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1 Einleitung
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1 Einleitung

Für das Verständnis der Wirkungsweise von großen molekularen Maschinen wie z.B.
des Ribosoms [1] oder von Ionenkanälen [2, 3], aber auch kleinen biologisch aktiven
Verbindungen, ist eine dreidimensionale Struktur in atomarer Auflösung die Voraus-
setzung.

Zum Erreichen dieses Zieles werden verschiedene Techniken mit unterschiedlichen Auf-
lösungen eingesetzt. Die Kryoelektronenmikroskopie liefert Auflösungen von bis zu 9 Å,
während die NMR-Spektroskopie und die Röntgenstrukturanalyse atomar im Bereich
von 1–4 Å auflösen.

Für die Röntgenstrukturanalyse werden Kristalle benötigt, deren Gewinnung oftmals
mit Schwierigkeiten verbunden ist. Die ermittelte Struktur kann durch verschiedene
Faktoren wie z.B. Kristallpackungseffekte gestört sein und die Dynamik des Moleküls
nur eingeschränkt wiedergeben. Die Kernresonanzspektroskopie bietet hingegen die
Möglichkeit, die Biomoleküle in annähernd natürlicher Umgebung (wässrige Lösung,
physiologischer pH-Wert, Salzgehalt, Temperatur) in Lösung oder bei der Festkörper-
NMR-Spektroskopie in amorpher, nichtkristalliner Form z.B. in Lipiddoppelschichten
zu charakterisieren.

Die mit beiden Techniken erhaltenen Molekülstrukturen können zur Auflösung der
strukturellen Details von mit schlechterer Auflösung bestimmten Molekülkomplexen
(z.B. mit Kryoelektronenmikroskopie) wie z.B. im Falle des Ribosoms oder des Spleißo-
soms dienen [1, 4, 5].

Mit Hilfe der Röntgenbeugung konnten auch Strukturen von sehr großen Multi-Protein-
komplexen wie z.B. dem Ribosom atomar aufgelöst werden [1,6–8]. Hier ist die NMR-
Spektroskopie durch Linienverbreiterungen und zunehmende Überlagerung der Signa-
le in ihren Möglichkeiten beschränkt. Durch fortlaufende Verbesserung der Meßtech-
nik (TROSY [9, 10]) und der Probenpräparation (Perdeuterierung von Proteinen und
Oligonukleotiden [11]) konnte in den vergangenen Jahren die Grenze bezüglich der
Molekülgröße nach oben verschoben werden. Die Strukturermittlung von Molekülen
bis zu einer Größe von ca. 30–40 kDa gelingt routinemäßig. In Ausnahmefällen wurden
auch größere Proteine von 50 kDa und sogar 110 kDa NMR-spektroskopisch charak-
terisiert [9].

Die NMR-Spektroskopie erlaubt es mit Hilfe verschiedener Experimente Abstands-
und Winkelinformationen der untersuchten Moleküle zu bestimmen. Diese Informa-
tionen geben Auskunft über die Konstitution, Konformation und relative Konfigura-
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tion. Hierbei werden Abstandsinformationen zwischen Protonen aus NOESY- bzw.
ROESY-Spektren gewonnen. Informationen über Dihedralwinkel liefern Kopplungs-
konstanten, während neuere Experimente die Relaxationsraten der Kreuzkorrelation
zwischen zwei Bindungsvektoren nutzen, um die Projektionswinkel zwischen ihnen zu
bestimmen [12].

Mit Hilfe von dipolaren Kopplungen kann die Reichweiten-Beschränkung von Ab-
standsinformationen auf ca. 5 Å bei der Aufnahme von NOESY-Spektren aufgeho-
ben werden. Zusätzlich erlauben die Messungen in verschiedenen Orientierungsmedien
die Ermittlung von Parametern, die etwas über die Dynamik innerhalb des Moleküls
aussagen [13,14].

Die aus den NMR-Experimenten erhaltenen Information werden in Moleküldynamik-
rechnungen zur Berechnung der dreidimensionalen Struktur verwendet. Durch ge-
schickte Kombination der gewonnenen Informationen konnte die Auflösung der berech-
neten Strukturen bzw. die Geschwindigkeit ihrer Ermittlung verbessert werden [15].

Die NMR-Spektroskopie erlaubt zusätzlich die Verfolgung entsprechend langsamer che-
mischer Reaktionen und Konformationsumwandlungen in vitro. Hierbei können simul-
tan durch geeignete Titrationsexperimente auch weitere Parameter wie Bindungs- und
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten bestimmt werden [16].

Die Bewältigung synthetischer Fragestellungen mit biochemischen Methoden sowie
die Strukturaufklärung wichtiger, biologisch aktiver und zum Aufbau von molekularen
Regeleinheiten geeigneter Moleküle wird in dieser Arbeit beschrieben.

In Kapitel 2 wird die biochemische Synthese des Kernbereichs der spleißosomalen
U4/U6-RNA im menschlichen Spleißosom und ihre Charakterisierung mittels NMR-
Spektroskopie erläutert. Die Herstellung des Y-förmigen, basengepaarten Kernkomple-
xes stellt einen wichtigen Schritt bei der Aufklärung der Struktur und des Mechanis-
mus des Spleißens dar. Es wird die erfolgreiche Synthese von nicht-isotopenmarkierter,
homogener RNA auf Basis biochemischer Methoden von synthetischer doppelsträn-
giger Templat-DNA (Abschnitt 2.7.1 auf Seite 39), von plasmidischer Templat-DNA
(Abschnitt 2.7.6 auf Seite 77), unter Verwendung eines besonderen T7-Promotors (Ab-
schnitt 2.7.7 auf Seite 86) und durch chemische Synthese (Abschnitt 2.8 auf Seite 95)
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1 Einleitung

beschrieben. Anschließend werden die strukturellen Gemeinsamkeiten der synthetisier-
ten RNAs mit Hilfe von homonuklearen NMR-Experimenten vorgestellt (Abschnitt2.9
auf Seite 98).

Im Rahmen des Projektes „Conformational control of biomolecular functions“ der
Volkswagen-Stiftung wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Hans-Dieter Arndt aus dem
Arbeitskreis von Prof. Dr. Koert an der Humboldt-Universität zu Berlin die dreidimen-
sionale Struktur eines neuartigen künstlichen Ionenkanals bestimmt. In Kapitel 3 wer-
den die durchgeführten NMR-Experimente und ihre Auswertung zur Strukturauf-
klärung des sogenannten Minigramicidins erklärt. Das Minigramicidin besteht aus
zwei miteinander über einen Bernsteinsäure-Linker verknüpften, um vier Aminosäu-
re verkürzten Gramicidin A-Sequenzen. Die Strukturen von Minigramicidin wurden
in zwei unterschiedlichen Umgebungen bestimmt: in Benzol/Aceton (10:1, v/v) oh-
ne Zusatz von Kationen und in gesättigter Cäsiumchlorid-Chloroform/Methanol (3:1,
v/v)-Lösung. Es wurden aus homonuklearen zweidimensionalen NMR-Spektren Ab-
standsinformationen und Dihedralwinkel aus Kopplungskonstanten zur erfolgreichen
Strukturrechnung verwendet.

In Kapitel 4 sind die Ergebnisse der Bestimmung der Konformationen eines gekoppel-
ten bikonformationellen Schalters vor und nach dem irreversiblen Schaltvorgang zu-
sammengestellt. Der von Dr. Michael Karle aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Koert
in Marburg synthetisierte molekulare Schalter besteht aus zwei miteinander gekoppel-
ten cis-Dekalingerüsten, die jeweils zwei Konformationen bilden können. Die Kopplung
dieser beiden Einheiten über einen 14-gliedrigen Bislactamring in stereochemisch ein-
deutiger Weise bildet den Ausgangszustand vor dem Schalten. Der eigentliche Schalt-
prozeß wird durch Lösen einer konformativen Klammer des Grundzustandes ausgelöst.
Die Konformationen der Schaltzustände (an/aus) konnte mit Hilfe von Kopplungskon-
stanten und Abstandsinformationen aus ROESY-Spektren eindeutig bestimmt werden
und so den Schaltvorgang verifizieren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden in Kapitel 5 zusammengefaßt. Die
experimentellen Details der biochemischen Synthesen wie auch der durchgeführten
NMR-Experimente und Strukturrechnungen sind in Kapitel 6 beschrieben.
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

Die biochemische Synthese des Kernbereichs der spleißosomalen U4/U6-RNA im men-
schlichen Spleißosom und ihre Charakterisierung mittels NMR-Spektroskopie bildet
den Schwerpunkt dieses Kapitels. Die U4/U6-Wechselwirkung wird im Laufe der Ak-
tivierung des Spleißosoms aufgebrochen und durch die U2/U6-Wechselwirkung ersetzt,
so daß das Spleißen ablaufen kann. Die Herstellung des Y-förmigen, basengepaarten
Kernkomplexes stellt einen wichtigen Schritt bei der Aufklärung der Struktur und des
Mechanismus des Spleißens dar.

2.1 Einführung

Bei der Übersetzung der genetischen Information von der DNA ist die RNA ein wich-
tiger Zwischenschritt in der Expression der Gene. Die RNA dient dabei nicht nur als
„Zwischenspeicher“ in Form von mRNA (mRNA, messenger RNA), sondern greift als
katalytisch aktive Komponente in viele regulatorische Abläufe der Genexpression ein.
So wird das katalytisch aktive Zentrum des Ribosoms von RNA gebildet [8,17]. Eben-
so spielt RNA eine große Rolle beim Aktivieren/Deaktivieren von Genen mittels der
sogenannten RNA-Interferenz (RNAi) [18–21]. In Pflanzen und einzelligen Lebewe-
sen ist die auto-katalytische Aktivität innerhalb der mRNA zum Herausschneiden von
nichtkodierenden Sequenzen (Introns) bekannt [22–25].

Die Genexpression bei Pro- und Eukaryonten verläuft sehr unterschiedlich. Prokary-
onten transkribieren die DNA direkt in mRNA, die dann weiter vom Ribosom in Pro-
teinsequenzen übersetzt wird (Translation) (Abb. 2.1 auf der nächsten Seite, links).

Eukaryonten schlagen hingegen einen zweistufigen Weg ein. In den Genen gibt es lan-
ge Sequenzen von Basen, die nicht für Proteine kodieren, die sogenannten Introns.
Die Genabschnitte, die für Proteine kodieren – die Exons – liegen dazwischen. Um
die endgültige mRNA zu erhalten, müssen die Exons miteinander verbunden werden,
während die Introns herausgeschnitten werden.

Zuerst wird die gesamte DNA aus Introns und Exons in die sogenannte prä-mRNA
transkribiert. Anschließend werden die Introns herausgeschnitten und die Exons mit-
einander zu der fertigen mRNA verbunden. In Analogie zur Verknüpfung der Enden
eines durchtrennten Seils wird dies als Spleißen bezeichnet. Richard J. Roberts und
Phillip A. Sharp konnten 1977 durch Hybridisierungsexperimente zwischen vollständig
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2.2 Das Spleißosom

Intron Exon ExonIntron Intron

Prokaryonten Eukaryonten

DNA

mRNA mRNA

prä-mRNA

Spleißen

der prä-mRNA

Protein Protein

Abbildung 2.1: Unterschiede in der Expression der genetischen Information bei Bakterien
(links) und höheren Organismen (rechts).

prozessierter mRNA und der ursprünglichen DNA zeigen, welche Abschnitte tatsäch-
lich für die Proteine kodieren [26]. Die mRNA wird schließlich im Cytoplasma durch
das Ribosom in Proteinsequenzen translatiert (Abb. 2.1 rechts).

Über das Spleißen hat die Zelle die Möglichkeit, verschiedene Isoformen des gleichen
Proteins z.B. in Abhängigkeit vom Zelltyp zu exprimieren, indem die Anzahl der Exons
variiert wird (sogenanntes alternatives Spleißen) [27, 28]. Zudem sind prinzipiell auch
Kombinationen von Exons aus verschiedenen Genen möglich. Dieses trans-Spleißen
findet man z.B. in Trypanosomen.

2.2 Das Spleißosom

Ähnlich dem Ribosom bei der Translation wird das Spleißen durch Zusammenwirken
von mehreren RNA-Protein-Komplexen durchgeführt. Man spricht auch vom Spleißo-
som [29], einem dynamischen Komplex wechselnder Zusammensetzung, der den Spleiß-
vorgang ausführt. Das Spleißen findet im Zellkern statt. Dort existieren Regionen, die
sogenannten Speckles und Cajal-Körper, die reich an Spleißfaktoren sind [30–33]. Wäh-
rend der Prozessierung der prä-mRNA wird der schon fertige Teil der mRNA weiter
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

modifiziert und in das Cytoplasma exportiert [34]. In den folgenden Abschnitten wer-
den die Spleißreaktion und Zusammensetzung des Spleißosoms beschrieben.

2.2.1 Spleißen als chemische Reaktion

In Säugetieren findet man hauptsächlich das sogenannte cis-Spleißen; das heißt die
Exon- und Intronsequenzen stammen aus der gleichen prä-mRNA. In bestimmten Le-
bewesen findet man auch das trans-Spleißen. Hier werden Exons aus verschiedenen prä-
mRNAs miteinander verknüpft. Im folgenden wird kurz das Prinzip des cis-Spleißens
erläutert [22,35,36].

Man kann die Spleißreaktion in zwei Schritte unterteilen (Abb. 2.2 auf der nächsten
Seite, A): Im ersten Schritt wird die Phosphatbindung an der 5’-Spleißstelle von der
2’-OH-Gruppe des Adenosins aus dem Verzweigungspunkt bp (bp, branch point) at-
tackiert und das Exon1 als Intermediat mit einer freien 3’-OH-Gruppe freigesetzt. Im
gleichen Schritt wird das 5’-Ende des Introns über eine 2’,5’-Phosphodiesterbindung
an das Adenosin des Verzweigungspunktes als Lariat gebunden.

Im zweiten Schritt wird das Intronlariat freigesetzt und die beiden Exons über eine
3’,5’-Phosphodiesterbindung verknüpft.

Obwohl die Hydrolyse von ATP für das Herausschneiden der Intronsequenz essentiell
ist, findet man in den Spleißprodukten keine Phosphate aus exogenem ATP. So werden
die Phosphate der Spleißstellen konserviert.

Die beiden Reaktionsschritte der Umesterungen laufen nach einem „in-line“ SN2-
Mechanismus ab, wie durch Verwendung von in RNA eingebauten chiralen Phospho-
thioat-Analoga gezeigt werden konnte (Abb. 2.2 auf der nächsten Seite, B) [35]. Eine
essentielle Rolle spielen dabei Magnesiumionen [38–44].

Im ersten Schritt erfolgt ein nukleophiler Angriff der 2’-OH-Gruppe vom Adenosin aus
der Verzweigungsstelle in der Intronsequenz auf das Phosphat an der 5’-Spleißstelle
(Abb. 2.2 auf der nächsten Seite, B oben links). Hierdurch wird der 3’-Sauerstoff
des 5’-Exons über einen fünffachkoordinierten Übergangszustand ersetzt. Im zweiten
Schritt greift die 3’-OH-Gruppe, die im ersten Schritt Abgangsgruppe war, nun als
Nukleophil am 3’-Phosphat des 3’-Exons an und verbindet so die beiden Exons.
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2.2 Das Spleißosom
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Abbildung 2.2: A. Prinzip des cis-Spleißens innerhalb einer prä-mRNA. Im 1. Schritt
attackiert das Adenosin des Verzweigungspunktes bp mit seiner 2’-OH-Gruppe die Phos-
phatbindung (gelber Kreis) an der 5’-Spleißstelle (5’SS). Es bildet sich das Lariat und das
freie Exon1. Dieses greift dann im 2. Schritt mit seiner 3’-OH-Gruppe die Phosphatgruppe
an der 3’-Spleißstelle (3’SS) des Introns an und verknüpft so die beiden Exons zur fertigen
mRNA. Das Intron-Lariat wird freigesetzt. B. Details der beiden Umesterungsreaktionen
mit der Stereochemie der beteiligten Phosphoratome. Ein kleines p kennzeichnet hier die
Phosphatgruppe im Lariat. Modifiziert nach [35–37].

Der Ablauf ist stark verwandt mit dem Selbstspleißen von Gruppe-I- und Gruppe-II-
Introns. Bei diesen bildet RNA das katalytische Zentrum unter essentieller Mitwirkung
von Magnesium-Ionen [23, 25, 45–47]. Die Selbstspleißreaktion der Gruppe-II-Introns
ergibt die gleichen Zwischen- und Endprodukte. Es spricht also viel für eine RNA-
katalysierte Spleißreaktion im Spleißosom, auch wenn bis heute kein direkter Beweis
durch atomar aufgelöste Strukturen dafür erbracht werden konnte.
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

2.2.2 Definition der Spleißstellen in der prä-mRNA

Um das Intron präzise auszuschneiden, müssen die 3’-, 5’-Spleißstellen und die Verzwei-
gungsstelle bp mit dem aktiven Adenosin von der Spleißmaschinerie erkannt werden.
Durch genetische Analyse einer Vielzahl von Intronsequenzen konnten die Konsens-
sequenzen für die Abschnitte bestimmt werden. Man unterscheidet dabei zwischen
U12- und U2-abhängigen Erkennungssequenzen. U12- und U2-Introns werden über
unterschiedliche Spleißmaschinen mit verschiedenen RNA und Proteinbestandteilen
enthalten, prozessiert [35,37,48]. Es gibt deutlich mehr U2- als U12-Introns. Daneben
gibt es auch Spleißvorgänge, die sowohl U2 als auch U12 benötigen [49].

Der hauptsächlich stattfindende Spleißvorgang basiert auf U2-Introns (Abb. 2.3). Hier-
bei wird die 5’-Spleißstelle durch GU, die 3’-Spleißstelle durch AG und die Verzwei-
gungsstelle durch ein Adenosin als prominenteste Nukleotide neben anderen markiert.
Neben diesen besonders prominenten Nucleotiden spielt auch der Polypyrimidintrakt
zwischen der Verzweigungsstelle und der 3’-Spleißstelle eine wichtige Rolle.
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Abbildung 2.3: Konsenssequenzen für die Erkennung der Spleißstellen in U2-Introns. Von
links nach rechts sind die Sequenzen der 5’-Stelle, der Verzweigungssequenz und der 3’-
Stelle gezeigt. Die Höhe der Buchstaben gibt die Häufigkeit innerhalb der analysierten DNA-
Intronsequenzen an. Die Positionen, die an der Erkennung beteiligt sind schwarz, die anderen
blau markiert. Modifiziert nach [35,37].

2.2.3 Zusammensetzung des Spleißosoms: snRNPs

Nach der Entdeckung des Spleißosoms als sedimentierendes Partikel [29] erfolgte über
die letzten 20 Jahre eine detaillierte Untersuchung der Zusammensetzung. Dabei wur-
den parallel die Spleißosome von Hefe und Säugetieren untersucht, die U2-Introns
spleißen. Der Spleißvorgang ist in beiden Fällen sehr ähnlich.
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2.2 Das Spleißosom

Anfängliche Ergebnisse ergaben eine Zusammensetzung aus fünf relativ kleinen, uri-
dinreichen, im Zellkern lokalisierten RNAs (60 - 300 Nukleotide, auch als snRNAs
bezeichnet (snRNA, small nuclear RNA)) als U1, U2, U4, U5 und U6 bezeichnet, im
Komplex mit ca. 60 Proteinen [50]. Durch verfeinerte Methoden und mildere Isolati-
onsbedingungen konnten immer mehr Bestandteile entdeckt werden. So erhöhte sich
die Anzahl der mit dem Spleißosom assoziierten Proteine auf ca. 100 [35, 51]. Heute
spricht man von ca. 200 Proteinen im Falle des menschlichen Spleißosoms [52–55]. Die
Anzahl der bekannten RNA-Bestandteile ist konstant geblieben.

Die RNAs im Spleißosom liegen in Form von Komplexen mit Proteinen vor, soge-
nannten snRNPs (snRNP, small nuclear ribonucleoprotein, als „snurp“ bezeichnet).
Zusammensetzung und Struktur dieser Komplexe sind in den letzten Jahren mit Hil-
fe von Kryoelektronenmikroskopie und massenspektrometrischen Methoden teilweise
bestimmt worden.

