit
(Abbildung 2 C), zu radioaktiver FDHy; (Abbildung 2D). Wir
bestitigten durch Uberexpression von einem Plasmid und
LC-MS/MS-Analyse  (Abbildung2E, Tabelle S4) den
UGU, -vermittelten Sec-Einbau in FDH,;. Das detektierte
Selenopeptid (LC-Retentionszeit 24.82 min) hat die korrekte
Masse (Abbildung S9) und das zu erwartende sekundire
Fragmentierungsschema (Abbildung 2F). Die coeluierenden
Cys- und Sec-Peptide konnten anhand ihrer verschiedenen
Massen mit Ionenintensitdten von ca. 100:1 unterschieden
und detektiert werden (Abbildung S9A). In Proteinproben
von pectinolytica-Zellen, die eine fdhF-Variante exprimieren,
der das SECIS-Element fehlt, konnten keine Massenpeaks
von Sec-Peptiden nachgewiesen werden (Tabelle S4). Diese
Daten zeigen, dass in A. pectinolytica 34mel das Cys,,-Codon
des fdhF-Gens SECIS-abhingig als Sec translatiert wird.
Die UGC-Neuzuordnung von Cys zu Sec durch
tRNAS,, ist moglicherweise ein typisches Merkmal von
Burkholderiales. In langen metagenomischen Contigs von
Burkholderiales ist das se/C-Gen flankiert von den Genen
selB und selA. Das selABC-Operon befindet sich neben dem
Formiatdehydrogenase-Gen (fdoG), an dessen UGC-Cys-
Codon im aktiven Zentrum sich ein putatives SECIS-Motiv
anschlieft. Der E.-coli-AselABC-Stamm wurde durch die
Burkholderiales-se/AB- und se/C-opal-Contig-Varianten
sowie die FE.-coli-fdhF-Variante, die das Burkholderiales-
SECIS-Element-Contig enthilt, komplementiert (Abbildun-
gen 1B, rechts, und 2 G). Dieser Stamm produzierte die aktive
Form der FDHy (violette Farbe; Abbildung 2H, zweite
Reihe). Im Falle eines inaktiven SECIS-Elements, das eine
G25C-Mutation enthielt, konnte keine FDHy-Aktivitit
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nachgewiesen werden, und die Zellen blieben farblos (Ab-
bildung 2H, Reihe 4). Wir verdnderten in Kombination mit
dem Burkholderiales-se/C-Contig das UGA,-Codon zu
UGC fiir die chiméren fdhF-Varianten, die entweder ein ak-
tives oder ein inaktives SECIS-Element enthielten. Da das
FDHy-Cys 4-Enzym eine klare Farbverdanderung nach Vio-
lett zeigte (Abbildung 2H, Reihen 1 und 3), bestitigten wir
das funktionelle SECIS-Element durch 7’Se-Markierung
(Abbildung 2H). Diese Daten zeigen, dass die Burkholde-
riales-Contigs selA und selB, tRNAS;., sowie das SECIS-
Element das UGC-Codon in E. coli neu zuordnen konnen.

Wir testeten auch die metagenomischen tRNAS“-Vari-
anten, die andere Stopp- und Sense-Codons erkennen, be-
ziiglich einer Sec-Neuzuordnung. Wir wihlten eine repri-
sentative metagenomische tRNAS“-Spezies fiir jedes Anti-
codon und exprimierten diese zusammen mit E.-coli-fdhF-
Varianten mit dem entsprechenden kognaten Codon an Po-
sition 140 im E.-coli-AselC-AfdhF-Stamm.”" Uberraschen-
derweise fithrten alle getesteten tRNAS“-Spezies, bis auf
tRNAS*¢, zur Neuzuordnung der betreffenden Codons zu
Sec, was wir durch ihr Potenzial zur Produktion einer aktiven
FDHy-Form in E.-coli-Zellen demonstrieren konnten. Es
sollte erwdhnt werden, dass die Neuzuordnung von GGA in
unseren fritheren Sec-Studien nur schlecht funktioniert
hatte.”] Diese verschiedenen Effizienzen sind méglicherweise
auf Verdnderungen der idealen SECIS-Element Struktur
durch das Upstream-Codon zuriickzufiihren.”” Auf Grund-
lage dieser Befunde glauben wir, dass diese tRNAS“-Spezies
moglicherweise dazu genutzt werden, Sense-Codons in ihren
urspriinglichen Organismen neu zuzuordnen.

