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The possibility of using 2-methyladenine, previously re-
ported as a specific component of prokaryotic tRNA, as a
marker for the presence of bacterial informations in plant
tumour cells was investigated. Normal and transformed,
bacteria-free, tobacco cells exhibited slightly different me-
thylation patterns in their tRNA. However, 2-methyladenine
was present in both normal and transformed cells. This
makes it impossible to detect the occurrence of tRNA from
tumour-inciting bacteria in crown-gall cells on the basis of
methylation patterns.

Die unter dem Einflul von Agrobacterium tume-
faciens erfolgende Umwandlung normaler Pflanzen-
zellen in Tumorzellen (Crown-gall) ist Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen. Es gilt als erwiesen,
dafl die bakterielle DNA in enger Beziehung zur
Tumorinduktion steht!™5. In Analogie zur Trans-
formation von Siugetierzellen durch DNA-haltige
Tumorviren % 7 wurde ein dhnlicher Modus auch fir
die Entstehung pflanzlicher Tumoren postuliert.
Aus ersten DNA-DNA-Hybridisierungsexperimen-
ten wurde gefolgert, dal DNA aus A. tumefaciens
permanenter Bestandteil des Tumorgenoms sein
miisse. Da die Integration, die Replikation und die
Expression bakterieller DNA in Tumorzellen ge-
sichert schienen, wurden entsprechende Modelle der
Tumorentstehung entwickelt. In jlingster Zeit wur-
den jedoch Zweifel an diesen Vorstellungen ge-
duflert. Bei Anwendung verfeinerter Hybridisie-
rungstechniken ® ? lie} sich in pflanzlichen Tumor-
geweben nicht mit Sicherheit Bakterien-DNA nach-
weisen. So schlieBen Drlica et al.® und Farrand et
al.?, daf aufgrund der methodisch gegebenen Nach-
weisgrenzen nur sehr geringe Mengen an bakteriel-
ler DNA vorhanden sein konnen. Grundsitzlich
aber schliefen diese Experimente nicht aus, dal}
»a small fraction of the bacterial genome is in the
tumor cell“?. Unabhingig davon, ob geringe Men-
gen an DNA aus 4. tumefaciens, aus Plasmiden 1°
oder Bakteriophagen !! in den Tumorzellen essentiell
sind, ergibt sich die Notwendigkeit, mit anderen
Methoden zu priifen, wieweit Hinweise fir das
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Vorhandensein exogener DNA iiberhaupt zu erlan-
gen sind. Im Hinblick auf Angaben in der Lite-
ratur, wonach eine Expression bakterieller In-
formationen in Crown-gall-Zellen stattzufinden
scheint 12: 23, ware auch mit transkribierter Bakte-
rien-RNA 19 zu rechnen.

Als analytischer Beitrag zu dieser Frage wurde
untersucht, ob RNA prokaryotischer Herkunft in
Tumorzellen nachweisbar ist, die sich eventuell von
A. tumefaciens ableiten liele. Wenn tatsachlich- bak-
terielle DNA in den Tumoren vorhanden ist, es
sich hierbei um sehr kleine Fraktionen des Bakte-
riengenoms handelt und moglicherweise auch eine
Transkription erfolgt, so konnte niedermolekulare
RNA wie z.B. tRNA als Indikator fiir die Gegen-
wart von Bakterien-DNA herangezogen werden.
Systematische Untersuchungen von Klagsbrun 4 15
haben ergeben, dall der Methylierungsgrad von
tRNA eine hohe Spezifitit aufweist, die eine Dif-
ferenzierung zwischen pro- und eukaryotischer RNA
ermoglicht. Dabei eignen sich einige methylierte
Basen als charakteristische Indikatoren. So ist 2-Me-
thyladenin Bestandteil von tRNA verschiedener Pro-
karyoten und ist auch in mitochondrialer tRNA von
Sédugetierzellen nachweisbar. Im Widerspruch hierzu
stehen Befunde von Dubin et al. 6. Diese Autoren
konnten weder in cytoplasmatischer noch in mito-
chondrialer tRNA aus tierischen Zellen einen ein-
deutigen Nachweis von 2-Methyladenin fiihren. Sie
bestatigen jedoch, dal} diese Base ein typischer Bau-
stein von bakterieller tRINA ist.