Die Biogenese der snRNPs von U1, U2, U4 und U5 unterscheidet sich nur wenig. Die
vier RNAs werden von Polymerase II transkribiert und am 5’- und 3’-Ende modifi-
ziert. Diese prä-U-snRNAs werden ins Cytoplasma exportiert und dort zu funktionalen
snRNPs zusammengebaut. Hierbei werden die Sm-Proteine gebunden, das 5’-Ende zu
2,2,7-Trimethylguanin modifiziert und das 3’-Ende gekürzt [56–61]. Schließlich werden
diese snRNPs wieder in den Zellkern für den Spleißvorgang reimportiert [62–64].

Die U6-RNA wird hingegen von RNA-Polymerase III transkribiert und verbleibt im
Zellkern. U6-snRNA rekrutiert aus dem Cytoplasma LSm-Proteine (LSm, like Sm), die
ähnlich wie die Sm-Proteine gebunden werden [65]. Die Strukturen der Sm und LSm-
Proteine konnten mittlerweile durch Röntgenkristallographie gelöst werden [66].

U1, U2 und U5 bilden separate snRNPs, während U4 und U6 über Basenpaarungen
miteinander verbunden sind und einen gemeinsamen snRNP bilden. Allerdings lagert
sich dieser mit dem U5-snRNP zu einem Komplex aus drei RNAs zusammen, zum
sogenannten U4/U6·U5-tri-snRNP. Dieser spielt eine wichtige Rolle beim Spleißen [67–
71].

Das Spleißosom, welches U12-Introns prozessiert, hat eine ähnliche Zusammensetzung.
Allerdings unterscheiden sich die RNA-Sequenzen zum Teil deutlich von denen des U2-
Spleißosoms. Diese werden als U11, U12, U4atac und U6atac bezeichnet [36]. Die U5-
snRNA ist in beiden Spleißosomen vorhanden. Außerdem scheint in manchen Fällen
eine Kombination aus U2- und U12-spleißosomalen RNAs nötig zu sein [49].
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

2.2.4 Sekundärstrukturen der snRNAs in den snRNPs

Jede snRNA weist eine ausgeprägte Sekundärstruktur in ihrem jeweiligen snRNP auf,
wie durch Crosslinking-Experimente gezeigt werden konnte. Die Strukturen sind zum
Teil über verschiedene Spezies konserviert und deuten auf einen ähnlichen Ablauf des
Spleißens in verschiedenen Organismen hin. Die Sekundärstrukturen der humanen U1,
U2, U5 und U4/U6 sind in der folgenden Abbildung (Abb. 2.4 auf der nächsten Seite)
zusammengefaßt [37,72,73].

2.2.5 Der U4/U6-Komplex: U4 als Inhibitor der U6

Die Basenpaarungen zwischen U4 und U6 sind z.T. bei verschiedenen Spezies stark
konserviert und durch zahlreiche Crosslinking-Experimente verifiziert [74–79]. Die Kern-
region in diesem Komplex bildet eine Y-förmige Struktur, bestehend aus drei basen-
gepaarten Stämmen. Die Y-förmige Struktur des Komplexes konnte über Kryoelek-
tronenmikroskopie bestimmt werden [79]. Es existiert bisher jedoch keine atomar auf-
gelöste Struktur, die die genaue Anordnung der Arme zueinander beschreibt. Neben
dieser Y-förmigen Struktur konnten auch spezifische RNA-Protein-Wechselwirkungen
nachgewiesen werden, die insbesondere zu einer modifizierten Sekundärstruktur des
U4 5’- Stamm-Schleife-Stamm-Motivs führten [80,81] (Abb. 2.5).
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Abbildung 2.4: Sekundärstrukturen der fünf humanen spleißosomalen RNAs. Die Bin-
dungsstellen der Sm-Proteine sind grün unterlegt. Die farbigen Boxen markieren Sequen-
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zweigungsstelle. Modifiziert nach [37].
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

U4 und U6 kommen in einem gemeinsamen RNA-Protein-Komplex vor, welcher in
Cajal-Körpern im Zellkern gespeichert wird [32]. Im Verlauf des Zusammenbaus des
Spleißosoms wird mit dem U5-snRNA der sogenannte tri-snRNP Komplex U4/U6·U5
gebildet. Dieser wird komplett in das Spleißosom eingebaut, wie Isolierungsexperi-
mente zeigen konnten [72, 82–87]. Im weiteren Verlauf der Aktivierung des Spleißo-
soms wird die U4-U6-Wechselwirkung unter ATP-Verbrauch und mit Hilfe von RNA-
Helicasen [88,89] aufgebrochen und durch eine U2-U6-Wechselwirkung ersetzt, die den
eigentlichen Spleißprozeß ermöglicht (Abb. 2.6) [72]. Die U4-snRNA wirkt im Prinzip
als Inhibitor der U6-snRNA, um eine zu frühe Aktivierung des Spleißens zu verhindern.
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Abbildung 2.6: Im Zuge der Aktivierung des Spleißosoms wird die Wechselwirkung zwi-
schen U4 und U6 aufgebrochen. Es bildet sich der katalytisch aktive U2/U6-Komplex. Die
Zahlen kennzeichnen das Molekulargewicht der mit den RNAs assoziierten Proteine in kDA.
RNA-Bereiche die in den U4/U6 bzw. U2/U6-Komplex Basenpaarungen aufweisen sind farbig
markiert. Modifiziert nach [72].
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2.2 Das Spleißosom

2.2.6 Der Spleißosom-Kreislauf

Durch native Gelelektrophorese konnten aus kultivierten Hefezellen-Spleißosomen drei
verschiedene Spleißkomplexe, die zu verschiedenen Zeitpunkten des Spleißprozesses
auftreten, isoliert werden [90]. Im Laufe der Zeit wurden weitere Zwischenstufen aus
in vitro durchgeführten Spleißversuchen isoliert. Daraus kann man einen geordneten
Kreislauf für den Zusammenbau des Spleißosoms in vitro konstruieren [26,35].

Durch mildere Isolationstechniken ergibt sich aber mittlerweile ein anderes Bild. So
konnte man komplette Spleißosome isolieren, die alle snRNAs enthalten und prinzipiell
die Voraussetzungen erfüllen, um prä-mRNA zu spleißen [91–95].

Die Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen U-snRNPs und der prä-mRNA und
die verschiedenen Schritte des Spleißvorganges im Spleißosom werden im folgenden in
Form eines Kreislaufs beschrieben (Abb. 2.7 auf der nächsten Seite) [35, 37, 90, 96–
104].

Die im Zellkern nach der Transkription vorliegenden prä-mRNA ist an eine Vielzahl
von hnRNP-Proteinen (hnRNP, heterogenous nuclear ribonucleoprotein) gebunden.
Die Rolle der hnRNP-Proteine beim Spleißprozeß ist noch weitgehend ungeklärt.

Im ersten Schritt der Rekrutierung der prä-mRNA zum Spleißen wird Komplex E gebil-
det, in dem U1-snRNP [103] zusammen mit den Spleißfaktoren U2AF65 und U2AF35
(U2AF, U2-snRNP auxiliary factor) an die 5’-Spleißstelle bzw. den Polypyrimidintrakt
und 3’-Spleißstelle bindet.

Im nächsten Schritt lagert sich der U2-snRNP-Komplex [4, 105] an. Hierbei wird ei-
ne spezifische Basenpaarung mit der prä-mRNA um den Verzweigungspunkt mit dem
aktiven Adenosin eingegangen (Komplex A). Das Adenosin ist allerdings nicht basen-
gepaart. Wichtig für die Anlagerung ist die Wechselwirkung zwischen den U1-snRNP
und U2-snRNP. Der U1-snRNP-Partikel bereitet die prä-mRNA für die Bindung des
U2-snRNPs vor.

Nachfolgend wird der U4/U6·U5-tri-snRNP-Komplex eingebunden. Hierbei spielt im
Hefe-Spleißosom Prp8 bzw. das homologe p220-Protein im Menschen eine entscheiden-
de Rolle, um die snRNPs im Komplex B richtig zueinander zu orientieren [101, 106].
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Wechselwirkung der verschiedenen U-snRNPs
während des Spleißens von humaner prä-mRNA. Neben den snRNPs sind noch weitere Pro-
teinfaktoren am Spleißprozeß beteiligt, wurden aber der Übersichtlichkeit halber weggelassen.
Prä-mRNA (oben) wird über diverse snRNP-Partikel gebunden und verläßt das Spleißosom
als fertige mRNA und als Intron-Lariat (unten und linke Seite). Die verschiedenen, isolier-
baren Zwischenzustände beim Spleißen werden als Komplex A, B, B* und C bezeichnet. 5’-SS,
3’-SS, bp und YYYY... kennzeichnen die 5’- bzw. 3’-Spleißstelle, den Verzweigungspunkt (bp,
branch point) und den Polypyrimidintrakt, die für die Erkennung der Spleißstellen wichtig
sind. Die jeweiligen U-snRNPs sind mit U1, U2, U4, U5 und U6 bezeichnet. Modifiziert
nach [26,37].

16



2.2 Das Spleißosom

In diesem Komplex B ist noch keine katalytische Aktivität zu beobachten, die wahr-
scheinlich katalytisch aktive U6-snRNA ist noch durch die Basenpaarung mit U4 im
U4/U6·U5-tri-snRNP-Komplex inhibiert.

Der bisherige Komplex B wird unter ATP-Verbrauch zum aktivierten Spleißosom
(Komplex B*) [101]. Die Basenpaarung zwischen U4 und U6 wird aufgebrochen und
U1- und U4-snRNPs werden freigesetzt. Der Weg ist frei, um die Spleißreaktion zu
beginnen.

Hier bilden U2 und U6 über Basenpaarung zusammen mit U5-snRNA, welche die
Exons für die Reaktion zu positionieren scheint, wahrscheinlich das katalytisch aktive
Zentrum [107–110]. Unter weiterem ATP-Verbrauch erfolgt nun der erste Schritt des
Spleißens: Es bildet sich der Lariat-Komplex C, in dem schließlich Schritt zwei abläuft
[111].

Die verbundenen Exons werden freigesetzt, und der Lariatkomplex wird in das Intron-
Lariat und die verschiedenen snRNPs zerlegt. Die snRNPs werden für die nächste
Spleißreaktion wiederverwendet.
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2.3 Aufgabenstellung

Für das Verständnis der Prozessierung der prä-mRNA durch das Spleißosom sind ato-
mar aufgelöste Strukturen von den beteiligten Proteinen und RNAs nötig. Ähnlich
dem Vorgehen beim Ribosom [8, 112] kann man das strukturelle Puzzle des Spleißo-
soms durch die Aufklärung der einzelnen RNAs und Proteine und ihre Plazierung in
der Gesamtstruktur lösen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Y-förmige Kernbereich
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Abbildung 2.8: Die Basenpaarung zwischen den beiden spleißosomalen RNAs U4 und U6.
Gelb unterlegt ist die Kernregion, die eine Y-förmige Verzweigung bildet (Y-junction), linke
Seite. Rechts ist das vereinfachte, einsträngige, aus drei Stämmen (I-III) bestehende RNA-
Konstrukt für die NMR-spektroskopische Untersuchung gezeigt.

des spleißosomalen U4/U6-RNA-Komplexes mit biochemischen Methoden syntheti-
siert werden. Dieses Konstrukt stellt einen wesentlichen Schritt für die Aufklärung
der bisher unbekannten räumlichen Orientierung der drei Arme zueinander und ihrer
Dynamik mit NMR-Methoden dar.

Hierzu wurde ein vereinfachtes, einzelsträngiges RNA-Konstrukt – U4/U6-A – ent-
worfen, welches den Kernbereich repräsentiert (Abb. 2.8). Das Konstrukt sollte in
größeren Mengen (Milligramm) sowohl unmarkiert als auch 13C/15N-isotopenmarkiert
hergestellt werden, um eine NMR-spektroskopische Untersuchung zu ermöglichen. Es
sollten Methoden zur Transkription und Aufreinigung etabliert werden, die die Her-
stellung von RNA homogener Länge ermöglichen und ohne Probleme auf andere Kon-
strukte übertragbar sind.
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2.4 Design der Ziel-RNA

Es wurde eine aus einem Einzelstrang bestehende RNA gewählt, die per Transkription
mit T7-Polymerase von einem DNA-Templat Einzelstrang herzustellen ist.

2.4 Design der Ziel-RNA

Für NMR-spektroskopische Untersuchungen ist der gesamte U4/U6-Komplex mit 252
Basen zu groß. Der interessante Bereich, der Y-förmige Kernbereich von Stamm I und
II sowie die 5’-Stamm-Schleifen Struktur der U4-RNA, umfaßt ca. 40–50 Nukleotide.
Um diesen Bereich nachzubilden, könnte man drei kurze RNAs synthetisieren und
dann als 1:1:1-Komplex zusammen titrieren. Effizienter ist es, zwei der drei offenen
Enden dieser verkürzten RNAs über UUCG-Schleifen miteinander zu verbinden. Die
UUCG-Schleifen verändern dabei die Struktur des vorhergehenden Doppelstranges
nicht und bilden außerdem noch ein sehr stabiles RNA-Motiv [113–120]. Die konzipierte
einzelsträngige RNA sollte mittels Transkription mit T7-Polymerase von einem DNA-
Templat einfach und effizient herzustellen sein.

sir_graph by D. Stewart and M. Zuker
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Abbildung 2.9: Sekundärstruktur des einzelsträngigen U4/U6-A Konstruktes, welches den
Kernbereich (gelb unterlegt) des U4/U6-Komplexes wiedergibt (links). Rot sind die Basen
hervorgehoben, die eingefügt wurden, um eine einzelsträngige stabile RNA zu erhalten. Rechts
daneben die mit mfold [121] erzeugte Sekundärstrukturvorhersage für dieses Konstrukt.

Beim Design der einzelsträngigen RNA muß sichergestellt sein, daß die fertige RNA
sich nur in die gewünschte Sekundärstruktur faltet. Hierzu wurden drei verschiedene
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

Konstrukte mit UUCG-Schleifen an verschiedenen Stellen entworfen [122] und ihre
zu erwartende Sekundärstruktur mit dem Programm mfold [121, 123, 124] überprüft.
Hierbei hat sich die als U4/U6-A bezeichnete Variante als geeignet erwiesen (Abb. 2.9
auf der vorherigen Seite), da nur sie in einer Konformation vorkommen sollte. Zur Sta-
bilisierung des Endes wurde zusätzlich ein abschließendes CG-Basenpaar eingeführt.
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2.5 Biochemische Synthese mit RNA-Polymerasen

2.5 Biochemische Synthese mit RNA-Polymerasen

Neben der für kleine RNAs etablierten chemischen Synthese von RNA-Oligonukleoti-
den wird für größere und/oder isotopenmarkierte RNA-Oligonukleotide die Transkrip-
tion von DNA-Templaten mittels DNA-abhängiger RNA-Polymerasen eingesetzt. In
den folgenden Abschnitten wird dieser Ansatz im Detail beschrieben.

2.5.1 T7-Polymerase

Für die biochemische Synthese von RNA durch Transkription von DNA-Templaten
können eine Reihe von DNA-abhängigen RNA-Polymerasen (RNAP) von Bakterio-
phagen eingesetzt werden. Diesen Polymerasen ist eine Konsensussequenz des Pro-
motors, der den Startpunkt der zu transkribierenden Sequenz kennzeichnet, zu eigen
(Abb. 2.10, links).

T7 T A A T A C G A C T C A C T A T A G G G A G A

T3 A A T T A A C C C T C A C T A A A G G G A G A

K11 A A T T A G G C C A C A C T A T A G G G A G C

SP6 A T T T A G G T G A C A C T A T A G A A G A G

-17 -10 -5 +1

Bindungsdomäne Initierungsdomäne

Abbildung 2.10: Links: Konsensussequenzen der Klasse III-Promotoren der Bakteriophagen
T7, T3, K11 und SP6. Identische Bereiche sind eingerahmt, das rote Basentriplett kennzeich-
net die individuelle Erkennungssequenz für den jeweiligen Promotor. Modifiziert nach [125].
Rechts: Darstellung der Sekundärstrukturen der Kristallstruktur der T7-Polymerase (PDB-
Code: 1MSW).

In den meisten Fällen wird die ungefähr 98 kDa große, aus einer Untereinheit be-
stehende RNA-Polymerase des T7-Bakteriophagen (T7-RNAP) eingesetzt (Abb. 2.10,
rechts). Die Expression und Aufreinigung des Enzyms stellt auch in größeren Mengen
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

kein Problem dar [126] und die T7-Polymerase besitzt eine ausreichend hohe Aktivität
um RNA in mikromolaren Mengen zu synthetisieren.
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Abbildung 2.11: Doppelsträngige Promotorregion der T7-Polymerase.

Neben der Verwendung zur biochemischen Synthese von RNA wird die T7-Polymerase
als Modellsystem zur Untersuchung der DNA-gesteuerten Transkription eingesetzt, da
sie im Gegensatz zu bakteriellen und eukaryontischen RNA-Polymerasen nur aus einer
einzigen Untereinheit besteht [127]. Sie besitzt eine große strukturelle Ähnlichkeit mit
der DNA-Polymerase I von E. coli. Die Domänen der für die Polymerisation zuständi-
gen Bereiche besitzen eine sehr ähnliche dreidimensionale Struktur [128]. Es gibt eine
Reihe von Kristallstrukturen, die den Mechanismus der Transkription in den verschie-
denen Zuständen beschreiben [127,129–134].

Die T7-Polymerase braucht eine doppelsträngige 17 Basenpaare lange Promotorse-
quenz für den Start der Transkription (Abb. 2.11).

Die Transkription mittels T7-RNA-Polymerase läuft in mehreren Phasen ab (Abb. 2.12
auf der nächsten Seite). Zu Beginn bildet sich der sogenannte geschlossene Komplex
RPc (RNAP-Promoter-closed) zwischen der T7-RNAP (R) und der Promotorregion
(P) des DNA-Templates aus. Die doppelsträngige Promotorregion des DNA-Templats
bindet hierbei in einer tiefen Spalte zwischen den Unterdomänen der T7-RNAP. Der
Promotor wird anschließend entwunden und es bildet sich der „offene Komplex“ RPo
(RNAP-Promoter-open). Die Zugabe von GTP, dem bevorzugten Startnukleotid und
der weiteren Nukleotide während der Transkription bewirkt den Übergang in den In-
itiatorkomplex RPi (RNAP-Promoter-initiation). In dieser Phase beginnt die eigentli-
che Synthese der RNA. Der RPi-Komplex ist dabei durch die kurze RNA-Kette relativ
labil, so daß es zu vermehrtem Kettenabbruch mit Sequenzen von 2-14 Nukleotiden
(nt) Länge kommt. Die Abbruchrate ist mit U als Startnukleotid am höchsten, mit G
am niedrigsten. Sie läßt sich durch Zugabe von GMP vermindern, das bevorzugt noch
vor GTP eingebaut wird. Die instabile Initialphase kann bis zu 15 s dauern, bevor sich
der eigentliche, stabile Transkriptionskomplex RPt (RNAP-Promoter-transcription)
bildet. Hierbei findet eine Wechselwirkung der wachsenden RNA-Kette mit dem N-
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2.5 Biochemische Synthese mit RNA-Polymerasen

Terminus der T7-RNAP statt und es erfolgt die Elongation der RNA-Kette. Diese
kann mit einer Rate des Nukleotideinbaus von bis zu 230 nt/s ablaufen und bis zu 30
min. anhalten [125, 128]. Die Transkription endet mit Erreichen des Endes des Tem-
platstranges oder einer Stopsequenz.

RNAPRNAP

RNAPRNAP

RPc

RPo

RPi

RNARNA

RNA

RNA

DNA

Terminierung RPt

RNA:DNA-HybridRNA:DNA-Hybrid

NTPsNTPs

Initiierung

(Bildung der

ersten Phosphodiester-

bindung)

Abgebrochene

Initierungversuche

(2-14 nt)

Geschützte RNA

in RNAP-Kanal

R + PR + P RPc RPo RPi RPt

4 NTP

Abbildung 2.12: Kreislauf für die T7-Transkription. Zuerst bildet sich der geschlosse-
ne Komplex RPc. Nach entwinden der Promotorregion entsteht der offene Komplex RPo,
der durch Zugabe der Nukleotide in den Initiatorkomplex RPi wechselt und die RNA-
Synthese startet. Während dieser Initialphase kommt es vermehrt zu Kettenabbruchreak-
tionen. Schließlich wechselt der Komplex in die Transkriptionsphase RPt, in der die RNA
in ganzer Länge synthetisiert wird. Mit Erreichen einer Stopsequenz oder des Endes des
Templates hört die Transkription auf. Modifiziert nach [125,135].