Wie sieht dies in eukaryotischen Organismen aus? Wir
haben zwar neun tRNAS-Varianten in Algen gefunden (zwei
sind in Abbildung S7 dargestellt), jedoch erfordern sie noch
eine weitere Validierung, da sie fast identisch mit kanoni-
schen tRNAS“-Spezies sind. Bei einer dhnlichen Durchmus-
terung von 92 Sdugetiergenomem (215 Gb) sowie vom
Genom von Drosophila melanogaster (139 Mbp) konnte
keine Ausnahme fiir UGA als Sec-Codon gefunden werden.
Daher ist weiter zu untersuchen, ob dieser Befund damit
zusammenhéngt, dass Selenoproteine essenziell in Redox-
Signalwegen sind®! oder fiir ein hochentwickeltes Backup-
System zur Verfiigung stehen.”” Allerdings agiert UGA
sowohl als Cys- wie auch als SECIS-abhingiges Sec-Codon im
niederen Eukaryoten Euplotes crassus.”

Bisher konnte keine natiirlich vorkommende Neuzuord-
nung von Sense-Codons in Bakterien beobachtet werden.
Von mitochondrialen Genomen ist jedoch bekannt, dass
Codons, die ihre urspriingliche Zuordnung verloren haben,
andere Aminosiuren insertieren.””! Der hier beschriebene
Fall ist anders; die Sec-Insertion wird durch ein SECIS-Ele-
ment vermittelt und fithrt dadurch zu einer dualen Nutzung
des gleichen Codons fiir eine andere Aminosiure (durch
Paarung mit tRNAS“-Varianten, die das richtige Anticodon
enthalten).

Was konnte fiir die leichte natiirliche Neuzuordnung von
Sec verantwortlich sein? Der Einbau von Sec weicht deut-
lich von dem anderer Aminosduren ab und wird durch ein
eigenes, orthogonales System ermdoglicht,”! das aus einem
anderen Elongationsfaktor (SelB), einem benétigten SECIS-
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RNA-Element, einer strukturell ungewohnlichen tRNA
(tRNAS) [ dem dualen Stopp-Codon (UGA) und dem
Release-Faktor 2 (RF2) besteht. Diese Tatsache ldsst darauf
schlieen, dass die Sec-Neuzuordnung moglicherweise keine
generellen Auswirkungen auf die Proteintranslationsmaschi-
nerie hat, wie man dies fiir die Neuzuordnung von kanoni-
schen Sense-Codons annehmen konnte.” Die leichte Neu-
zuordnung von Cys zu Sec ist moglicherweise eine Konse-
quenz aus der Kombination von oft wiinschenswerten Fi-
genschaften von Selenenzymen und Selenoproteinen, wie
neue Redox-Funktionen oder erhohte Enzymaktivitit,*2°!
wobei die Mdglichkeit erhalten bleiben soll, die Cys-Proteine
und -Enzyme weiter normal zu exprimieren. Unsere Studien
der natiirlichen Sec-Neuzuordnung sprechen fiir die mogliche
Existenz anderer Codierungsschemata und bekriftigen die
Einschriankungen von vorhandenen, Computer-basierten
Programmen zur Vorhersage von Selenoproteinen aus Ge-
nomsequenzen, da diese Algorithmen auf UGA als einzigem
Sec-Codon beruhen.

Unsere Studie liefert neue Belege fiir eine begrenzte, aber
eindeutige Formbarkeit des genetischen Codes, dessen Ge-
heimnisse immer noch in den unsequenzierten Organismen
verborgen liegen.
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