Wie im experimentellen Teil beschrieben, unter-
suchten wir tRNA-Pridparate aus einem virulenten
Stamm von A. tumefaciens und aus Kulturen von
Normal- und Tumorzellen. Es handelt sich hierbei
um Dauerkulturen von Tabakzellen. Die Tumor-
zellen unterscheiden sich von den Normalzellen
durch ihre Wuchsstoffautonomie und das Vorkom-
men von Octopin, das als tumorspezifisch angesehen
wird 17. Nach in-vivo-Methylierung mit ['*C]Me-
thionin wurden die betreffenden Préaparate mit Tri-
fluoressigsdure hydrolysiert, die Hydrolysate zwei-
dimensional auf Diinnschichtplatten getrennt, die
Lokalisierung der radioaktiven methylierten Basen
durch Autoradiographie vorgenommen und die Ra-
dioaktivitat der einzelnen Flecke im Flissigkeits-
scintillationsspektrometer gemessen. Zur eindeuti-
gen Identifizierung standen reines 1-Methylhypo-
xanthin, 1-Methylguanin und 2-Methyladenin zur
Verfiigung. Letzteres wurde den einzelnen Hydro-
lysaten als interner Standard zugesetzt. Die tiibri-
gen methylierten Basen wurden in Analogie zu den
in den Arbeiten von Klagsbrun!* 15 abgebildeten
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Tab. I. Bestimmung von methylierten Basen in tRNA-Prédparaten.

Bezeichnung der Flecke Substanz Prozentuale Zusammensetzung
: Bakterium: Tabakzellen:
Abb. 1 Abb. 2 A. tumefaciens Normalzellen Tumorzellen
a 1 1-Methylguanin * 68,3—70,5 17,4—18,9 19.5—19,9
-+ 7-Methylguanin
b - N.N. 04— 0,8 - —_
¢ — N.N. 0,5— 0,7 =2 o
- 2 N2-Methylguanin = 9,6—11,0 10,3—15,0
— 3 NZ-Dimethylguanin — 21,2—-22,3 17,4—17,9
-+ 1-Methylhypoxanthin*
- 4 1-Methyladenin 14,4 14,0 —14,3
mZA mZA 2-Methyladenin® 26,2—28,1 3,7— 4,1 4,7
d 5 5-Methylcytosin 0,4— 0,6 7,6— 8,2 70— 7,2
— 6 2-0O-Methyluridin = 74— 8,1 7,6— 8.8
e — N.N. 04— 0,7 - —
f 7 5-Methyluridin 0,6— 0.9 12,2—13,7 11,7—-17,4
- 8 N.N. 4,0— 4,5 11— 1.3

Die Bezeichnung der [!*C]methylierten Basen in den Hydrolysaten der jeweiligen tRNA-Priparate erfolgte in Analogie zu
Klagsbrun 1#: 15, Die mit * versehenen Substanzen standen als Referenz zur Verfiigung. Der prozentuale Anteil der einzel-

nen Basen wurde auf die Summe aller durch Autoradiographie lokalisierter Flecke

(100%) bezogen. Die angefiihrten

Werte geben den Bereich an, der sich bei der Auswertung von je zwei verschiedenen tRNA-Prdparaten aus getrennten in-
vivo-Markierungen mit [!*C]Methionin ergab. Die Gesamtaktivitdt betrug bei A. tumefaciens 4418 bzw. 7474 cpm, bei
Tabak-Normalzellen 1524 bzw. 2266 cpm und bei Tabak-Tumorzellen 1325 bzw. 1600 cpm.

Zunichst zeigte die Analyse von tRNA aus 4.
tumefaciens, dal} 2-Methyladenin ein wesentlicher
Bestandteil dieser RNA ist. Mit ca. 27% macht diese
Base zusammen mit Spot a (1-Methylguanin + 7-Me-
thylguanin) ca. 96% der Gesamtaktivitdt aus. Alle
iibrigen methylierten Basen lagen unterhalb von 1%
(Abb. 1 * und Tab. I). Entsprechende Untersuchun-
gen an unfraktionierter tRNA aus ganzen Normal-
und Tumorzellen ergaben in beiden Fillen das Vor-
handensein von 2-Methyladenin (Abb. 2 und
Tab. I). Durch die Verwendung von 1-Methylhypo-
xanthin als Referenz wurde sichergestellt, dal} diese
Base in enger Nachbarschaft von 2-Methyladenin
liegt, jedoch von diesem getrennt wird. 1-Methyl-
hypoxanthin war an der oberen Spitze von Spot 3
(N2-Dimethylguanin) lokalisierbar und wurde bei
der Auswertung der DC-Platten mit N2-Dimethyl-
guanin vereinigt (Tab. I). Der Anteil von 2-Methyl-
adenin lag bei 4% der Gesamtaktivitdt sidmtlicher
lokalisierbarer [*CH;]Basen und lief} keinen
Unterschied zwischen beiden Zelltypen erkennen.
In Hydrolysaten von tRNA aus postmitochondrialen
Uberstinden, die als cytoplasmatische tRNA aufge-
faBt werden kann'* 15, war 2-Methyladenin nicht
mit Sicherheit nachweisbar.