2.5.2 RNA-Oligomersynthesen mit T7-Polymerase

Die Verwendung der biochemischen RNA-Oligomersynthese mittels RNA-Polymerasen
stellt derzeit die bevorzugte Möglichkeit dar, 13C/15N-markierte RNA unter Verwen-
dung markierter Nukleotidtriphosphate, die auf chemischen [136–138] oder bioche-
mischen Weg [139–150] hergestellt wurden, zu produzieren. Ebenso ist der Einbau
spezifisch deuterierter Nukleotide [151–157] möglich.

Es stehen im Prinzip mehrere unterschiedliche Polymerasen von Bakteriophagen für
die in vitro RNA-Synthese zur Verfügung. Durchgesetzt haben sich aber nur die SP6-
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

und die T7-RNA-Polymerasen. T7-RNAP und SP6-RNAP [158] zeigen dabei eine aus-
reichend hohe Aktivität, um RNA in µmol-Mengen herstellen zu können.

Aufgrund der guten Eigenschaften und der vorhandenen Erfahrungen [122] wurde
die T7-Polymerase zur Durchführung der RNA-Synthesen gewählt. Wie schon in Ab-
schnitt 2.5.1 auf Seite 21 (T7-Polymerase) erwähnt, benötigt die T7-RNAP einen 17
Basen langen doppelsträngigen DNA-Strang als Promotor (Abb. 2.11 auf Seite 22).
Die Ausbeute kann erhöht werden, wenn auch die erste kodierende Position +1 eben-
falls doppelsträngig ist [159, 160] und mit einem Guanosin beginnt. Die Effizienz der
Transkription in Abhängigkeit von der Base in Position +1 nimmt in der Reihenfolge
G > C > A > U ab. Ebenfalls ist die Position +2 bei gleicher Reihenfolge zu berück-
sichtigen, wenn die Ausbeute optimiert wird. Der Zusatz von GMP statt GTP kann die
Ausbeute um bis zu 20 % erhöhen, wenn die Position +1 mit einem G beginnt [161].
Für eine optimale Ausbeute der Zielsequenz sollte diese also mit zwei Guanosinen
beginnen.

DNA-Template

+15'

5'3'

+1
5'

5'3'

A

B

Abbildung 2.13: Partiell doppelsträngige (A)und doppelsträngige DNA-Template (B) mit
T7-Promotor für die Transkription mit T7-RNAP. Mit Rot ist die Startbase gekennzeichnet.

Es werden vier Arten von DNA-Templaten für die biochemische RNA-Synthese ein-
gesetzt: Für kurze RNA-Oligomere hat es sich als ausreichend herausgestellt, nur die
Promotorregion und die +1-Position im DNA-Templat doppelsträngig zu verwenden,
der Rest kann einzelsträngig bleiben (Abb 2.13, A). Man erhält dieses Templat durch
Hybridisierung des sense-Stranges der Promotorregion mit dem antisense-Strang der
Templatsequenz inklusive Promotorregion. Bei Konstrukten, die stabile Sekundär-
strukturen bilden, können allerdings einzelsträngige DNA-Template zu schlechten Aus-
beuten führen [122]. Durch Verwendung komplett doppelsträngiger Templat-DNA läßt
sich dieses Problem vermeiden.
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Abbildung 2.14: Synthese von doppelsträngiger Templat-DNA durch Auffüllen partiell ds-
DNA mit Hilfe von dNTPs und Klenow-Fragment [122].

Vollständig doppelsträngige Templat-DNA läßt sich durch Hybridisierung von che-
misch synthetisierten Einzelsträngen gewinnen (Abb. 2.13 auf der vorherigen Seite, B).
Allerdings lassen sich längere DNA-Einzelstränge nicht immer eindeutig und quanti-
tativ hybridisieren.

Dieses Problem läßt sich lösen, indem eine komplett doppelsträngige Matrize aus dem
Antisense-Strang mit T7-Promotor und einem kurzen T7-Primer durch Transkription
mit dem Klenowfragment und dNTPs synthetisiert wird [122] (Abb. 2.14). Das so-
genannte Klenowfragment ist die große Untereinheit der DNA-Polymerase I von E.
coli und zeigt 5’ → 3’ Polymeraseaktivität [162]. Allerdings muß bei diesem Ansatz
zusätzlich das Klenowfragment exprimiert [163] oder gekauft werden.

Eine weitere Möglichkeit besteht darin, die doppelsträngige, aus chemisch syntheti-
sierten DNA-Einzelsträngen hybridisierte Templat-DNA in ein Plasmid zu klonieren,
dieses in E. coli zu exprimieren und nach der Isolierung mit einem Restriktionsenzym
aufzuschneiden und als Matrize für die RNA-Transkription zu verwenden [164, 165]
(Abb. 2.15 auf der nächsten Seite). Dieser Ansatz hat den Vorteil, beliebige Mengen
des doppelsträngigen DNA-Templates herstellen zu können. Man verwendet hierbei
das pUC19-Plasmid, das keinen T7-Promotor enthält. Man führt diesen wie auch die
entsprechenden Schnittstellen mit der Templat-DNA in den Vektor ein. In dieser Arbeit
wurden zum Einklonieren der Templat-DNA die EcoR I- und Hind III-Schnittstellen
verwendet. Zum Linearisieren des in E. coli amplifizierten Plasmides wird dieses mit
der Pst I oder Hind III-Restriktionsendonuklease aufgeschnitten.
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Abbildung 2.15: Prinzip der Klonierung der RNA-Zielsequenz in den pUC19-Vektor. Zu
Beginn wird mit den beiden Restriktionsendonukleasen Eco RI und Hind III der pUC19-
Vektor aufgeschnitten (A). Im zweiten Schritt wird die komplementäre DNA-Sequenz der
gewünschten RNA inklusive des T7-Promoters und der benötigten Schnittstellen mit Hilfe
der T4 DNA-Ligase in den Vektor ligiert (B). Anschließend wird das modifizierte Plasmid
in E. coli-Zellen vervielfacht und nach der Isolierung mit der Restriktionsendonuklease Pst I
linearisiert (C).

Transkription

Bei der Transkription wird der Templatstrang in 3’→5’-Richtung abgelesen. Dabei
schiebt sich die T7-Polymerase entlang des helikalen Doppelstranges und entwindet
diesen zum Teil (Abb. 2.16 auf der nächsten Seite).
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Die Bedingungen für die RNA-Synthesen müssen für jede Zielsequenz optimiert wer-
den. Neben der eigentlichen Sequenz mit ihren Startnukleotiden spielt die Konzentra-
tion von DNA-Templat, Enzym, Magnesiumionen, Nukleotiden und die Reaktionszeit
eine entscheidende Rolle.
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Abbildung 2.16: Die T7-Polymerase beginnt direkt nach dem Ende der Promotorsequenz an
der Position +1 mit der Transkription. Die Transkription verläuft dabei in 5’→3’-Richtung.

Die Reaktionsbedingungen bezüglich pH-Wert und einigen Zusätzen sind mit Abwei-
chungen einheitlich. So sind pH-Werte im Bereich 7.4 bis 8.1 unkritisch. Eine Analyse
der Reaktionsbedingungen bezüglich des pH-Wertes und der Ionenstärke ergab ein
pH-Optimum von 7.4 [166]. Allerdings startet man in der Praxis mit einem pH-Wert
von 8, der im Laufe der Reaktion durch die Freisetzung von Pyrophosphat sinkt. Die
Entstehung des Pyrophosphates senkt die Konzentration an Magnesiumionen durch
Bildung eines unlöslichen Niederschlages. Hierdurch wird die Transkriptionsreaktion
ineffizienter. Der Zusatz von anorganischer Pyrophosphatase wandelt das Pyrophos-
phat in Hydrogenphosphat um und das Magnesium wird wieder freigesetzt [167]. Die
Magnesiumkonzentration ist wichtig, weil die Nukleotidtriphosphate als Magnesium-
salze von der T7-Polymerase während der Transkription erkannt werden. Es sollte
immer mit einem Überschuß im Vergleich zu den eingesetzten Nukleotiden gearbeitet
werden. Die Konzentration bezüglich Templat und Enzymmenge wie auch der Nukleo-
tidkonzentration muß für jede Zielsequenz einzeln optimiert werden. Wechselt man zu
isotopenmarkierten Nukleotiden, muß erneut optimiert werden, da diese aus der bio-
chemischen Synthese noch Magnesiumionen mitbringen. Die Verwendung von Magne-
siumacetat anstatt von Magnesiumchlorid kann sich ebenfalls positiv auf die Ausbeute
der Transkription auswirken [166].
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Abbildung 2.17: HPLC-Chromatogramm einer phenolisierten T7-Transkription von
u4u6a42-RNA. Die nicht eingebauten Nukleotide und Abbruchsequenzen (Signale bis 15 min.)
von bis zu 14 Basen Länge stellen den Großteil der in der Probe enthaltenen RNA dar. Die
u4u6a42-RNA ist in deutlich geringerer Konzentration enthalten (Signale bei 36 min.).

T7-RNAP-Transkriptionen werden üblicherweise unter Zusatz von Spermidin, Triton
X-100 und PEG8000 durchgeführt, die den Transkriptionsapparat stabilisieren. Die
Ausbeute an gewünschter RNA-Sequenz im Vergleich zum eingesetzten, limitierenden
Nukleotidtriphosphat liegt bei guten Transkriptionen bei bis zu 10 %, meist aber
darunter. Der Großteil der Nukleotide wird in Abbruchsequenzen eingebaut, wie man
anhand eines analytischen HPLC-Chromatogramms sehen kann (Abb. 2.17).

3’- und 5’-Heterogenität

Das Ende der Transkription ist durch das Ende der Templatsequenz gegeben, nicht
durch eine Stopsequenz wie in der Natur [168]. Die natürlichen Stopsequenzen sind
ohne sequenzspezifische Proteinfaktoren oftmals nicht wirksam und können daher nicht
bei den hier besprochenen Ansätzen verwendet werden. Nach Erreichen der letzten
Templatbase synthetisiert die T7-RNAP oft weiter und es werden noch ein bis fünf
Nukleotide am 3’-Ende der synthetisierten RNA angehängt. Hierbei werden alle vier
möglichen Nukleotide in zufälliger Reihenfolge verwendet. Man erhält eine am 3’-Ende
heterogene transkribierte RNA, deren Sequenz nicht mehr definiert ist.

28



2.6 Aufreinigung von RNA-Oligomeren

Neben der 3’-Heterogenität der transkribierten RNA kann man in Abhängigkeit von
der Startsequenz der Ziel-RNA auch 5’-Heterogenität beobachten. Insbesondere Se-
quenzen mit zwei oder drei Guanosinen am Anfang scheinen hierfür anfällig zu sein
[169, 170]. Zudem ist diese Art von 5’-Heterogenität nach der Transkription nicht zu
erkennen, sondern erst, nachdem man die 3’-Heterogenität eindeutig beseitigt hat.
Eine Möglichkeit zur Reduktion der 5’-Heterogenität ist die Verwendung eines leicht
modifizierten T7-Promotors, des sogenannten φ-Promotors, der mit einem Adenosin
an der +1-Position beginnt [171]. Neben dieser natürlichen 5’-Heterogenität können
auch Abbruchsequenzen und selbstassoziierende RNA-Oligonukleotide, die erst bei der
Transkription entstehen, zu unerwarteten transkribierten RNAs führen [172,173].

Mit der einfachen Transkription von chemischen synthetisierten oder plasmidbasierten
DNA-Templaten erhält man in allen Fällen eine am 3’- und/oder am 5’-Ende hete-
rogene RNA-Sequenz. Dies kann die NMR-spektroskopische Untersuchung durch die
Bildung verschiedener Konformere und Signalsätze erschweren.

2.6 Aufreinigung von RNA-Oligomeren

Die Aufreinigung von längeren chemisch oder biochemisch synthetisierten RNA-Oligo-
mere stellt wegen der Heterogenität der Produkte (konformationell wie auch in der
Größe) eine besondere Herausforderung dar. Für die NMR-Messungen werden mikro-
molare Mengen von homogenen RNA-Oligomeren benötigt.

Nach der Transkription mit T7-RNAP erhält man jedoch eine Mischung aus der ge-
wünschten RNA zusammen mit Abbruchsequenzen und nicht verbrauchten Nukleoti-
den. Zusätzlich muß auch die Homogenität bezüglich der Länge der RNA sichergestellt
sein. Somit müssen Methoden verwendet werden, die eine Trenngenauigkeit von +/-1
Nukleotid aufweisen, um die 3’- und 5’-Heterogenität aufzulösen.

Außerdem muß die gereinigte RNA für die NMR-Messungen in ein Puffersystem mit
definiertem Salz- und pH-Gehalt überführt werden.

Soll die RNA für die Ligation von kleinen und mittelgroßen RNAs zu größeren RNA
mittels T4-RNA-Ligase verwendet werden, muß das 3’-Ende eindeutig definiert sein.
Hiermit wird ein segmentbasiertes Markieren der RNA möglich, was die Zuordnung
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von großen RNAs und ihre Strukturaufklärung erheblich erleichtern kann, wenn nur
ein bestimmter Bereich 13C/15N-markiert ist.

In den folgenden Abschnitten werden die verschiedenen Methoden zur Homogenisie-
rung und Aufreinigung der synthetisierten RNA-Oligomere erläutert.

2.6.1 Homogene 3’-Enden durch modifizierte DNA-Template

Neben der Verwendung des speziellen φ-Promotors zur Vermeidung der 5’-Hetero-
genität (Abschnitt 2.5.2 auf Seite 28) kann die 3’-Heterogenität bei der Synthese mit
T7-Polymerase durch Verwendung von modifizierten Nukleotiden am 5’-Ende des anti-
sense-DNA-Templatstranges verringert und bei bestimmten Sequenzen ganz vermie-
den werden [174–176].

Eine Möglichkeit besteht in der Verwendung von 2’-OMe-Nukleosiden an den beiden
letzten Positionen des antisense-Stranges der Templat-DNA [175,176].

Eine alternative Methode verwendet modifizierte Basen am 5’-Ende des antisense-
Stranges, die dazu führen, das die T7-Polymerase mit der Synthese abbricht [174].

Für beide Methoden werden chemisch synthetisierte DNA-Template benötigt, deren
Zugänglichkeit oftmals begrenzt und ein zusätzlicher Kostenfaktor ist. Die Effizienz
der modifizierten Nukleotide am Ende der Templat-DNA ist außerdem sequenzspezi-
fisch.

2.6.2 Homogene 3’- und 5’-Enden durch Schneiden mit
Ribozymen

Autokatalytisch aktive RNA-Sequenzen – sogenannte Ribozyme – die die RNA an de-
finierten Stellen schneiden, eignen sich zur Homogenisierung von transkribierter RNA
am 3’- und 5’-Ende. Es gibt verschiedene katalytisch aktive RNA-Motive, z.B. das
Hammerhead (HH)-, das Hairpin- oder das Hepatitis Delta Virus (HDV)-Ribozym.
Diese unterscheiden sich in ihren Sekundärstrukturen und in der Erkennungssequenz
der Schnittstellen [177–179].

Das Hammerhead-Ribozym (Abb. 2.18 auf der nächsten Seite) ist ein häufig verwen-
detes Motiv zur Homogenisierung von heterogener RNA. Als ursprünglich pathogene

30



2.6 Aufreinigung von RNA-Oligomeren

5'

3'

P1

P2

P3NNNNUXNNNNN

NNNNA NNNNN

A

A

G

N

N

N

N

N

N

N

N

C
UG

A

AG
N

5'

3'

5' 3'

5'3'

A B

Abbildung 2.18: Allgemeine Sequenz des für die Schneidreaktionen verwendeten HH-
Ribozyms. In Pink sind die konservierten, für die katalytische Aktivität essentiellen Basen
gekennzeichnet. NUX bezeichnet die Sequenz, nach der das HH schneidet (N steht für ein
beliebige Base, X für C oder U). Die Reihenfolge für die beste NUX-Sequenz lautet GUC >
CUC. Rechts daneben die schematische Abbildung des HH-Ribozyms. P1 bis P3 bezeichnet
die gepaarten Abschnitte.

RNA spielt sie bei der Replikation der einzelsträngigen zirkularen RNA eine zentrale
Rolle, indem es die replizierte lineare RNA intramolekular spaltet [177, 180]. Diese
Eigenschaft macht sie als synthetisches Werkzeug wertvoll. Das native HH-Motiv läßt
sich auf ein essentielles Kerngerüst reduzieren, welches weiterhin katalytisch aktiv,
aber einfacher zu handhaben ist [180].

Cis- und trans-Ribozyme

Wird die Ribozymsequenz in die Templat-DNA eingebaut und erfolgt die Schneidreak-
tion während oder direkt nach der Transkription, spricht man von cis-Ribozymen. Bei
der Verwendung des trans-Ribozyms werden das Ribozym und die zu schneidende
RNA separat transkribiert und erst danach zur Schneidreaktion eingesetzt (Abb. 2.19
auf der nächsten Seite).

Cis-Ribozyme haben den Vorteil während oder gleich nach der Transkription die fer-
tige RNA bei entsprechend hoher Magnesiumkonzentration zu schneiden und so ein
definiertes Produkt zu liefern. Nachteilig ist, daß bei der Verwendung von isotopenmar-
kierten NTPs diese auch in die Ribozyme eingebaut werden und somit die Ausbeute
der an isotopenmarkierter RNA verringern. Allerdings kann durch die Verlängerung
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Abbildung 2.19: Prinzip der 3’- und 5’-Homogenisierung von heterogener RNA mit Hilfe
von Ribozymen (hier das Hammerhead-Ribozym). Die Ziel-RNA ist rot, die Bindungsstellen
für die HH-Ribozyme blau gekennzeichnet. A Prinzip des Schneidens mit cis-HH. Die Se-
quenzen der entsprechenden HH-Ribozyme mit ihren spezifischen Bindungsarmen werden in
die Templat-DNA integriert. Während und nach der Transkription wird die RNA geschnitten
und man erhält die homogene RNA. B Prinzip des Schneidens mit trans-HH. Die Ziel-RNA
mit den Verlängerungen zur Definition der Schnittstelle und Bindung der cis-HH-Ribozyme
und die HH-Ribozyme werden getrennt transkribiert. Anschließend werden die Ziel-RNA
und die Ribozyme gepaart und durch Zusatz von Magnesiumionen wird die Schneidreaktion
gestartet. Man erhält die homogene RNA.

der Templat-DNA oft auch die Transkription effektiver werden [160], so daß sich Vor-
und Nachteile – je nach Ziel-RNA – die Waage halten. Zudem gibt es keine Beschrän-
kungen für die RNA-Sequenz, da diese von zwei Ribozymen flankiert wird. Es entfällt
somit ein spezielles Sequenzdesign der gewünschten RNA. Am einfachsten läßt sich
ein Konstrukt aus einem HH am 5’-Ende (mit der NUX-Sequenz) und einem unspe-
zifisch schneidenden HDV-Ribozym am 3’-Ende realisieren. Das Einklonieren in den
entsprechenden Vektor erfordert jedoch einige PCR- [181–183] bzw. Ligationsreakti-
on [165], da die entsprechende DNA je nach Konstrukt relativ lang ist und nicht mehr
mit chemischer Synthese hergestellt werden kann. Cis-Ribozyme werden oftmals zur
Herstellung homogener RNA für die Kristallisation verwendet [164,184–186].

Trans-Ribozyme haben den Vorteil, daß sie nicht isotopenmarkiert hergestellt wer-
den müssen und nach Verwendung in der Schneidreaktion wieder verwendet werden
können. Nachteilig ist die Durchführung einer separaten Schneidreaktion, so daß meh-
rere Reinigungsschritte nötig sind, um die geschnittene RNA zu isolieren. In der Li-
teratur werden beide Varianten besprochen [187, 188], in dieser Arbeit wurden nur
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2.6 Aufreinigung von RNA-Oligomeren

trans-Ribozyme verwendet, da die Konstrukte kürzer und durch die Verwendung der
chemisch synthetisierten DNA schneller herzustellen sind.

Kinetik der Schneidreaktion mit trans-Ribozymen

Die Schneidreaktion verläuft in drei Schritten (Abb. 2.20). Zuerst erfolgt die Bin-
dung der zu schneidenden Ziel-RNA (Substrat) mit dem oder den Ribozym(en) unter
Bildung eines Ribozym-Substrat-Komplexes mittels Wasserstoffbrückenbindung zwi-
schen dem Ribozym und der Ziel-RNA. Diese Komplexbildung erreicht man durch
kurzzeitiges Erhitzen der beteiligten RNAs auf 85 °C und langsames Abkühlen auf
Raumtemperatur. Die eigentliche Schneidreaktion wird durch Zugabe von Magnesi-
umionen gestartet. Hierbei faltet sich der Komplex in seine katalytisch aktive Form
und schneidet das Substrat an der definierten Stelle. Es bildet sich ein dreigliedriger
Komplex aus geschnittener Ziel-RNA, dem abgeschnittenen RNA-Stück und dem Ri-
bozym, die noch über Wasserstoffbrücken miteinander verbunden sind. Zum Schluß
dissoziieren die Reaktionspartner in einzelne RNAs. Das Ribozym kann für weitere
Schneidreaktionen verwendet werden. Dieser letzte Schritt vollzieht sich am langsam-
sten. Daher setzt man Substrat-RNA und Ribozym meist in einem Verhältnis von 1:1
(Substrat:Ribozym) ein, um einen vollständigen Schnitt der Substrat-RNA zu errei-
chen. Gegebenenfalls muß das Ribozym auch in mehrfachem Überschuß zum Substrat
eingesetzt werden, um eine vollständige und schnelle Reaktion zu erreichen (zwei- bis
dreifacher Überschuß).

E+S E S P1 P2E E + P1 + P2

k
1

k
2

k
3

k
-1

k
-2

Abbildung 2.20: Kinetik für die Schneidreaktion mit Ribozymen oder DNA-Enzymen. Im
ersten Schritt erfolgt reversibel die Bindung des Substrates an das Ribozym über Basenpaa-
rungen der Bindungsarme (E·S). Dann erfolgt unter Einfluß von Magnesiumionen die Spal-
tung des RNA-Substrates. Die gespaltene RNA bleibt danach weiterhin über Basenpaarungen
an das Ribozym gebunden. Zum Schluß dissoziieren die Bruchstücke und das Ribozym. Das
Ribozym steht nun für die nächste Schneidreaktion zur Verfügung.

Sequenzdesign der zu schneidenden RNAs

Je nach Ribozym ergeben sich verschiedene Voraussetzungen bezüglich der Schnittstel-
le in der RNA, die beim Sequenzdesign berücksichtigt werden müssen. Um die RNA
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

mit den Ribozymen schneiden zu können, müssen die Schnittstellen eindeutig defi-
niert sein und die Ribozyme müssen mit ihren aktiven Zentren binden können. Hierzu
muß oftmals die RNA am 3’- und/oder 5’-Ende um mehrere Basen verlängert werden,
um eine definierte Bindung der entsprechenden Ribozyme zu erreichen. Meist genügen
Bindungsarme von sechs bis acht Basen Länge.

Außerdem sollten sich das fertig geschnittene Produkt und die verwendeten Ribozyme
andererseits um fünf bis zehn Basen in der Größe unterscheiden, um eine einfache
Aufreinigung und Wiederverwertung zu ermöglichen.

Zudem ist darauf zu achten, daß die Schneidreaktion schon bei möglichst geringen Ma-
gnesiumkonzentrationen abläuft, um die Hydrolyse der synthetisierten RNA möglichst
gering zu halten.

Restriktionen bezüglich der zu transkribierenden Sequenz mit T7-Polymerase las-
sen sich beim Schneiden am 5’-Ende vermeiden. Die Sequenz der gewünschten RNA
muß dabei nicht mehr mit einem Guanosin (G) oder im Falle des φ-Promotors (Ab-
schnitt 2.5.2 auf Seite 28) mit einem Adenosin (A) beginnen.

Ein Nachteil der Verwendung des Hammerhead-Ribozyms ist die NUX-Basenfolge,
nach der geschnitten wird. Somit muß die zu schneidende RNA dieses Motiv am 3’-
Ende aufweisen, so daß die Sequenz dementsprechend geändert werden muß. Beim
HDV-Ribozym besteht keine solche Begrenzung [189–192].

2.6.3 Homogene 3’-Enden durch Schneiden mit
DNA-Enzymen

Eine weitere Möglichkeit, die 3’-Enden der RNA nach der Transkription zu homo-
genisieren, besteht in der Verwendung von DNA-Enzymen, die RNA schneiden kön-
nen [193–201]. Die bekanntesten Vertreter dieser Substanzklasse sind die sogenannten
8-17 und 10-23 DNA-Enzyme (Abb. 2.21 auf der nächsten Seite). Diese schneiden RNA
unter Einfluß von Magnesiumionen auch in katalytischen Mengen oftmals sehr effektiv.
Der Vorteil der Verwendung von DNA-Enzymen ist ihre Einfachheit und Zugänglich-
keit über die etablierte chemische Festphasensynthese.

Je nach Sequenz wird die RNA nicht immer vollständig geschnitten, auch wenn das
DNA-Enzym im Überschuß vorliegt. Ein weiterer Nachteil ist, daß die benötigten Men-
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2.6 Aufreinigung von RNA-Oligomeren

Y

R

R

G
G

G

G

C

C

C

C

T

T

A

A

A

A

A
5'

5'3'

3'

5'

5' 3'

3'

Schnittstelle

Mg2+

DNA-Enzym

DNA-Enzym

5'

5'
5'

3'

3'

3'

3'-heterogene RNA

3'-homogene RNA

+

10-23 DNA-Enzym

A B

Abbildung 2.21: Prinzip der Schneidreaktion von Substrat-RNA mit DNA-Enzymen am
3’-Ende. A Konsensussequenz des verwendeten 10-23 DNA-Enzyms. R bezeichnet Purin-
nukleotide und Y Pyrimidinnukleotide. B Prinzip der Schneidreaktion. Ebenso wie beim
Ribozym wird die Substrat-RNA mit dem DNA-Enzym im Reaktionspuffer hybridisiert. Die
Reaktion wird durch Zugabe von Magnesiumionen gestartet. Man erhält als Produkte die
geschnittene RNA, das DNA-Enzym und die abgeschnittene RNA.

gen groß sind, so daß mit hohen Kosten für die chemische Synthese der DNA-Enzyme
zu rechnen ist. Mittlerweile sind auch DNA-Enzyme auf Plasmidbasis entwickelt wor-
den [200]. So sind diese auch in größeren Mengen für eine Schneidreaktion verwend-
bar.

2.6.4 Gel-Aufreinigung

Die Gelelektrophorese gehört zu den etablierten Techniken zur Aufreinigung von Pro-
teinen und Nukleinsäuren. DurchWahl der entsprechenden Gel-Matrix (Agarose, Acryl-
amid) und den Grad der Vernetzung kann man unterschiedlich große Biomoleküle
problemlos im elektrischen Feld auftrennen. Durch verschieden große Gele lassen sich
auch große RNAs bis auf +/-1 Nukleotid im analytischen Maßstab separieren. Es wird
sowohl unter nativen (ohne Zusatz von denaturierenden Stoffen, aktive Kühlung des
Gels), um auch unterschiedliche Konformationen zu trennen, als auch denaturieren-
den Bedingungen gearbeitet (Zusatz von bis zu 8 M Harnstoff zur Gelmatrix, keine
Kühlung).

Bei der präparativen Trennung großer RNA treten Probleme auf. Um einen ausrei-
chenden Trenneffekt zu erzielen, muß die Laufstrecke verlängert werden, da sonst die
Banden ineinander laufen. Dabei nimmt der Verlust an RNA mit zunehmender Dauer
der Elektrophorese zu, da sich das Gel bei der verwendeten Spannung trotz passiver
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

Kühlung stark erwärmt und so die denaturierenden Bedingungen intensiviert wer-
den.

Deswegen muß die aufzureinigende Probe auf mehrere große Gele verteilt werden, so
daß sich der zeitliche und apparative Aufwand stark erhöht. In der Praxis setzt man
Gele von 43 x 53 cm und 3 mm Dicke ein [165], um ca. 2 mg RNA oder die Hälfte einer
20 ml Transkription aufzureinigen. Je nach Länge der RNA kann eine Elektrophorese
bis zu 16 h dauern.

Um die RNA aus dem Gel zu eluieren, werden verschiedene Methoden angewendet.
Crush & Soak, Freeze-squeeze und Elektroelution sind die am häufigsten verwendeten
[202].

Für die Elektroelution werden die Gelstücke – eingelegt in Puffer – nochmals einer
Elektrophorese unterworfen, wobei die RNAs aus der Gelmatrix durch Anlegen ei-
nes elektrischen Feldes in die Sammelkammer wandern und dort aufkonzentriert wer-
den. Die Elektroelution ist mit Rückgewinnungsraten von durchschnittlich 78 % [203]
je nach Sequenz sehr effektiv. Je nach Präparation des Gels (Gehalt an Acrylamid,
Harnstoff) werden nach der Elektroelution noch Fremdstoffe gemeinsam mit der RNA
eluiert, die durch zusätzliche Reinigungsschritte gegebenenfalls beseitigt werden müs-
sen [204, 205]. Bei den in dieser Arbeit verwendeten Gelen konnten solche Effekte
allerdings nicht festgestellt werden.

Zusammenfassend ist die Gelelektrophorese eine zeitlich und apparativ aufwendige
Methode, um RNAs aufzureinigen. Allerdings ist die Reinheit einer so aufgearbeite-
ten Probe am größten und gut für die Herstellung von RNA-Proben für die NMR-
Spektroskopie geeignet.

2.6.5 Aufreinigung über HPLC

Für Nukleinsäuren bieten sich zwei HPLC-Techniken an: Anionenaustausch-Chro-
matographie und Ionenpaar-Reversed Phase Chromatographie (IP-RP-HPLC) [206].

Die IP-RP-HPLC wird häufig zur Aufreinigung von chemisch synthetisierten DNA-
oder RNA-Oligonukleotiden eingesetzt. Man erhält auch bei längeren Sequenzen eine
Auflösung von einem Nukleotid [207–210].
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2.6 Aufreinigung von RNA-Oligomeren

Anionenaustauscher-Chromatographie beruht auf der Wechselwirkung des negativ ge-
ladenen Phosphatrückgrates der Nukleinsäuren mit der positiv geladenen Matrix der
Chromatographiesäule. Hierbei wird die Nukleinsäure gebunden und mit Hilfe eines
Salzgradienten eluiert. Zur Verfügung stehen verschiedene negativ geladene Austau-
schergruppen in Kombination mit verschiedenen Säulenmaterialien, um die Wechsel-
wirkung je nach Einsatzzweck zu optimieren [211,212]. Entscheidend für die effektive
Wechselwirkung ist außerdem der pH-Wert, da die Nukleinsäuren unterschiedlich pro-
toniert vorliegen [213].

Zur Auftrennung müssen die RNA-Proben denaturiert vorliegen um sauber getrennt
zu werden, ohne daß verschiedene Sekundärstrukturen oder Konformationen die Er-
gebnisse verfälschen [187, 214–217]. Die in dieser Arbeit verwendeten Anionenaustau-
schersäulen (Nucleogen DEAE 6-70 (Machery & Nagel), DNAPac 100 (Dionex)) sind in
verschiedenen pH-Bereichen und unter denaturierenden Bedingungen (Harnstoff oder
Wärme bis zu 90 °C) stabil. Wie bei der Gelektrophorese werden nur im analytischen
Maßstab Trennungen von +/- einem Nukleotid erreicht. Um auch präparativ RNA
aufreinigen zu können, sollte der Unterschied zwischen den Spezies mindestens fünf
Basen betragen.

Die Verwendung der HPLC zur Aufreinigung der transkribierten RNAs ist mit einigen
Vorteilen gegenüber der Gelelektrophorese verbunden. Der Zeitaufwand ist wesentlich
geringer. Pro HPLC-Lauf benötigt man nur ein bis zwei Stunden, d.h. die Aufreinigung
einer 20 ml-Transkription, aufgeteilt in zwei Fraktionen ist nach ca. vier Stunden abge-
schlossen. Die anschließende Elektroelution entfällt. Die gereinigte RNA muß nur noch
aus der Lösung gefällt und entsalzt werden. Zudem ist die Ausbeute im Vergleich zur
Gelaufreinigung um gut 25 % größer. Allerdings ist die Reinheit der so aufgereinigten
RNAs nicht so hoch wie bei der Elektrophorese.
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

2.7 Biochemische Synthese von U4/U6-A

Konstrukten

In den folgenden Abschnitten wird die biochemische Syn-

Konstrukt U4/U6-A
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Abbildung 2.22: Kernbe-
reich von U4 und U6

these von verschiedenen RNAs beschrieben, die den Kern-
bereich der Y-förmigen Verzweigung der beiden basen-
gepaarten spleißosomalen RNAs U4 und U6 wiederge-
ben. Grundlage für das Design ist immer das 42 Basen
lange Konstrukt U4/U6-A (Abb. 2.22) mit zwei UUCG-
Loops, so daß das Konstrukt als einzelner RNA-Strang
per T7-Transkription von einer entsprechenden DNA-
Matrize dargestellt werden kann. Es wurden verschie-
dene Methoden zur Herstellung und Aufreinigung der
RNAs verwendet, um eine in der Länge homogene RNA
zu erhalten die in nur einer einzigen Konformation vor-

liegt und somit für NMR-Messungen geeignet ist. Alle Konstrukte wurden durch Tran-
skription mit T7-Polymerase von einem DNA-Templat hergestellt. Die RNAs variieren
aber in der Länge, da die Aufreinigung bzw. Homogenisierung mit verschiedenen Me-
thoden, d.h. Ribozymen und DNA-Enzymen, erfolgte. Um die RNA am 5’- und/oder
am 3’-Ende mittels Ribozymen oder DNA-Enzymen zu homogenisieren, mußte die ent-
sprechende Sequenz zur Bindung der Enzyme verlängert werden. Ebenso wurden mit
2’-Methoxygruppen modifizierte DNA-Template verwendet, um das N+1-Problem zu
minimieren.

Die synthetisierten RNA-Oligonukleotide wurden nach einem systematischen Muster
benannt (Abb. 2.23 auf der nächsten Seite). So kennzeichnet die Benennung u4u6a42
ein 42-langes U4/U6-A-Konstrukt, welches nicht durch Enzyme geschnitten wurde.
u4u6a46hh2 bezeichnet eine 46 Nukleotide lange RNA nach dem Schneiden von der
Substrat-RNA u4u6a46hh2_vs mit dem Hammerhead-Ribozym hh2_3 oder hh2_5.
Von modifizierten DNA-Templaten transkribierte RNAs wurden durch Anhängen des
Kürzels OMe gekennzeichnet.
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u4u6a 42 hh 5

Basisname
Länge in nt

Art des Enzyms:

hh: Hammerhead-Ribozym

de: DNA-Enzyme

Nummer des

Konstruktes

hh5_3b

Art des Enzyms:

hh: Hammerhead-Ribozym

de: DNA-Enzyme

Nummer des 

u4u6a-Konstruktes

5'- oder 3'-Schnittstelle (5 oder 3)

und Version des Enzyms

A B

Abbildung 2.23: Benennung der verschiedenen hergestellten RNA-Oligomere. A U4U6-A-
Konstrukte: Gemeinsam ist die Bezeichnung u4u6a zu Beginn, dann folgt die Länge der RNA
in Nukleotiden, daran anschließend ob das Konstrukt mit einem Enzym behandelt wurde (hh
für Hammerhead-Ribozym, de für DNA-Enzym) und die Nummer des Enzyms, mit dem es
geschnitten wurde. Ein vs am Ende des Namens kennzeichnet die ungeschnittene Substrat-
RNA. B Die entsprechenden Ribozyme und DNA-Enzyme wurden mit hh bzw. de benannt,
gefolgt von der Nummer des Enzyms. Durch einen Unterstrich getrennt wird die Lage der
Schnittstelle angegeben: 5 für das 5’-Ende, 3 für das 3’-Ende. Gab es mehrere Varianten eines
Enzyms wurden diese zusätzlich mit b, c, d etc. bezeichnet.

2.7.1 Synthese von u4u6a42 und u4u6a42-OMe von
doppelsträngiger Templat-DNA

Um U4/U6-A-RNA herzustellen, ist die direkte Transkription von einem entsprechen-
den DNA-Templat eine Möglichkeit. Hierzu wird die gewünschte RNA-Sequenz in DNA
übersetzt und mit dem T7-Promotor versehen. Für die Transkription muß die Promo-
torregion der Templat-DNA [159, 160] doppelsträngig sein. Die Effizienz wird weiter
erhöht, wenn die erste kodierende Position der Templat-Region ebenfalls doppelsträn-
gig ist. Speziell für die U4U6-A-Sequenz ergaben sich in früheren Arbeiten [122] Pro-
bleme bei der Transkription von einem nur in der Promotorregion doppelsträngigen
DNA-Templat. Diese wurden auf die Bildung von Sekundärstrukturen der transkri-
bierten RNA mit dem DNA-Einzelstrang während der Transkription zurückgeführt.
Daher wurde bei allen in dieser Arbeit beschriebenen Transkriptionen vollständig dop-
pelsträngige Templat-DNA verwendet.

Sequenzdesign

Um ein doppelsträngiges DNA-Templat zu erhalten, wurden die entsprechenden sense-
und antisense-DNA-Stränge zusammen hybridisiert, bzw. die partiell doppelsträngi-
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

ge DNA aus T7-Promotor und antisense-Strang mit Hilfe des Klenow-Fragments zur
doppelsträngigen DNA aufgefüllt. Bei der ersten Methode können insbesondere bei
langen Sequenzen Probleme mit der Hybridisierung durch falsche oder ungenaue Ba-
senpaarung auftreten, die man bei der zweiten Methode vermeiden kann.

Für die Sequenzen von u4u6a42 und u4u6a42-OMe erhält man so 59 Nukleotide lan-
ge doppelsträngige DNA-Template, bestehend aus dem 17 Nukleotiden langen T7-
Promotor und der 42 Nukleotiden langen RNA-Sequenz. (Abb. 2.24). Für u4u6a42-

u4u6a42
5' GCG AUU AUU GCU CUU CGG AGC AUG GCC UUC GGG CAG UAU CGC 3' 42 nt

u4u6a42top

5' TAA TAC GAC TCA CTA TA GCG ATT ATT GCT CTT CGG AGC ATG GCC TTC GGG CAG TAT CGC 3'

u4u6a42bot

5' GCG ATA CTG CCC GAA GGC CAT GCT CCG AAG AGC AAT AAT CGC TAT AGT GAG TCG TAT TA 3'

Abbildung 2.24: RNA-Sequenz von u4u6a42 und u4u6a42-OMe (oben) und die entspre-
chenden DNA-Oligomere für die T7-Transkription (u4u6a42top und u4u6a42bot). In Grün
ist die T7-Promotorregion gekennzeichnet. Bei der Verwendung von Klenow-Fragment zur
Herstellung braucht man nur den T7-Promotor und den antisense-Strang (u4u6a42bot), die
nach der Hybridisierung zum Doppelstrang aufgefüllt werden.

OMe wurden die ersten beiden Nukleotide in u4u6a42bot am 5’-Ende durch 2’-Methoxy-
deoxynukleotide ersetzt, um die Bildung von N+1-Produktion bei der Transkription
zu vermindern [175,176].

Herstellung des doppelsträngigen DNA-Templats

Für eine 4 ml Transkription werden ca. 10 nmol doppelsträngiges DNA-Templat be-
nötigt. Zur Herstellung wurden 10 nmol antisense-Strang (u4u6a42bot) und unter
10 %igem Überschuß des T7-Promotors durch kurzes Aufheizen auf 70 °C und an-
schließendes langsames Abkühlen hybridisiert. Danach wurden 20 Einheiten Klenow-
Fragment (New England Biolabs, NEB) und ein dNTP-Mix hinzugegeben und für
2 h bei 37 °C inkubiert. Die Vollständigkeit der Reaktion wurde anhand eines 10 %-
igen nativen Polyacrylamidgels überprüft. Die doppelsträngige DNA läuft im Vergleich
zu den einzelsträngigen DNA-Oligomeren entsprechend langsamer (Abb. 2.25 auf der
nächsten Seite).
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Laufrichtung

ss-u4u6a42bot-DNA

ss-u4u6a42-OMe-bot-DNA

ds-u4u6a42-DNA

ds-u4u6a42-OMe-DNA

Abbildung 2.25: Natives Polyacrylamidgel (10 %, 3h bei 10 W, Kühlraum +4 °C, Anfär-
bung: EtBr/UV) der Templat-DNA vor und nach dem Auffüllen der partiell doppelsträngigen
Templat-DNA mit Klenowfragment für u4u6a42 und u4u6a42-OMe.