Dieses Ergebnis kénnte im Sinne von Klags-
brun ' 15 interpretiert werden, wonach 2-Methyl-
adenin den prokaryotischen Charakter der mitochon-

* Abbn. 1 u. 2 siche Tafel auf Seite 210 a.

drialen tRNA anzeigt. Fir die vorliegende Frage-
stellung jedoch ist es wichtig, dal diese Base in
sterilen normalen und transformierten Zellen in un-
gefdahr gleichen Mengen vorkommt. Somit scheidet
2-Methyladenin als moglicher Indikator fiir bakte-
rielle tRNA in den Tumorzellen aus. Auch ist es
unwahrscheinlich, dall eine Transkription von
tRNA erfolgt, die sich auf vorhandene Bakterien-
DNA zuriickfithren liele. Da z.Z. die permanente
Gegenwart bakterieller DNA in Tumorzellen iber-
haupt in Frage gestellt wird, sind die erhaltenen
Resultate nicht iiberraschend.

Unabhéngig von der hier behandelten Fragestel-
lung lassen sich im Methylierungsmuster der tRNA
beider Pflanzenzelltypen quantitative Unterschiede
besonders bei den Derivaten von Guanin (Tab. I,
Spot 1 —3) erkennen. Wenngleich Modifikationen
der tRNA in neoplastischen Zellen diskutiert wer-
den '8, so konnen die Unterschiede im vorliegenden
Fall auch Ausdruck der Kulturbedingungen sein
und miissen nicht unbedingt tumorspezifisch sein.

Experimentelles

Fir die Untersuchungen wurde der virulente
Stamm 147 von Agrobacterium tumefaciens?", der
vermutlich mit Stamm By identisch ist, in M;-Me-
dium 2° bei 27 “C kultiviert. Bei den Pflanzenzellen
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Abbn. 1 u. 2. Autoradiographien hydroly-
sierter tRNA aus A. tumefaciens (Abb. 1)
und aus Tabakzellen (in Abb. 2 Hydroly-
sat von tRNA aus Normalzellen). Die Tri-
fluoressigsdure-Hydrolysate wurden auf DC-
Cellulose-Platten in der ersten Laufrich-
tung mit Methanol-HCI-H,0 (7:2:1 v/v)
und in der zweiten Richtung mit n-Buta-
nol-Essigsdure-H,0  (4:1:1 v/v) aufge-
trennt. Als interner Standard diente 2-Me-
thyladenin. Die im UV-Licht lokalisier-
baren Basen sind gestrichelt dargestelt:
G = Guanin; A = Adenin; C = Cyto-
sin; m*>A = 2-Methyladenin. Bei U han-
delt es sich um Uridin * 15, Die Exposi-
tionsdauer betrug bei tRNA aus A. tume-
faciens 4 Wochen und bei tRNA aus Ta-
bakzellen 2 Monate.
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handelt es sich um sterile Dauerkulturen von Ta-
bakgewebe. Als ,,Normal“-Typ wurden Zellsuspen-
sionen in MID-Medium ?! benutzt. Die Tumorzellen
leiten sich von einer Induktion durch 4. tumefaciens
Stamm B ab. Sie wurden freundlicherweise von
Prof. Dr. Morel (Versailles) zur Verfiigung gestellt
und seit 1972 in unserem Labor auf Agar-Nahr-
boden 1% gezogen. Vor Beginn der Einbauversuche
mit [1*C]Methionin wurde Tumorkallus in kleine
Stiicke zerlegt, im gleichen Medium!® ohne Agar
suspendiert und 24 h an die Inkubationsbedingun-
gen angepalt.

Die Inkubationen in Gegenwart von [1*C]Methio-
nin [L-Methionin (methyl-14C), 56 mCi/mmol] er-
folgten in den betreffenden Medien, die zur Vermei-
dung eines Einbaues von !*C in den Purin- bzw.
Pyrimidinring der tRNA Adenosin (107%M) und
Uridin (2% 107°M) enthielten. Bakterienkulturen
in der log-Phase wurden 3 h bei 27 °C im Schiittel-
bad mit 1,3 uCi [**C]Methionin/ml und beide Zell-
typen von Tabak jeweils 48 h in Gegenwart von
2 uCi [*C]Methionin/ml bei 25 °C inkubiert.

Die Extraktion der Nucleinsduren erfolgte in
allen Fillen nach der Methode von Kirby ?? unter
Verwendung von Phenol-Kresol. Die Bakterien wur-
den dabei vorher mit Lysozym und Pronase-Sarkosyl
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