Die doppelsträngige Templat-DNA wurde durch Chloroform/Phenol-Extraktion und
anschließende Fällung aus einer ethanolischen Ammoniumacetatlösung isoliert.

Lagen schon beide Einzelstränge komplett mit T7-Promotor vor, wurden sie in Wasser
gelöst und in entsprechender Konzentration zusammengegeben und hybridisiert. Diese
Lösungen wurden direkt in den Transkriptionen verwendet.

Transkriptionsbedingungen

Die zu optimierenden Parameter bei der Transkription sind im wesentlichen die Kon-
zentration der Magnesiumionen, der NTPs und das Verhältnis von DNA-Templat zu
T7-Polymerase sowie die Reaktionszeit (Abschnitt 2.5.2 auf Seite 26). Hierbei wurde
die Magnesiumionenkonzentration immer höher als die der NTPs gewählt, weil die
Nukleotide auf jeden Fall mit Magnesium komplexiert sein müssen, um für die Tran-
skription zu Verfügung zu stehen.

Für die beiden RNAs ergaben sich folgende optimale Bedingungen: 10 mM NTPs,
24 mM Mg2+, 100 pmol ds-DNA-Templat, 2 µl T7-Polymerase-Lsg. bei einem Ge-
samtvolumen von 40 µl. Die Variation der Reaktionsdauer ergab keine Unterschiede in
der Effizienz, ein großer Unterschied zu der Transkription von Plasmid-Templaten.

Die Transkriptionen von u4u6a42 und u4u6a42-OMe verlaufen unterschiedlich. So
wird im Falle von u4u6a42 ein 1:1 Gemisch der gewünschten RNA mit 42 nt (N)
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DNA

Transkription von u4u642 Transkription von u4u6a-OMe

N
N+1

?-RNA

DNA

N

1h 2h 3h 4h 5h 6h 24h

1h 2h 3h 4h 5h 6h 24h

Abbildung 2.26: Gele (20 % Polyacrylamid, 7 M Harnstoff, 4 h, 20 W) der zeitlichen
Optimierung der Transkription von u4u6a42 und u4u6a42-OMe. Schon nach ca. 1h ist die
Transkription vollständig und danach ändert sich die Produktzusammensetzung nicht mehr
wesentlich. Die Transkription des 2’-OMe modifizierten DNA-Templates (rechtes Gel) ergibt
eine deutliche Verbesserung der Ausbeute des Vollängenproduktes, außerdem werden keine
zusätzlichen wesentlich größeren RNAs als die Ziel-RNA gebildet wie im Falle von u4u6a42
(linkes Gel, die entsprechende Bande ist mit ?-RNA gekennzeichnet).

und des N+1-Produktes gebildet, während im Fall der 2’-OMe-Modifikation im DNA-
Templatstrang nur eine dominante Hauptbande bei 42 nt zu beobachten ist. Zusätzlich
werden in beiden Ansätzen noch N-1- und N-2-Produkte gefunden. Allerdings läßt sich
das Verhältnis aufgrund EtBr-Anfärbung, die oftmals falsche Verhältnisse vortäuscht,
nicht exakt bestimmen. Auffällig ist im Falle der u4u6a42 die zusätzliche RNA-Bande
oberhalb der Bande der Templat-DNA mit einer Länge von ca. 65 nt (?-RNA). Ihre
Herkunft ist ungeklärt, allerdings taucht sie bei der Verwendung von 2’-OMe DNA-
Templaten nicht auf (Abb. 2.26).

4ml Synthese von u4u6a42

Um größere Mengen der gewünschten RNA zu produzieren, wurden die Ansätze aus der
Optimierung auf 4 ml linear hochskaliert. Bei größeren Volumina ist darauf zu achten,
daß die verwendeten Lösungen Raumtemperatur haben, um temporäre Ausfällungen
zu vermeiden. Beim präparativen Ansatz wurden nach Ende der Transkription noch
200 Einheiten von DNAse I (Boehringer-Ingelheim) zugegeben, um das DNA-Templat
zu zerstören und so die Aufarbeitung zu erleichtern.

Die transkribierte RNA wird, wie bei den Optimierungsreaktionen auch, durch Chloro-
form/Phenol-Extraktion und durch anschließende Fällung aus einer ethanolischen Am-
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2.7 Biochemische Synthese von U4/U6-A Konstrukten

moniumacetatlösung von der T7-Polymerase abgetrennt. Die weitere Aufreinigung er-
folgte dann mittels denaturierender Anionenaustauscher-HPLC.

Da für größere Transkriptionsansätze von u4u6a42-OMe entsprechende Mengen an 2’-
OMe modifizierter Templat-DNA benötigt werden, wurde diese Methode nicht für die
präparative Herstellung von RNA verwendet.

Aufreinigung

Die präparative Aufreinigung mittels Anionenaustauscher-HPLC wurde mit Nucleo-
gen DEAE 60-7 Säulen der Firma Machery-Nagel (Düren) durchgeführt. Als Puffer A
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Abbildung 2.27: Chromatogramm einer präparativen HPLC-Aufreinigung von u4u6a42.
Puffer A: 20 mM K2HPO4, 5 M Harnstoff, pH = 6.5, Puffer B: Puffer A + 1 M KCl. Säule:
Nucleogen DEAE 60-7, 10 x 125 mm (Machery & Nagel, Düren). Gradient: 0 min. 100 % A,
5 min. 30 % B, 55 min. 60 % B, 70 min. 80 % B, 75 min. 100 % B, 80 min. 100 % B, 85
min. 100 % A. In der Zeit von 8 bis 18 Minuten werden die unverbrauchten Nukleotide und
Abbruchsequenzen eluiert, die den Großteil der Probe ausmachen. Zwischen 35 und 45 min.
wird dann u4u6a42 eluiert, allerdings ist die Menge im Vergleich zu den Abbruchsequenzen
bedeutend geringer.
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

wurde eine 20 mM K2HPO4-Lösung, pH = 6.5 und Zusatz von 5 M Harnstoff verwen-
det, Puffer B entspricht Puffer A mit Zusatz von 1 M Kaliumchlorid. Die RNA wird
nach Bindung an den Anionenaustauscher mittels eines KCl-Gradienten eluiert. Durch
Zugabe von Harnstoff werden denaturierende Bedingungen geschaffen, die die Anzahl
möglicher Konformere der RNA reduziert und somit die Trennung aufgrund der Länge
erleichtern sollte. Für die analytischen Voruntersuchungen wurde eine Säule von 4 x
125 mm und eine Flußrate von 1 ml/min. verwendet, in den präparativen Läufen eine
Säule von 10 x 125 mm und ein Fluß von 3.6 ml/min. In Abb. 2.27 auf der vorherigen
Seite ist ein typischer präparativer HPLC-Lauf dargestellt.

Trotz der denaturierenden Bedingungen erreicht man keine Auflösung von einem Nu-
kleotid, so daß der Produktpeak in mehrere Fraktionen unterteilt werden mußte.
Anschließend wurden die gesammelten Fraktionen auf einem denaturierenden Poly-
acrylamidgel untersucht. Die Fraktionen der RNA mit der passenden Länge wurden
vereinigt (2.28).

4040

32
32

24
24

16

DNA

Marker
HPLC-Fraktionen, die 

RNA enthalten

roh- 

RNA

Abbildung 2.28: Denaturierendes Gel (15 % Polyacrylamid, 8 M Harnstoff, 2 h, 20 W) der
Fraktionen aus der HPLC-Aufreinigung von u4u6a42 über eine Nucleogen DEAE 60-7.

Die gesammelten Fraktion enthalten noch 5 M Harnstoff, der über eine Größenaus-
schlußsäule (Sephadex G15) von 4,5 x 80 cm entfernt wird. Durch Aufkonzentrieren im
Vakuumkonzentrator konnten Rückgewinnungsraten von mehr als 90 % (UV) erzielt
werden, wobei der Salzgehalt auf 1 % reduziert werden konnte. Trotzdem sind weitere
Entsalzungsschritte mit Mikrokonzentratoren nötig.
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2.7 Biochemische Synthese von U4/U6-A Konstrukten

Nach den weiteren Entsalzungschritten wurde nochmals ein denaturierendes Gel der
hergestellten u4u6a42-RNA gemacht. Statt der erwarteten einzelnen Bande wurde je-
doch zwei gefunden, d.h. die hergestellte RNA liegt als Gemisch von zwei RNA unter-
schiedlicher Länge vor. Es wurde davon ausgegangen, daß die RNA nur am 3’-Ende
inhomogen vorliegt und die Unterschiede in den NMR-Spektren gering ausfallen soll-
ten.

Mit der hier vorgestellten Aufreinigungsprozedur ließen sich aus einer 4 ml Transkrip-
tion von u4u6a42 durchschnittlich 270 nmol (ca. 4 mg) RNA isolieren. Diese Menge
war ausreichend für erste NMR-Messungen. Es wurden Ausbeuten von 1-10 % bezogen
auf die eingesetzten, unmarkierten Nukleotidtriphosphate erzielt.
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

NMR-Spektroskopie
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Abbildung 2.29: Iminobereich des J&R-Echo-Protonenspektrums der u4u6a42-RNA
(T=290 K, 600 MHz). In grün sind die Integrale über die Iminoprotonen angegeben. Auf-
fällig ist das separierte Signal der Guanosin-Iminoprotonen aus den beiden UUCG-Schleifen
[114,115] bei 9.85 ppm.

Die entsalzte u4u6a42-RNA wurde in einer Konzentration von 1 mM für die NMR-
Messungen eingesetzt. Es wurde in einem 10 mM Kaliumphosphatpuffer mit 100 mM
NaCl und 10 mM MgCl2, dem 10 % D2O zugesetzt waren, bei einem pH von 6.6 ge-
messen. Die beste Auflösung der Iminosignale wurde bei einer Temperatur von 290 K
erreicht. Diese Temperatur wurde für alle weiteren Messungen beibehalten. Es wurden
ein- und zweidimensionale Jump & Return-Echo Spektren gemessen [218], um Kor-
relationen der Iminoprotonen aufzulösen und daraus auf die Anzahl der vorliegenden
Konformere der RNA zu schließen.
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Abbildung 2.30: Ausschnitt aus dem 2D-J&R-NOESY-Spektrum von u4u6a42-RNA.
(T=290 K, τm=300 ms, 600 MHz) Gezeigt sind die Regionen der Imino- und Aromaten-
signale.

Im Bereich der in Wasserstoffbrücken eingebundenen Iminoprotonen im eindimen-
sionalen Protonenspektrums (Abb. 2.29 auf der vorherigen Seite) erhält man durch
Integration 22 Signale, wenn man das Signal bei 9.85 ppm auf eine Fläche von 2
eicht. Dieses Signal entspricht den beiden Iminoprotonen der Guanine in den UUCG-
Schleifen [114,115]. Die Anzahl der gefundenen Signale entspricht der Größenordnung
der Anzahl der erwarteten Signale. Nimmt man die in Abb. 2.29 auf der vorherigen
Seite gezeigte Sekundärstruktur an, kommt man mit den rot gekennzeichneten Imino-
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

protonen der Basen auf 19. Daher kann man davon ausgehen, daß die RNAs vorrangig
nur in einer Konformation mit den beiden UUCG-Schleifen vorliegen.

11.611.812.012.212.412.612.813.013.213.413.613.814.0
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Abbildung 2.31: Iminoregion des 2D-J&R-NOESY-Spektrums von u4u6a42 (T=290 K,
τm=300 ms, 600 MHz). Es sind mindestens fünf deutliche Kreuzsignale zwischen den Imino-
protonen zu erkennen.

Im zweidimensionalen J&R-NOESY mit einer Mischzeit von 300 ms erkennt man zahl-
reiche Kreuzsignale, die ebenfalls auf das Vorliegen einer gefalteten RNA hindeuten
(Abb. 2.30 auf der vorherigen Seite). Ein detaillierter Blick auf die Kreuzsignale der
Iminoregion (Abb. 2.31) ergibt mindestens fünf deutliche Kreuzsignale, deren Zuord-
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2.7 Biochemische Synthese von U4/U6-A Konstrukten

nung allerdings nicht möglich ist, weil sich die Basenpaare in verschiedenen Stämmen
wiederholen. Trotz der Längeninhomogenität scheint die u4u6a42-RNA nur in einer
Konformation vorzuliegen.

2.7.2 Synthese von u4u6a42 von Plasmid-Templat-DNA

Um die Synthese doppelsträngiger DNA-Template zu vereinfachen und den Einsatz
von Klenow-Fragment und großer Mengen einzelsträngiger antisense-DNA-Oligomere
zu reduzieren, wurde die Transkription auf plasmidische DNA-Template umgestellt.
Zur Etablierung der Synthese von RNA durch Transkription von einer plasmidischen
Templat-DNA wurde u4u6a42 als Sequenz verwendet. Um u4u6a42-RNA von einer
plasmidischen Templat-DNA zu transkribieren, muß die Sequenz in DNA übersetzt
und mit den entsprechenden Restriktionsschnittstellen ausgestattet werden, um sie in
ein Plasmid zu klonieren.

u4u6a42
5' GCG AUU AUU GCU CUU CGG AGC AUG GCC UUC GGG CAG UAU CGC 3' 42 nt

u4u6a42top-plasmid

5' AAT TC TAA TAC GAC TCA CTA TA GCG ATT ATT GCT CTT CGG AGC ATG GCC TTC GGG CAG TAT CGC CTG CAG A 3'

u4u6a42bot-plasmid

5' AGC TT CTG CAG GCG ATA CTG CCC GAA GGC CAT GCT CCG AAG AGC AAT AAT CGC TAT AGT GAG TCG TAT TA G 3'

Transkribierte Sequenz:

5'AATTCTAATACGACTCACTATAGCGATTATTGCTCTTCGGAGCATGGCCTTCGGGCAGTATCGCCTGCA|GA 3'
3'    GATTATGCTGAGTGATATCGCTAATAACGAGAAGCCTCGTACCGGAAGCCCGTCATAGCGG|ACGTCTTCGA 5'

RNA

5' GCG AUU AUU GCU CUU CGG AGC AUG GCC UUC GGG CAG UAU CGC C 3' 43nt

Abbildung 2.32: Sequenzen für die Einklonierung in pUC19 von u4u6a42-Plasmid. In
Grün ist der T7-Promotor gekennzeichnet, in Pink die EcoR I-Schnittstelle, in Rot die
Pst I-Schnittstelle und Türkis die Hind III-Schnittstelle. Nach dem Schneiden an der Pst
I-Schnittstellen wird die gelb unterlegte Region der Templat-DNA transkribiert, welche in
einer um ein C verlängerten RNA resultiert.

In den beschriebenen Fällen wurde pUC19 als Plasmid verwendet, da es keinen T7-
Promotor wie viele andere Plasmide enthält, so daß es keine Vorgaben bezüglich der
Schnittstellen und der Anordnung in Bezug auf den T7-Promotor gibt. Daher mußte
zusätzlich der T7-Promotor an die gewünschte RNA-Sequenz anhängt werden. Zur
Linearisierung nach der Klonierung und erfolgreichen Vervielfältigung des Plasmids
wird als Schnittstelle Pst I verwendet. Durch die Pst I-Schnittstelle wird die transkri-
bierte RNA-Sequenz am 3’-Ende um ein C verlängert. Dies läßt sich nur verhindern,
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

wenn die transkribierte RNA nochmals mit einem RNA- oder DNA-Enzym geschnit-
ten wird. Für die Transkription von u4u6a42-RNA vom Plasmid ergeben sich somit
die in (Abb. 2.32 auf der vorherigen Seite) gezeigten RNA- und DNA-Sequenzen.

Plasmid-DNA als Templat

Um die Templat-DNA in das Plasmid zu klonieren, wird ein pUC19-Plasmid mit den
beiden Restriktionsenzymen Eco RI und Hind III aufgeschnitten. Das so präparierte,
offene Plasmid wird isoliert und kann dann für die Ligationsreaktion der Templat-
DNA in pUC19 verwendet werden. Für die Ligation werden Templat-DNA und das
offene pUC19-Plasmid gemischt und bei 16 °C mit T4-Ligase über Nacht inkubiert
(Abschnitt 2.5.2 auf Seite 23). Nach der Transformation in BL21-Zellen wird die Liga-
tion anhand einer PCR-Reaktion mit ungeschnittenen pUC19-Plasmiden als Referenz
überprüft: Erfolgreiche Insertionen sind an einer langsam laufenden Bande im Vergleich
zur Referenz erkennbar, da die amplifizierte Sequenz ca. 80-100 Nukleotide länger ist
(Abb. 2.33).

1 2 3 4 5 6 7 8

250bp

Plasmid mit Insert
Original pUC19

Abbildung 2.33: Natives Polyacrylamidgel (5 %, 1.5 h bei 70 V, Anfärbung: EtBr/UV)
zur Kontrolle nach der PCR-Reaktion auf insertierte Templat-DNA in den pUC19-Vektor. In
Spur 1 ist Marker aufgetragen, die unterste Bande entspricht einer 250 Basenpaaren langen
doppelsträngigen DNA. Die Spuren 2–4 und 6–8 zeigen Plasmidabschnitte mit dem jeweiligen
Insert, Spur 5 zeigt den PCR-amplifizierten Plasmidabschnitt von reinem pUC19-Vektor.

Das modifizierte pUC19-Plasmid wird in E. coli in größere Maßstab vervielfältigt (1 l
Kulturen), mittels des Plasmid Mega Kit der Firma Qiagen (Hilden) isoliert und mit
der Restriktionsendonuklease Pst I aufgeschnitten. Das so linearisierte Plasmid wird
durch Fällung mit Isopropanol isoliert und kann nach Trocknung und Auflösen in
Wasser für die Transkription verwendet werden.
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2.7 Biochemische Synthese von U4/U6-A Konstrukten

Transkriptionsbedingungen

Die Transkriptionsbedingungen für Plasmide unterscheiden sich sehr von denen der
Transkription von synthetischen doppelsträngigen DNA-Templaten. Die optimalen Be-
dingungen für u4u6a42 für eine 40 µl-Transkription von plasmidischem DNA-Templat
liegen bei 30 mM NTPs, 35 mM Magnesiumchlorid, 1.8 µg Plasmid-DNA und 6 µl T7-
Polymerase (6.2 mg/ml). Abb. 2.34 zeigt ein Gel der unterschiedlichen Optimierungs-
bedingungen. Deutlich zu erkennen ist die unterschiedliche Ausbeute an u4u6a42-RNA
und die Bildung von N+1- und N+2-Produkten.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13      14 15 16 17

40 mM NTPs

45 mM Mg2+

30 mM NTPs

45 mM Mg2+

20 mM NTPs

45 mM Mg2+

10 mM NTPs

45 mM Mg2+

30 mM NTPs

35 mM Mg2+

20 mM NTPs

35 mM Mg2+

2 µl 4 µl 6 µl

T7-Polym.

2 µl 4 µl 6 µl

T7-Polym.

2 µl 4 µl 6 µl

T7-Polym.

2 µl 4 µl 6 µl

T7-Polym.

2 µl 4 µl 6 µl

T7-Polym.

4 µl 6 µl

T7-Polym.

Plasmid-DNA

N+1

?-RNA

N

Abbildung 2.34: Denaturierendes Polyacrylamidgel (20 %, 7 M Harnstoff, 2h bei 50 W,
Anfärbung: EtBr/UV) verschiedener Transkriptionsbedingungen von u4u6a42-RNA von plas-
midischem DNA-Templat. Die Plasmidmenge wurde konstant gehalten, während die Konzen-
tration an NTPs, Magnesiumchlorid und T7-Polymerase variiert wurde.

Aufreinigung

Nach der Etablierung der Transkription bei den optimalen Bedingungen im 40 µl-
Maßstab wurde die Reaktion auf 2 ml skaliert, um die Aufreinigung mittels Anionen-
austauscher-HPLC zu etablieren. Hierbei wurde auf die DNAPac 100-Säule der Firma

51



2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

Dionex gewechselt, da diese auch bei hohen Temperaturen (bis 90 °C) betrieben wer-
den kann und so denaturierende Bedingungen ohne Zusatz von Harnstoff schafft. Es
entfällt somit der Entsalzungsschritt über die Sephadex G15-Säule, um den Harnstoff
zu entfernen.
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Abbildung 2.35: HPLC-Chromatogramme der mit verschiedenen Methoden vorgereinigten
u4u6a42-RNAs. Puffer A: 25 mM TRIS, 2 mM EDTA pH 8.0; Puffer B: Puffer A + 1 M
NH4Cl. Säule: DNAPac PA 100, 4 x 250 mm (Dionex, Sunnyvale, CA, USA). Gradient: 0-
55 % B 11 min., 55-100 % B 34 min., 100 % B 5 min., 100% B 5 min., 100 % A 5 min.,
100% A 5 min. Flußrate: 1 ml/min. In schwarz ist die roh-RNA gekennzeichnet, in grün die
über eine G25-M und in rot über eine G50-Säule gereinigte RNA. Man erkennt deutlich die
Verringerung der NTPs und RNA-Abbruchsequenzen im Vergleich zur roh-RNA. Allerdings
übertrifft ihr Anteil weiterhin den der u4u6a42-RNA um ein Vielfaches.

Ein Problem bei der Aufreinigung mittels HPLC stellen der große Anteil an nicht
eingebauten Nukleotiden und die Abbruchsequenzen dar, dessen Konzentration im
Vergleich zur gewünschten RNA um ein Vielfaches höher ist. Um die HPLC-Säule
nicht zu überladen, muß entweder die Probe auf mehrere HPLC-Läufe verteilt oder die
unverbrauchten NTPs und RNA-Abbruchsequenzen durch andere Methoden entfernt
werden.

Hierzu wurden jeweils 2 ml Transkriptionen von u4u6a42-RNA von plasmidischer
DNA verwendet und mittels Chloroform/Phenol-Extraktion aufgearbeitet. Die erhal-
tene roh-RNA wurde dann über verschiedene Säulenmaterialien vorgereinigt. Es wur-
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de Sephadex G-25 M in Amersham Pharmacia PD-10 Säulen und Sephadex G-50 in
Gravitationssäulen verwendet. Die Säulen hatten ungefähr das gleiche Volumen und
wurden mit Wasser äquilibriert. Je 1 mg der roh-RNA wurde in 2.5 ml Wasser gelöst
und auf die Säulen gegeben. Anschließend wurde mit 3.5 ml Wasser eluiert und die
Fraktionen gesammelt. Die Lösungen wurden am Vakuumkonzentrator eingedampft
und der Rückstand in 500 µl HPLC-Puffer A aufgenommen. Für die analytischen
Läufe wurden jeweils 50 µl der Lösung eingespritzt.

Wie Abb. 2.35 auf der vorherigen Seite zeigt, nimmt der Anteil von NTPs und Ab-
bruchsequenzen beim Wechsel von G25- auf G50-Säulenmaterial deutlich ab. Aller-
dings nimmt bei der Verwendung von Sephadex G50-Säulenmaterial auch die Konzen-
tration der Zielsequenz ab. Durch die Verwendung von Sephadex-G25 lassen sich die
unerwünschten Nebenprodukte um ca. 40 % verringern. Allerdings ist ihre Konzen-
tration im Vergleich zur Ziel-RNA immer noch sehr hoch. Zusätzlich ist dieser Reini-
gungsschritt zeitaufwendig, da das Volumen der RNA-Lösungen nochmals verringert
werden muß, um sie dann bei der HPLC verwenden zu können. Eine Verteilung auf
mehrere HPLC-Läufe mit anschließender Vereinigung der reinen Fraktionen ist vom
Aufwand her ähnlich. Daher wurde die vorherige Abtrennung der nicht eingebauten
NTPs und Abbruchsequenzen in den weiteren Ansätzen nicht weiterverfolgt.
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2.7.3 Synthese von u4u6a46hh1

Um RNA-Oligomere von definierter Länge herstellen zu
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Abbildung 2.36: Sekundär-
struktur von u4u6a46hh1

können, müssen die transkribierten Substrat-RNAs an
einer definierten Stelle mit RNA- oder DNA-Enzymen
geschnitten werden. Hierzu muß die transkribierte RNA
um wenige Basen und die Schnittstelle ergänzt werden.
Um dieses Konzept umzusetzen, wurde die u4u6a46hh1-
RNA Sequenz mit folgender wahrscheinlicher Sekundär-
struktur (Abb. 2.36) entworfen. Die RNA ist 46 Ba-
senpaare lang und enthält zwei zusätzliche Basenpaa-
re (G-C und G-U) am Ende. Das entsprechende Ribo-
zym schneidet nach der CUC-Sequenz am 3’-Ende der
RNA. Um die Schneidreaktion zu ermöglichen, muß die

gewünschte RNA-Sequenz um 5-8 Basen am 3’-Ende erweitert werden, die dann als
Bindungsarme für das Ribozym dienen können (Sequenz rechts vom Pfeil in Abb. 2.37).
Entsprechend muß das Ribozym die Schnittstelle eindeutig über Basenpaarungen er-
kennen können. Bei bekannter Sequenz ergibt sich für u4u6a46hh1 folgende zu tran-
skribierende Sequenz u4u6a46hh1_vs von 52 Nukleotiden Länge (Abb. 2.37).

5' 3'UC C GGUC GGCU UGGGCGAUUAUUGCUCUUCGGAGCAUGGCCUUCGGGCAGUA

C
U G

A

AG
U

5'
3'

G

AA

A

C G

C G

G C

G C

A

A

G

AG C C AGCCGA
GG

Ribozym

hh1_3b

u4u6a46hh1_vs

Abbildung 2.37: Design des Ribozyms hh1_3b, um die transkribierte u4u6a46hh1_vs-
RNA zu schneiden. Das Ribozym bindet über zwei Bindungsarme (blau) an die RNA und
schneidet nach Zugabe von Magnesiumionen nach der CUC-Sequenz (im Kasten). Man erhält
die gewünschte 46 nt lange u4u6a46hh1-RNA.

Das entsprechende Ribozym hh1_3b ist insgesamt 34 Basen lang, es besteht ein Grö-
ßenunterschied von zwölf Nukleotiden zur geschnittenen u4u6a46hh1-RNA. Dies sollte
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ausreichen, um eine Reinigung per HPLC oder Gelelektrophorese durchführen zu kön-
nen. Analog zur u4u6a42-RNA ergeben sich die DNA-Sequenzen für die Klonierung
in den pUC19-Vektor, um die Transkription von plasmidischer DNA zu ermöglichen
(Abb. 2.38). Die Plasmid-DNA für das Ribozym wird auf die gleiche Art hergestellt.

u4u6a46hh1
5' GG GCG AUU AUU GCU CUU CGG AGC AUG GCC UUC GGG CAG UAU CGC UC 3' 46 nt

u4u6a46hh1_vs
5' GG GCG AUU AUU GCU CUU CGG AGC AUG GCC UUC GGG CAG UAU CGC UC GGU CGU 3' 52 nt                        

u4u6a46hh1_vs_top

5' AAT TC TAA TAC GAC TCA CTA TA GG GCG ATT ATT GCT CTT CGG AGC ATG GCC TTC GGG CAG TAT CGC TC GGT CGT CTG CAG A 3'

u4u6a46hh1_vs_bot                 

5' AGC TT CTG CAG ACG ACC GA GCG ATA CTG CCC GAA GGC CAT GCT CCG AAG AGC AAT AAT CGC CC TAT AGT GAG TCG TAT TA G 3'

Transkribierte Sequenz:

5'AATTCTAATACGACTCACTATAGGGCGATTATTGCTCTTCGGAGCATGGCCTTCGGGCAGTATCGCTCGGTCGTCTGCA|GA 3'
3'    GATTATGCTGAGTGATATCCCGCTAATAACGAGAAGCCTCGTACCGGAAGCCCGTCATAGCGAGCCAGCAG|ACGTCTTCGA 5'

Transkribierte RNA

5' GGG CGA UUA UUG CUC UUC GGA GCA UGG CCU UCG GGC AGU AUC GCU CGG UCG UC 3' 53 nt

Ribozyme dazu:

hh1_3b
5' GGC GAC CCU GAU GAG GCC GAA AGG CCG AAA GCG A 3' 34 nt

hh1_3b_top

5' AAT TC TAA TAC GAC TCA CTA TA GGC GAC CCT GAT GAG GCC GAA AGG CCG AAA GCG A CTG CAG A 3'

hh1_3b_bot                 

5' AGC TT CTG CAG T CGC TTT CGG CCT TTC GGC CTC ATC AGG GTC GCC TAT AGT GAG TCG TAT TA G 3'

Abbildung 2.38: Sequenzen für die Einklonierung in pUC19 von u4u6a46hh1-Plasmid.
In Grün ist der T7-Promotor gekennzeichnet, in Pink die EcoR I-Schnittstelle, in Rot die
Pst I-Schnittstelle und Türkis die Hind III-Schnittstelle. Nach dem Schneiden an der Pst
I-Schnittstellen wird die gelb unterlegte Region der Templat-DNA transkribiert, welche in ei-
ner um ein C verlängerten RNA resultiert. Außerdem sind die Sequenzen des zum Schneiden
verwendeten Ribozyme hh1_3b angegeben.

Transkriptionsbedingungen

Für die beiden verschiedenen Konstrukte ergaben sich die folgenden optimierten Tran-
skriptionsbedingungen (40-µl-Ansatz):
u4u6a46hh1_vs: 40 mM NTPs, 45 mM Mg2+, 1.4 µg Plasmid und 4 µl T7-Polymerase;
hh1_3b: 40 mM NTPs, 45 mM Mg2+, 1.4 µg Plasmid und 2 µl T7-Polymerase. Es
wurden verschieden große Ansätze (2, 10 und 20 ml) von u4u6a46hh1_vs und hh1_3b
transkribiert, um unterschiedliche Reinigungsbedingungen und ihre Auswirkungen auf
die Effizienz der Schneidreaktion zu untersuchen. Alle Transkriptionen wurden mittels

55
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Laufrichtung

hh1_3b

u4u6a46hh1_vs

Abbildung 2.39: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 1.5 h bei 20 W,
Anfärbung: EtBr/UV) der Transkription von u4u6a46hh1_vs und hh1_3b unter optimierten
Bedingungen. Bei beiden RNAs sind deutlich mehr als eine Bande zu erkennen. Im Falle des
Ribozyms sogar 4. Diese große Heterogenität rührt von Inhomogenitäten am 3’- und 5’-Ende
her.

Chloroform/Phenol-Extraktion aufgearbeitet, um die T7-Polymerase abzutrennen. Im
weiteren Verlauf wurde diese roh-RNA weiter aufgereinigt und dann in der Schneidre-
aktion eingesetzt.

Aufreinigung

Für die Aufreinigung der RNAs für die Schneidreaktion wurden verschiedene Verfahren
getestet: Entsalzung über eine G25-Säule, HPLC- und Gelaufreinigung.

Da die Kapazität der PD-10-Säulen nicht für die Aufreinigung der roh-RNA einer 2
ml Transkription ausreicht, wurde eine größere Säule von 1.4 x 20.5 cm mit Sephadex
G25-Material gepackt und zur Aufreinigung der roh-RNA eingesetzt. Die roh-RNA von
hh1_3b und u4u6a46hh1_vs einer 2 ml Transkription wurden in 1.6 ml Wasser gelöst
und über eine 5 ml-Probenschleife auf die Säule mit einer Flußrate von 1.3 ml/min
aufgegeben. Die Trennung der Salze und nicht eingebauten NTPs konnte über die
Detektion der UV-Absorption bei λ = 254 nm und der Leitfähigkeit verfolgt werden
(Abb. 2.40 auf der nächsten Seite). Es wurde keine vollständige Abtrennung der NTPs
und Abbruchsequenzen von der RNA erzielt, vielmehr gehen die Fraktionen ineinan-
der über. Daher wurden Fraktionen von 2 ml aufgefangen und per denaturierenden
Polyacrylamidgel untersucht.

Die Fraktionen mit der RNA wurden vereinigt und mit Natriumchloridlösung auf einen
Salzgehalt von 0.3 M gebracht und mit 0.9 Volumenteilen Isopropanol über Nacht im
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Abbildung 2.40: Chromatogramme der Reinigung von u4u6a46hh1_vs (links) und hh1_3b
roh-RNA (rechts) über eine Sephadex G25-Säule. Die blaue Kurve zeigt den Verlauf der
Absorption bei λ = 254 nm an, die rote Kurve die Leitfähigkeit. Die Salze und NTPs werden
beim Anstieg der roten Kurve von der Säule eluiert. Die gereinigte RNA wird sofort eluiert
(erste Hälfte der blauen Kurve).

Gefrierschrank gefällt. Die gefällte RNA wurde zentrifugiert und mit 70 %igem Ethanol
gewaschen, getrocknet und in Wasser aufgelöst.

Für die Gelaufreinigung wurde die Hälfte der roh-RNA einer 20 ml Transkription ver-
wendet. Die roh-RNA wird am Vakuumkonzentrator bis zur Trockene eingeengt (2
h bei Heizung Stufe II (ca. 50 °C)) und dann anschließend in 2 ml denaturierenden
Probenpuffer (98 % Formamid mit Bromphenolblau und Xylencyanol als Marker) ge-
löst. In einigen Fällen bildete sich ein unlöslicher, zäher Schleim, der durch Einfrieren
und Auftauen vermindert werden konnte. Gegebenenfalls wurde die Lösung weiter ver-
dünnt. In manchen Fällen kann auch die zähe Lösung auf das Gel aufgetragen werden,
die RNA wird während der Elektrophorese herausgelöst. Für diese großen Mengen an
RNA wurden Gele von 53 x 43 cm und 3 mm Dicke verwendet und die RNA gleichmä-
ßig über die ganze Breite aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit einer Leistung
von 60 W und einer Dauer von 15-16 h durchgeführt. Dabei erwärmen sich die Gel-
platten, so daß die denaturierenden Bedingungen des Gels weiter erhöht werden. Um
einen Bruch der Platten zu verhindern, werden diese passiv über davor geklemmte
Aluminiumplatten gekühlt. Nach Beendigung der Elektrophorese wird die Bande der
RNA per UV-Shadowing mit einer UV-Handlampe sichtbar gemacht und markiert.
Anschließend wird die Bande in kleinen Stücken (5 mm x 5-7 cm (Breite x Länge))
herausgeschnitten. Aus den Gelstücken wird die aufgetrennte RNA mittels Elektroelu-
tion (EluTrap, Schleicher & Schüll) herausgelöst und in 1x TBE-Puffer gesammelt. Die
Elektroelution wird bei einer Stromstärke von 8-10 mA pro Kammer und bei Kühlung
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

von +4 °C durchgeführt, um die Verluste an RNA gering zu halten. Der Puffer der
Sammelkammer wurde nach 2-3 h erneuert. Die gesammelten Fraktionen der RNA
werden wie im Falle der Aufreinigung mit der G25-Säule behandelt.
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Abbildung 2.41: HPLC-Chromatogramme der präparativen Reinigung von u4u6a46hh1_vs
(links) und hh1_3b roh-RNA (rechts) über eine DNAPac 100-Säule. Deutlich erkennbar ist
der hohe Anteil an NTPs und RNA-Abbruchsequenzen (3-18 min), der die Ziel-RNA weit
überragt.

Für die HPLC-Aufreinigung wurde eine präparative Säule Dionex DNAPac 100 mit
einer Dimension von 9 x 250 mm verwendet. Um denaturierende Bedingungen herzu-
stellen, wurden alle Läufe bei einer Temperatur von 85 °C durchgeführt. Die Flußrate
betrug 2.5 ml/min. Als Puffer A diente eine Lösung von 25 mM TRIS, 2 mM EDTA
pH 8.0; Puffer B war Puffer A plus 1 M NH4Cl. Der Gradient wurde wie folgt vari-
iert: 0-55 % B 11 min., 55-100 % B 34 min., 100 % B 5 min., 100% B 5 min., 100
% A 5 min., 100% A 5 min. Die Fraktionen wurden manuell gesammelt und über ein
denaturierendes Gel überprüft. Insgesamt wurden für u4u6a46hh1_vs vier Fraktionen
zwischen 24 und 35 min. gesammelt, für hh1_3b waren nur zwei Fraktionen zwischen
25 und 30 Minuten relevant (Abb. 2.41). Aus den vereinten Fraktionen wurde die RNA
per Fällung mit Isopropanol gewonnen.

Von den drei angewandten Reinigungsmethoden ist die Gelaufreinigung die effektivste
und liefert die sauberste RNA (Abb. 2.42 auf der nächsten Seite). An zweiter Stelle liegt
die HPLC, die noch einige Verunreinigungen enthält, aber um den Faktor 10 schneller
durchzuführen ist. Die schlechteste Methode, RNA zu reinigen ist die Entsalzung mit
der Sephadex G25-Säule. Hier werden nur die Salze und die kleinen, nicht verbrauchten
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u4u6a46hh1_vs

hh1_3b
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Abbildung 2.42: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 1.5 h bei 20 W,
Anfärbung: EtBr/UV) der Aufreinigung von u4u6a46hh1_vs (links, Spur 1-4) und hh1_3b
roh-RNA (rechts, Spur 5-8) mit verschiedenen Methoden.

NTPs abgetrennt, die größeren RNAs und das Plasmid können nicht separiert werden.
Entscheidend für die verwendete Reinigung ist die Auswirkung auf die Effizienz der
Schneidreaktion mit dem Ribozym.

Schneidreaktion von u4u6a46hh1_vs mit hh1_3b

Um die u4u6a46hh1_vs-RNA am 3’-Ende mit dem entsprechenden Ribozym hh1_3b
schneiden zu können, müssen die beiden RNAs im Puffer der Schneidreaktion hybridi-
siert werden (40 mM TRIS, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 7.4), damit das Ribozym
auch an der Schnittstelle reagieren kann. Hierzu werden die beiden RNAs im Puffer
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

Substrat : Enzym = 1:1, 50 mM Mg2+ Substrat : Enzym = 1:3, 150 mM Mg2+

0h 1h 2h 3h 4h 5h 0h 1h 2h 3h 4h 5h

Geschnittene RNA

u4u6a46hh1

Ribozym 

hh1_3b

Substrat-RNA

u4u6a46hh1_vs

Abbildung 2.43: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 2 h bei 50 W,
Anfärbung: EtBr/UV): Vergleich der Schneidreaktion der Substrat-RNA u4u6a46hh1_vs mit
hh1_3b-Ribozym bei unterschiedlichen Bedingungen. Bei einem Substrat:Enzym-Verhältnis
von 1:1 und 50 mM Mg2+ läuft die Schneidreaktion nur relativ langsam ab und ist nach 5 h
immer noch nicht vollständig abgelaufen (links). Bei höherer Ribozym- und Magnesiumkon-
zentration hingegen ist sie nach 3 h schon fast vollständig (rechts). Die Spur der geschnittenen
RNA zeigt statt der erwarteten einen Bande drei Banden.

für drei Minuten auf 85 °C erwärmt und anschließend über eine halbe Stunde auf 37 °C
abgekühlt. Zum Start der Schneidreaktion wird Magnesiumchloridlösung zugegeben.
Die Magnesiumionenkonzentration wurde dabei zwischen 50, 100 und 150 mM variiert.
Sinnvoll ist hierbei eine möglichst niedrige Konzentration um eine durch Magnesiumio-
nen katalysierte Hydrolyse der RNA zu vermeiden. Ebenso wurde das Verhältnis von
Substrat-RNA zu Ribozym von 1:1, 1:2 und 1:3 geändert, um auf jeden Fall eine voll-
ständige Reaktion zu erhalten. Zudem wurde die Zeit in Schritten von einer bis zu
fünf Stunden variiert. Sie sollte ebenfalls nur so lang sein, bis das Substrat vollständig
geschnitten ist. Für diese ersten Versuche wurde nur über Gelelektrophorese aufge-
reinigte RNA verwendet, um mögliche Einflüsse von Verunreinigungen zu vermeiden.

Unter allen angegeben Bedingungen wird die Substrat-RNA u4u6a46hh1_vs geschnit-
ten (Abb. 2.43). Je mehr Ribozym und Magnesium zugesetzt werden, desto schneller
ist die Reaktion. Nach 5 h ist in dem angefärbten Gel keine signifikante Bande der
Substrat-RNA zu erkennen. Die Reaktionszeit wurde wegen der zunehmenden Hydro-
lysegefahr nicht verlängert.
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Laufrichtung
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Abbildung 2.44: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 1.5 h bei
20 W, Anfärbung: EtBr/UV) der Schneidreaktion von unterschiedlich aufgereinigter
u4u6a46hh1_vs-Substrat RNA mit dem dreifachen Überschuß an hh1_3b-Ribozym und ei-
ner Magnesiumionenkonzentration von 150 mM. Es wurde insgesamt 10 h bei 37 °C inkubiert,
damit die Substrat-RNA auch möglichst vollständig geschnitten wird.

Außerdem wurden die unterschiedlich aufgereinigte Substrat-RNA im dreifachen Über-
schuß mit dem Ribozym in der Schneidreaktion bei 150 mM Magnesiumchlorid ein-
gesetzt (Abb. 2.44). Wie man eindeutig sieht, ist die über eine Sephadex G25-Säule
aufgereinigte RNA nicht zur Durchführung der Schneidreaktion geeignet. Im Gegensatz
hierzu wurde die Gel- oder HPLC-aufgereinigte RNA fast vollständig geschnitten.

Die Schneidreaktion ergibt allerdings nicht ein homogenes Produkt, sondern unter allen
Bedingungen findet man drei bis vier Produktbanden. Dies könnte auf eine ungenü-
gende Bindung des Ribozyms an das Substrat oder mögliche Fehler im Sequenzdesign
zurückzuführen sein.

Um die Ursache der vielen Produktbanden zu klären, wurden sowohl die Substrat-
RNA als auch die Ribozyme modifiziert und dann unter ähnlichen Bedingungen in
neuen Schneidreaktionen getestet.
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

Modifizierte Ribozyme für u4u6a46hh1_vs:

hh1_3c
5' GAC GAC CCU GAU GAG GCC GAA AGG CCG AAA GCG AUA C 3' 37 nt

hh1_3c_top

5' AAT TC TAA TAC GAC TCA CTA TA GAC GAC CCT GAT GAG GCC GAA AGG CCG AAA GCG ATA C CTG CAG A 3'

hh1_3c_bot

5' AGC TT CTG CAG GTA TCG CTT TCG GCC TTT CGG CCT CAT CAG GGT CGT C TA TAG TGA GTC GTA TTA G 3'            

 

hh1_3d
5' GAC GAC CCU GAU GAG CUG ACU UGU CAG AAG CGA UAC 3' 36 nt

hh1_3d_top

5' TAA TAC GAC TCA CTA TA GAC GAC CCT GAT GAG CTG ACT TGT CAG CGA AAG CGA TAC 3'

hh1_3d_bot

5' GTA TCG CTT TCG CTG ACA AGT CAG CTC ATC AGG GTC GTC TA TAG TGA GTC GTA TTA 3'

Abbildung 2.45: RNA-Sequenzen der modifizierten Ribozyme hh1_3c und hh1_3d zum
Schneiden von u4u6a46hh1_vs. Es sind außerdem die entsprechenden DNA-Sequenzen für
die Transkription angegeben. In Grün ist der T7-Promotor gekennzeichnet, in Pink die EcoR
I-Schnittstelle, in Rot die Pst I-Schnittstelle und Türkis die Hind III-Schnittstelle.

Modifizierte Ribozyme für das Schneiden am 3’-Ende

Um den Aufwand möglichst gering zu halten, wurde die Substrat-RNA nicht modi-
fiziert. Stattdessen wurde das Ribozym in der Länge der Bindungsarme und in der
Sequenz modifiziert. Die Bindungsarme wurden im Falle von hh1_3c am 5’-Ende auf
sechs und am 3’-Ende auf sieben Basen erweitert. Für hh1_3d auf sechs bzw. acht
Basen am 5’- und 3’-Ende. Außerdem wurde die Gerüstsequenz verändert [187], um
eventuelle Unterschiede zu hh1_3b und 3c festzustellen. Die modifizierten Ribozyme
wurden von chemisch synthetisierter doppelsträngiger Templat-DNA transkribiert, um
in kürzester Zeit Ergebnisse bezüglich der Schneidreaktion zu erhalten (Abb. 2.45).

Die Transkription der neuen Ribozyme wurde in 40 µl Ansätzen mit 40 mM NTPs, 45
mMMg2+ und 2 µl T7-Polymerase getestet. Aus Transkriptionen von 400 µl unter den-
selben Bedingungen wurden über Gelaufreinigung und anschließender Elektroelution
präparativ die Ribozyme für die Schneidreaktionen gewonnen. Für die Schneidreakti-
on wurden die RNA und das jeweilige Ribozym im Verhältnis 1:2 unter Zusatz von
150 mM Magnesiumionen eingesetzt. Es wurde für vier Stunden bei 37 °C inkubiert
(Abb. 2.46 auf der nächsten Seite).
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Abbildung 2.46: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 1.5 h bei 20 W,
Anfärbung: EtBr/UV) der Schneidreaktion von u4u6a46hh1_vs mit den modifizierten Ribo-
zymen hh1_3c und hh1_3d. Die Substrat-RNA wird in beiden Fällen komplett geschnitten,
aber wieder erhält man ein inhomogenes Produkt, bestehend aus jeweils vier Banden der
geschnittenen u4u6a46hh1-RNA.

Wie auf den Gelen zu sehen ist, werden für die geschnittene Substrat-RNA
u4u6a46hh1_vs wieder vier Banden (N bis N+3) für u4u6a46hh-RNA gefunden. Die
modifizierten Ribozyme haben also nicht den gewünschten Erfolg gebracht.

Um die Ursache der Heterogenität zu ermitteln, wurden im nächsten Schritt verschie-
dene Substrat-RNAs mit den entsprechenden Ribozymen synthetisiert.
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2.7.4 Synthese von u4u6a46hh2 bis u4u6a46hh4
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Abbildung 2.47: Sekundärstruktur der drei neuen Ziel-RNAs u4u6a46hh2 (A), u4u6a46hh3
und u4u6a46hh4 (B). Sie unterscheiden sich am 5’- und 3’-Ende in den letzten drei Basen-
paarungen.

Wie oben beschrieben konnte mit u4u6a46hh1 keine homogene RNA nach dem Schnei-
den mit den entsprechenden Ribozymen erhalten werden. Um die Heterogenität der
geschnittenen RNA aufzulösen, wurden drei weitere RNAs konstruiert: u4u6a46hh2,
u4u6a46hh3 und u4u6a46hh4. Die Kernstruktur ist für alle Konstrukte gleich. Sie un-
terscheiden sich nur in den letzten drei Basenpaarungen (Abb. 2.47).

Sequenzdesign

u4u6a46hh2_vs
5' GGG CGA UUA UUG CUC UUC GGA GCA UGG CCU UCG GGC AGU AUC GCU C GG CCA UGC CC 3' 56 nt

u4u6a46hh3_vs
5' GAG CGA UUA UUG CUC UUC GGA GCA UGG CCU UCG GGC AGU AUC GCU C GC AGG UCA CC 3' 56 nt

u4u6a46hh4_vs
5' GAG CGA UUA UUG CUC UUC GGA GCA UGG CCU UCG GGC AGU AUC GCU C GG UCG GCC 3' 54 nt

Abbildung 2.48: Sequenzen der drei neuen RNA-Konstrukte zum Schneiden am 3’-Ende.
Mit blauer Farbe sind die Nukleotide für die Bindung des entsprechenden Ribozyms gekenn-
zeichnet. Der Pfeil markiert die Schnittstelle, an der die RNA geschnitten wird.

Die Unterschiede zwischen den neuen RNAs liegen in den Substrat-RNAs, die dann
mit dem passenden Ribozym geschnitten werden. u4u6a46hh2_vs und u4u6a46hh3_vs
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sind 56 Basen lang und haben am 3’-Ende Bindungsarme von zehn Basen für das
Ribozym. u4u6a46hh4_vs ist 54 Basen lang und besitzt am 3’-Ende nur 8 Basen für
die Bindung des Ribozyms. Die Bindungsarme am 5’-Ende sind zehn, neun und sieben
Basen lang (Abb. 2.48 auf der vorherigen Seite).

hh2_3
5' GGG CAU GGC CCU GAU GAG CAC UUG UGC GAA AGC GAU ACU G 3' 40 nt

hh3_3
5' GGU GAC CUG CCU GAU GAG CAC UUG UGC GAA AGC GAU ACU 3' 39 nt

hh4_3
5' GGC CGU CCC UGA UGA GCU GAC UUG UCA GCG AAA GCG AUA C 3' 40 nt

Abbildung 2.49: Sequenzen der drei Ribozyme zum Schneiden der Substrat-RNAs
u4u6a46hh2_vs-hh4_vs. Mit blauer Farbe sind die Nukleotide der Bindungsarme gekenn-
zeichnet.

Entsprechend wurden die Ribozyme entworfen. Alle Ribozyme unterscheiden sich in
der Länge zu der geschnittenen Substrat-RNA um mindestens fünf Basen. Dies sollte
eine unkomplizierte Aufreinigung nach der Schneidreaktion sicherstellen (Abb. 2.49).

Transkription und Aufreinigung

Die Substrat- wie auch die Ribozym-RNAs wurden von chemisch synthetisierten DNA-
Templaten transkribiert. Hierzu wurden die DNA-Einzelstränge, bestehend aus T7-
Promotor und RNA-Sequenz, unter Erhitzen und langsamen Abkühlen hybridisiert.
Die so gewonnen DNA-Doppelstränge wurden direkt für die Transkription verwen-
det. Die Transkriptionsbedingungen wurden nicht für die jeweilige RNA optimiert, es
wurden stattdessen die Bedingungen der u4u6a46hh1-RNA übernommen, da sich die
Sequenzen nicht sehr stark unterscheiden.

Es wurden 400 µl Transkriptionen mit 40 mM NTPs, 45 mM Mg2+, 20 µl T7-Polyme-
rase und 1 µM-DNA-Templat durchgeführt. Es wurde für vier Stunden bei 37 °C
inkubiert. Nach der Abtrennung des Proteins durch Chloroform/Phenol-Extraktion
wurde die RNA mit Isopropanol gefällt und anschließend über ein denaturierendes
20 %-Gel (7 M Harnstoff, keine Kühlung) aufgereinigt (Abb. 2.50 auf der nächsten
Seite). Die gereinigte RNA wurde durch Elektroelution aus dem Gel wiedergewonnen.
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Abbildung 2.50: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 1.5 h bei 20 W,
Anfärbung: EtBr/UV) der gereinigten RNAs. Es sind die jeweiligen Substrat-RNAs mit ihren
Ribozymen nebeneinander aufgetragen.

Es wurden Ausbeuten von 311 bis 622 µg erzielt, ausreichend um die Schneidreaktion
mit den Substrat-RNAs zu testen.

Schneidreaktionen von u4u6a46hh2_vs-hh4_vs

Für die Schneidreaktionen der verschiedenen Substrat-RNA/Ribozym-Kombination
wurde jeweils die gleiche Konzentration von 50 µM Substrat-RNA und ein Substrat:
Ribozym-Verhältnis von 1:2 gewählt. Die beiden RNAs wurden drei Minuten bei 85
°C erhitzt und innerhalb 45 min auf Raumtemperatur langsam abgekühlt. Zu dem
so entstandenen Komplex wurde Magnesiumchloridlösung bis zu einer Konzentration
von 150 mM gegeben. Die Schneidreaktion wurde für vier Stunden bei 37 °C inkubiert.
Zur Kontrolle wurden 1 µl-Aliquote entnommen und auf einem denaturierenden Gel
aufgetrennt (Abb. 2.51 auf der nächsten Seite).

Die Reaktion verläuft für u4u6a46hh2_vs und u4u6a46hh3_vs quantitativ, bei
u4u6a46hh4_vs bleibt noch ungeschnittene RNA zurück. In allen drei Fällen erhält
man wie im Fall von u4u6a46hh1 mehr als ein Bande. Die Verlängerung der Bin-
dungsarme und Modifikation der RNA-Sequenz hat nicht den gewünschten Erfolg ge-
bracht. Es wurden außerdem Kontrollexperimente mit einer niedrigeren Konzentrati-
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Substrat-RNAs

Geschnittene RNAs

Ribozyme

0h 4h 0h 4h 0h 4h

u4u6a46hh2_vs

+

hh2_3 u4u6a46hh3_vs

+

hh3_3

u4u6a46hh4_vs

+

hh4_3

Abbildung 2.51: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 1.5 h bei 22 W,
Anfärbung: EtBr/UV) der Schneidreaktionen von u4u6a46hh2_vs-hh4_vs mit ihren entspre-
chenden Ribozymen. Die RNAs wurden hybridisiert und durch Zugabe von Magnesiumionen
(150 mM) wurde die Schneidreaktion gestartet. Es wurde vier Stunden bei 37 °C inkubiert.
Bei allen drei Konstrukten erhält man ein inhomogenes Produkt aus drei bis vier Banden.

on von 5 µM Substrat-RNA und niedrigeren Magnesiumkonzentration von 10 bzw.
25 mM durchgeführt. Alle Schneidreaktionen zeigen die gleichen Verteilung von meh-
reren Banden für die geschnittene RNA. Auch eine autokatalytische Schneidreaktion
der Substrat-RNA konnte durch Inkubieren derselben bei 150 mM Mg2+ ohne Zu-
satz von Ribozym ausgeschlossen werden. Als wahrscheinlichste Quelle blieb nur eine
5’-Inhomogenität der transkribierten Substrat-RNA übrig.

Schneidreaktion von am 5’-Ende radioaktiv markierter Substrat-RNA

Für eine schnelle und effiziente Erforschung der Quelle der Längeninhomogenität der
geschnittenen Substrat-RNAs, bietet sich die radioaktive Markierung der RNA am
5’-Ende an. Im Falle einer Inhomogenität am 5’-Ende der Substrat-RNA sollte diese
auch nach der Schneidreaktion durch die Radioaktivität sichtbar sein. Hierzu wurden
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Abbildung 2.52: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 3 h bei 20 W) der
Schneidreaktionen der am 5’-Ende radioaktiv markierten u4u6a46hh2_vs-hh4_vs mit ihren
entsprechenden nicht-radioaktiven Ribozymen. Es sind von jeder Substrat-RNA drei Spuren
zu sehen: ungeschnittene Referenz, geschnittene RNA und eine 1:10 Verdünnung der geschnit-
tenen RNA. Nach dem Schneiden am 3’-Ende ist die Radioaktivität des 5’-Endes der geschnit-
tenen RNA über mehrere Banden verteilt. Ein Indiz für die vorhandene 5’-Inhomogenität der
Substrat-RNA. Die Banden wurden mit Hilfe eines Phosphorimagers sichtbar gemacht.

jeweils 100 µg von transkribierter u4u6a46hh2_vs-hh4_vs mit Phosphatase selektiv
am 5’-Ende dephosphoryliert. Die Aufreinigung erfolgte durch Chloroform/Phenol-
Extraktion und anschließende Fällung aus ethanolischer Lösung. Das freie 5’-Ende
wurde durch enzymatische Phosphorylierung mit radioaktivem γ-ATP durch T4 Po-
lynukleotid Kinase markiert. Die so markierte RNA wurde über ein semipräparatives
denaturierendes Gel aufgereinigt.

Für die Schneidreaktion wurden Substrat-RNAs und nicht-radioaktive Ribozyme im
Verhältnis 1:1 und einer Magnesiumionenkonzentration von 50 mM eingesetzt. Es wur-
de wie in den obigen Versuchen hybridisiert und vier Stunden bei 37 °C inkubiert. Die
entnommenen Aliquote aus der Reaktion wurden über ein denaturierendes Gel von 20
x 38 cm und 1 mm Dicke über drei Stunden aufgetrennt. Die radioaktiven Banden
wurden über einen Phosphorimager sichtbar gemacht (Abb. 2.52).

Wie die Gele eindeutig belegen, ist nach dem Schneiden am 3’-Ende der Substrat-RNAs
die Radioaktivität am 5’-Ende über mehrere Banden verteilt. Somit ist eine schon
vor der Schneidreaktion vorhandene 5’-Inhomogenität der transkribierten Substrat-
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RNAs die Ursache der Inhomogenität der geschnittenen RNA. Somit kann mit den
bisher hergestellten Substrat-RNAs keine homogene RNA durch Schneiden am 3’-Ende
erhalten werden.

2.7.5 Synthese von u4u6a46hh5

Wie in den vorherigen Abschnitten gezeigt werden konnte, besteht bei allen bisher
verwendeten Substrat-RNAs eine 5’-Inhomogenität, die durch Schneiden am 3’-Ende
prinzipiell nicht aufgehoben werden kann. Deshalb wurde eine neue Substrat-RNA,
u4u6a46hh5_vs, konstruiert, die mit zwei Ribozymen am 3’- und 5’-Ende simultan
in einer Schneidreaktion geschnitten wird. Dieses Vorgehen sollte zu einer homogenen
geschnittenen RNA führen. Hierbei wurden trans-Ribozyme eingesetzt, um diese Me-
thode auch gegebenenfalls bei der Synthese von markierten RNAs einsetzen zu können,
ohne das unnötig markierte NTPs auch in die Ribozyme eingebaut werden, wie es bei
der Verwendung von cis-Ribozymen der Fall wäre (2.6.2 auf Seite 31).

Sequenzdesign

Substrat-RNA

u4u6a46hh5_vs

AUUGCUCUUCGGAGCAUGGCCUUCGGGCAGU
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Abbildung 2.53: Sequenzdesign für u4u6a46hh5_vs. Gezeigt ist die u4u6a46hh5_vs-RNA
vor dem Schneiden mit den beiden entsprechenden HH-Ribozymen am 5’- und 3’-Ende. In
Blau sind die Nukleotide der Bindungsarme der Ribozyme gekennzeichnet, in Pink sind die
konservierten, für die Schneidreaktion nötigen Nukleotide herausgehoben. Der Pfeil bezeich-
net die Schnittstellen an der Substrat-RNA u4u6hh5_vs.

Um eine RNA sowohl am 3’- als auch am 5’-Ende schneiden zu können, müssen an
beiden Enden die entsprechenden Erkennungssequenzen als auch die Bindungsarme
für die hier verwendeten HH-Ribozyme vorhanden sein (Abb. 2.53).
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u4u6a46hh5_vs
5'GGA GCG UC|GAG CGA UUA UUG CUC UUC GGA GCA UGG CCU UCG GGC AGU AUC GCU C|GGU GCC 3' 60 nt

Nach dem Schneiden mit hh5-Ribozymen: u4u6a46hh5
5'GAG CGA UUA UUG CUC UUC GGA GCA UGG CCU UCG GGC AGU AUC GCU C 3' 46 nt

u4u6a46hh5_top

5'AAT TC TAA TAC GAC TCA CTA TA GGA GCG TC GAG CGA TTA TTG CTC TTC GGA GCA TGG CCT TCG GGC AGT ATC GCT C GGT GCC CTG CAG A 3'

u4u6a46hh5_bot

5'AGC TT CTG CAG GGC ACC G AGC GAT ACT GCC CGA AGG CCA TGC TCC GAA GAG CAA TAA TCG CTC GA CGC TCC TAT AGT GAG TCG TAT TA G 3'

hh5_5
5'GG AA UCG CUC CU GAU GAG CAC UUG UGC GAA A CGC UCC 3' 37 nt 

hh5_5_top

5'AAT TC TAA TAC GAC TCA CTA TA GG AA TCG CTC CT GAT GAG CAC TTG TGC GAA A CGC TCC CTG CAG A 3'

hh5_5_bot

5'AGC TT CTG CAG GGA GCG T TTC GCA CAA GTG CTC ATC AG GAG CGA TT CC TAT AGT GAG TCG TAT TA G 3'

hh5_3
5'GGC ACC CU GAU GAG CAC UUG UGC GAA AGC GAU 3' 32 nt

hh5_3_top

5'AAT TC TAA TAC GAC TCA CTA TA GGC ACC CT GAT GAG CAC TTG TGC GAA AGC GAT CTG CAG A 3'

hh5_3_bot

5'AGC TT CTG CAG ATC GCT TTC GCA CAA GTG CTC ATC AG GGT GCC TAT AGT GAG TCG TAT TA G 3'

Abbildung 2.54: Sequenzen der RNAs für das Schneiden von u4u6a46hh5_vs mit den
Ribozymen hh5_5 und hh5_3 zusammen mit den entsprechenden DNA-Templaten. In Grün
ist der T7-Promotor gekennzeichnet, in Pink die EcoR I-Schnittstelle, in Rot die Pst I-
Schnittstelle und Türkis die Hind III-Schnittstelle.

Basierend auf der Sequenz von u4u6a46hh1_vs wurde am 5’-Ende die Erkennungs-
sequenz GUC zusammen mit fünf weiteren Nukleotiden als Bindungsarm angefügt.
Dementsprechend wurden auch die beiden HH-Ribozyme für die Bindung gestaltet.
Die u4u6a46hh5_vs-RNA ist vor dem Schneiden 60 Basen lang, danach 46. Das 3’-
Ribozym hh5_3 ist 32 und das 5’-Ribozym hh5_5 37 Basen lang, so daß eine Trennung
nach der Schneidreaktion problemlos möglich sein sollte (Abb 2.54).

Testschneidreaktion

Um die Konstrukte zu überprüfen, wurden die u4u6a46hh5_vs-RNA und die Ri-
bozyme zuerst von einem synthetischen DNA-Templat in 400 µl Ansätzen mit T7-
Polymerase transkribiert. Es wurde keine Optimierung durchgeführt, sondern, wie be-
reits weiter oben beschrieben, die Transkriptionsbedingungen von u4u6a46hh1 über-
nommen (40 mM NTPs, 45 mM Mg2+, 400 pmol DNA-Templat, 2 µl T7-Polymerase
und vier Stunden Inkubationszeit bei 37 °C). Die transkribierten RNAs wurden über
ein denaturierendes Gel mit anschließender Elektroelution aufgereinigt. Es wurden
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Ausbeuten von 117 µg bis 862 µg erzielt, ausreichend für eine Schneidreaktion mit
einer Substratkonzentration von 50 µM.

Laufrichtung

1

2

3

Substrat-RNA

u4u6a46hh5_vs

hh5_5 hh5_3

Mit beiden HH-Ribozyme

geschnittene RNA

u4u6a46hh5

Mit nur einem HH-Ribozym

geschnittene Substrat-RNA

u4u6a46hh5_vs

u4u6a46hh5_vs + hh5_5 + hh5_3

u4u6a46hh5_vs + hh5_5

u4u6a46hh5_vs + hh5_3

Abbildung 2.55: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 2 h bei 20 W,
Anfärbung: EtBr/UV) der Test-Schneidreaktion von u4u6a46hh5_vs mit hh5_5 und hh5_3
(Spur 1). Außerdem ist noch die Reaktion von u4u6a46hh5_vs mit hh5_5 (Spur 2) und
u4u6a46hh5_vs mit hh5_3 (Spur 3) gezeigt.

Für die Schneidreaktion wurden Substrat-RNA und die beiden HH-Ribozyme im Ver-
hältnis 1:1:1 eingesetzt. Als Kontrolle wurde jeweils die Substrat-RNA mit nur einem
HH-Ribozym im Verhältnis 1:1 zur Reaktion gebracht. Die Reaktionspartner wurden
durch Erhitzen bei 85 °C und anschließendes langsames Abkühlen hybridisiert. Durch
Zugabe von 150 mM Magnesiumchlorid wurde die Reaktion gestartet. Eine erste Kon-
trolle des Reaktionsgemisches nach vier Stunden ergab nur eine sehr schwache Bande
von geschnittener RNA. Deshalb wurde die Reaktion über Nacht fortgesetzt. Nach
24 Stunden war so viel u4u6a46hh5_vs-RNA umgesetzt, daß Banden der geschnit-
tenen RNA durch Anfärben mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden konnten
(Abb. 2.55).

Anhand des Gels ist eine eindeutig homogene RNA nach dem Schneiden mit beiden
Ribozymen zu erkennen, auch wenn die Schneidreaktion nicht vollständig abgelaufen
ist (Abb. 2.55, Spur 1). Die Schneidreaktion mit nur einem Ribozym hat im Falle des
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

5’-Ribozyms zu am 3’-Ende inhomogener RNA geführt (Abb. 2.55 auf der vorheri-
gen Seite, Spur 2), so wie es bei der Transkription mittels T7-Polymerase üblich ist.
Beim Schneiden mit dem 3’-Ribozym wird wieder Erwarten nur eine Produktbande
(Abb. 2.55 auf der vorherigen Seite, Spur 3) erhalten. Im Vergleich zu den zuvor gete-
steten RNAs ist dieses Produkt unerwartet, da auch hier die Substrat-RNA mit zwei
G-Nukleotiden beginnt, welche 5’-Inhomogenitäten begünstigt [169,170].

Transkription und Aufreinigung

Nach dem erfolgreichen Testschneiden von u4u6a46hh5_vs wurden die Sequenzen der
drei RNAs getrennt in Plasmide einkloniert. Die Transkription von den linearisierten
Plasmiden wurde für jede RNA einzeln optimiert. Für die 40 µl-Transkriptionsbedin-
gungen ergaben folgende Bedingungen:
u4u6a46hh5_vs:
1 µg Plasmid, 40 mM NTPs, 45 mM Mg2+ und 6 µl T7-Polymerase, 4:30 h;
hh5_3: 1,4 µg Plasmid, 30 mM NTPs, 45 mM Mg2+ und 6 µl T7-Polymerase, 4:30 h;
hh5_5: 1,8 µg Plasmid, 40 mM NTPs, 45 mM Mg2+ und 6 µl T7-Polymerase; 4:30 h.
Die präparativen Transkriptionen wurden auf dieser Basis auf ein Volumen von 20 ml
erweitert. Die präparativen Ansätze wurden nach einer Inkubation von viereinhalb
Stunden auf zwei Fraktionen à 10 ml aufgeteilt und dann einer Chloroform/Phenol-
Extraktion unterzogen. Anschließend wurde die roh-RNA aus der Wasserphase durch
Zugabe von 0.9 Volumenprozent Isopropanol über Nacht im Gefrierschrank gefällt. Die
roh-RNA wird danach über große denaturierende präparative Gele über 14-16 h mit
anschließender Elektroelution aufgereinigt.

Schneidreaktion von u4u6a46hh5_vs mit hh5_5 und hh5_3

Nachdem sich beim Test der Schneidreaktion herausgestellt hatte, daß diese nur über
Nacht zu den gewünschten Produkten führt, wurden nach der Transkription von größe-
ren Mengen der RNA mehrere Optimierungen der Schneidreaktion durchgeführt. Erste
Optimierungen wurden bei Magnesiumionenkonzentrationen von 100 bzw. 300 mM
und Substrat-RNA:Ribozyme-Verhältnissen von 1:1:1 und 1:2:2 (Substrat-RNA:hh5_5:
hh5_3) durchgeführt (Abb. 2.56 auf der nächsten Seite).
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1:2:2,
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geschnitten mit

beiden Ribozymen
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hh5_3

Schnitt mit

einem Ribozym

Abbildung 2.56: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 2 h bei 50 W,
Anfärbung: EtBr/UV) der Schneidreaktion von u4u6a46hh5_vs mit hh5_5 und hh5_3 im
Verhältnis 1:1:1 bei 100 mM Mg2+, nach 0 h, 4 h und 24 h(Spur 1-3). Daneben die im
Verhältnis 1:2:2 (Spur 4-6). Rechts davon mit jeweils 300 mM Mg2+.

Auffällig war bei den Schneidreaktionen die Unvollständigkeit des Schnitts auch unter
hohen Magnesiumkonzentrationen und unter einem Überschuß der Ribozyme. In den
meisten Fällen wird die Substrat-RNA selbst nach 24 h nicht annähernd vollständig
geschnitten, mit Ausnahme bei 300 mM Mg2+ und doppelter Ribozymkonzentration.
Zum Vergleich wurde die Substrat-RNA mit nur jeweils einem Ribozym im Verhältnis
1:1 und 100 mMMg2+ eingesetzt (Abb. 2.57 auf der nächsten Seite). Man erkennt einen
deutlichen Unterschied in der Effizienz der beiden Ribozyme, obwohl beide die RNA
selbst nach 24 h nicht vollständig geschnitten haben. Immerhin wird mit hh5_5 nach
24 h soviel RNA geschnitten, daß man zwei Produktbanden erhält. Im Falle von hh5_3
ist hingegen nur eine schwache Bande zu erkennen. Eine systematische Erhöhung der
Konzentrationen von Ribozym und Magnesium während der Schneidreaktion führte
zu besseren Ergebnissen nach 24 h (Abb. 2.58 auf Seite 75). So wird die Substrat-RNA
bei Magnesiumkonzentrationen von 500 und 750 mM und einem fünffachen Ribozym-
überschuß nach 24 h fast vollständig geschnitten. Diese Bedingungen sind allerdings
in der Praxis nicht anwendbar, da unter diesen Bedingungen zunehmend die Gefahr
besteht, daß die RNAs hydrolysiert werden. Zudem entsteht ein erheblicher Aufwand
für die Herstellung der Ribozyme.
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0h 4h 24h

1 2 3 4 5 6

0h 4h 24h1:1,
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1:1,

100 mM Mg2+

u4u6a46hh55_vs

hh5_5

hh5_3
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hh5_3
Schnitt mit

hh5_5

Abbildung 2.57: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 1.5 h bei 20 W,
Anfärbung: EtBr/UV) der Schneidreaktion von u4u6a46hh5_vs mit hh5_5 im Verhältnis 1:1
bei 100 mM Mg2+, nach 0 h, 4 h und 24 h(Spur 1-3). Daneben mit hh5_3 unter den gleichen
Bedingungen (Spur 4-6).

Die Ursache für die langsame und unvollständige Schneidreaktion liegt hauptsächlich
beim hh5_3-Ribozym. Selbst bei dreifachem Überschuß im Vergleich zur Substrat-
RNA und einer Magnesiumkonzentration von 50 mM beginnt die Schneidreaktion erst
nach ca. 4h und nach 24 h ist erst ein Bruchteil der Substrat-RNA umgesetzt (Abb. 2.59
auf der nächsten Seite). Eine Verdoppelung der Magnesiumkonzentration hat keinen
sichtbaren Effekt.

Im Gegensatz dazu verläuft die Schneidreaktion mit hh5_5 wesentlich schneller (Abb.
2.60 auf Seite 76). Schon nach einer Stunde sind deutliche Produktbanden der ge-
schnitten Substrat-RNA zu erkennen. Nach 24 h ist über die Hälfte der eingesetzten
RNA bereits geschnitten. Allerdings sind auch diese Bedingungen nicht optimal, so
daß der Entwurf von neuen Substrat-RNAs mit effizienter schneidenden Ribozymen
notwendig wurde.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0h 4h 24h 0h 4h 24h 0h 4h 24h 0h 4h 24h

1:5:5,

100 mM Mg2+
1:5:5,

250 mM Mg2+
1:5:5,

500 mM Mg2+
1:5:5,

750 mM Mg2+

u4u6a46hh55_vs

u4u6a46hh55,

geschnitten mit

beiden Ribozymen

hh5_5

hh5_3

Schnitt mit

einem Ribozym

Durch Hydrolyse

abgebaute RNA

Abbildung 2.58: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 1.5 h bei 20 W,
Anfärbung: EtBr/UV) der Schneidreaktion von u4u6a46hh5_vs mit hh5_5 und hh5_3 im
Verhältnis 1:5:5 und bei verschiedenen Magnesiumkonzentrationen von 100, 250, 500 und 750
mM Mg2+. Es wurden Aliquote nach 0 h, 4 h und 24 h entnommen. Nach 24 Stunden erkennt
man den Beginn der Hydrolyse der RNA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

u4u6a46hh55_vs

hh5_3

Schnitt mit

hh5_3

0h 4h 24h1h 2h 3h 0h 4h 24h1h 2h 3h

1:3, 50 mM Mg2+ 1:3, 100 mM Mg2+

Abbildung 2.59: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 2 h bei 50 W,
Anfärbung: EtBr/UV) des zeitlichen Verlaufs der Schneidreaktion von u4u6a46hh5_vs mit
hh5_3 im Verhältnis 1:3 mit 50 mM Mg2+, nach 0 h, 4 h und 24 h(Spur 1-6). Daneben mit
100 mM Mg2+ (Spur 7-12).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

u4u6a46hh55_vs

hh5_5

Schnitt mit

hh5_5

0h 4h 24h1h 2h 3h 0h 4h 24h1h 2h 3h

1:3, 50 mM Mg2+ 1:3, 100 mM Mg2+

Abbildung 2.60: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 2 h bei 50 W,
Anfärbung: EtBr/UV) des zeitlichen Verlaufs der Schneidreaktion von u4u6a46hh5_vs mit
hh5_5 im Verhältnis 1:3 mit 50 mM Mg2+, nach 0 h - 4 h und 24 h(Spur 1-6). Daneben mit
100 mM Mg2+ (Spur 7-12). Die Reaktion liefert schon nach einer Stunde geschnittene RNA.

76



2.7 Biochemische Synthese von U4/U6-A Konstrukten

2.7.6 Synthese von u4u6a44hh7

Nachdem gezeigt wurde, daß die u4u6a46hh5_vs-RNA
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Abbildung 2.61: Sekundär-
struktur von u4u6a44hh7

unter Verwendung von hh5_3 eindeutig geschnitten wird
(2.55 auf Seite 71), wurde ein weiteres RNA-Konstrukt,
welches nur am 3’-Ende geschnitten werden soll, entwor-
fen: u4u6a44hh7. Am 5’-Ende der Sequenz wird nur das
für die verbesserte Transkription notwendige G plaziert
und am 3’-Ende wird die GUC-Sequenz für die Ribozy-
merkennung verwendet, um die Schneidreaktion schnel-
ler und effizienter ablaufen zu lassen. Die entsprechende
Sekundärstruktur der resultierenden
u4u6a44hh7-RNA ist in Abb. 2.61 dargestellt.

Sequenzdesign

u4u6a44hh7_vs
5'GAC GAU UAU UGC UCU UCG GAG CAU GGC CUU CGG GCA GUA UCG UC G ACG GAG U 3' 52 nt

Nach dem Schneiden mit hh7_3b-Ribozym: u4u6a44hh7
5'GAC GAU UAU UGC UCU UCG GAG CAU GGC CUU CGG GCA GUA UCG UC 3' 44 nt

u4u6a44hh7top-plasmid

5'AAT TC TAA TAC GAC TCA CTA TA GAC GAT TAT TGC TCT TCG GAG CAT GGC CTT CGG GCA GTA TCG TCG ACG GAG T CTG CAG A 3'

u4u6a44hh7bot-plasmid

5'AGC TT CTG CAG ACT CCG TCG ACG ATA CTG CCC GAA GGC CAT GCT CCG AAG AGC AAT AAT CGT C TAT AGT GAG TCG TAT TA G 3'

hh7_3b
5'GGA CUC CGU CCU GAU GAG CAC UUG UGC GAA ACG AUA C 3' 37 nt 

hh7_3b_top

5'AAT TC TAA TAC GAC TCA CTA TA GGA CTC CGT CCT GAT GAG CAC TTG TGC GAA ACG ATA C CTG CAG A 3'

hh7_3b_bot

5'AGC TT CTG CAG CCT GAG GCA GGA CTA CTC GTG AAC ACG CTT TGC TAT G TAT AGT GAG TCG TAT TA G 3'

Abbildung 2.62: RNA- und DNA-Sequenzen für die Einklonierung von u4u6a44hh7_vs
und hh7_3b in pUC19. In Grün ist der T7-Promotor gekennzeichnet, in Pink die EcoR I-
Schnittstelle, in Rot die Pst I-Schnittstelle und in Türkis die Hind III-Schnittstelle. Die Basen
für die Bindung des Ribozyms an die Substrat-RNA sind in blau gekennzeichnet.

Um eine eindeutige Bindung des hh7_3-Ribozyms am 3’-Ende zu gewährleisten, wur-
den acht Basen verwendet. Entsprechend den vorangegangenen Kapiteln ergeben sich
für die Substrat-RNA u4u6a44hh7_vs und das dazu passende Ribozym hh7_3b die
Sequenzen für die Einklonierung in pUC19 (Abb. 2.62).
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

Transkription und Aufreinigung

Die DNA-Sequenzen wurden für Testtranskriptionen von u4u6a44hh7_vs und hh7_3
von hybridisierter doppelsträngiger Templat-DNA verwendet. Die transkribierten RNAs
wurden über Gelelektrophorese aufgereinigt und dann in einer Testschneidreaktion
verwendet. Danach wurden die DNA-Sequenzen für die Klonierung und Herstellung
der linearen plasmidischen DNA-Template verwendet. Die Transkriptionsbedingungen
wurden in 40 µl-Transkriptionen optimiert. Für die beiden RNAs ergaben sich folgen-
de Konditionen:
u4u6a44hh7_vs:
40 mM NTPs, 45 mM Mg2+, 1.2 µg Plasmid, 6 µl T7-Polymerase., 6 h;
hh7_3b: 30 mM NTPs, 35 mM Mg2+, 1.2 µg Plasmid, 4 µl T7-Polymerase, 24 h.
Für die präparativen Ansätze wurden die 40 µl-Ansätze auf 20 ml skaliert. Die Tran-
skriptionen wurden in 50 ml Zentrifugenröhrchen durchgeführt. Um die Ausbeute zu
erhöhen, wurde zusätzlich Anorganische Phosphatase (Inorganic Phosphatase,IPP) zur
Reaktionsmischung gegeben, um das gebildete Diphosphat zu Monophosphaten abzu-
bauen [167].

Die Aufarbeitung erfolgt analog zu den bisher beschriebenen RNAs. Die Transkription
wird nach der optimierten Zeit durch Zugabe von EDTA-Lösung beendet, um die
Magnesiumionen zu komplexieren und so die Lösung möglichst Mg2+-frei zu machen.
Anschließend wird die Probe auf je 10 ml aufgeteilt, um Probleme mit einer zu großen
Interphase bei der Chloroform/Phenol-Extraktion zu vermeiden. Nach Abtrennung
der Proteine wird die roh-RNA durch Zugabe von Isopropanol zur wässrigen Phase in
der Kälte über Nacht ausgefällt. Diese roh-RNA wird über ein großes denaturierendes
20 %-Polyacrylamidgel weiter für die Schneidreaktion aufgereinigt. Für die Substrat-
RNA bzw. das Ribozym dauert die Elektrophorese 16 bzw. 14 h. Anschließend wird die
saubere RNA aus dem Gel mittels Elektroelution zurückgewonnen und nochmals durch
Zusatz von Isopropanol aus einer wässrigen Lösung gefällt. Die RNA wird zentrifugiert
und die Pellets der RNA werden anschließend mit 70 %-Ethanol gewaschen und am
Vakuumkonzentrator getrocknet. Für die 20 ml Transkriptionen von u4u6a44hh7_vs
und hh7_3b ergaben sich Ausbeuten von 106 bis 169 nmol und 67 bis 300 nmol.

Neben der Aufreinigung mittels Gelelektrophorese wurde auch die HPLC-Aufreinigung
für u4u6a44hh7_vs etabliert. Hierzu wurde die roh-RNA analog zur Gelelektrophorese
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2.7 Biochemische Synthese von U4/U6-A Konstrukten

aufgearbeitet. Das Pellet der Hälfte einer 20 ml Transkription wurde in 1 ml Wasser
gelöst und auf die Säule aufgetragen (Abb. 2.63).
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Abbildung 2.63: Chromatogramm der präparativen HPLC-Aufreinigung von
u4u6a44hh7_vs. Puffer A: 25 mM TRIS, 2 mM EDTA pH 8.0; Puffer B: Puffer A +
1 M NH4Cl. Säule: DNAPac PA 100, 9 x 250 mm (Dionex, Sunnyvale, CA, USA). Gradient:
0-55 % B 11 min., 55-100 % B 34 min., 100 % B 5 min., 100% B 5 min., 100 % A 5 min.,
100% A 5 min. Flußrate: 2.5 ml/min., Temperatur: 85 °C.

Die HPLC-Trennung ist in kürzerer Zeit als die Elektrophorese durchführbar. Die so
aufgereinigte RNA ist aber nicht so sauber wie nach einer Elektrophorese mit an-
schließender Elektroelution (Abb. 2.64 auf der nächsten Seite). Allerdings ist nach der
UV-spektrometrischen Konzentrationsbestimmung die Gesamtausbeute der HPLC-
gereinigten RNA um ca. 60 % höher als nach der Gelelektrophorese. Dies erklärt sich
durch den Anteil der mitgeschleppten Verunreinigungen (RNA-Abbruchsequenzen) bei
der HPLC, trotzdem bleibt der Unterschied groß. Aus dem Gel läßt sich kein quanti-
tativer Vergleich ziehen, da die Banden zu intensiv sind. Um eine Aussage über den
Einfluß der Verunreinigungen auf die Effizienz der Schneidreaktion zu treffen, muß
diese mit gel- als auch HPLC-aufgereinigter RNA durchgeführt werden (s.u.).
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

Laufrichtung
u4u6a44hh7_vs

roh-RNA

HPLC

Gelelektrophorese +

Elektroelution

Abbildung 2.64: Denaturierendes Polyacrylamidgel (20 %, 7 M Harnstoff, 1:50 h bei 20 W,
Anfärbung: EtBr/UV) des Vergleichs der Aufreinigung von u4u6a44hh7_vs durch Gelelek-
trophorese und HPLC. Als Vergleich die roh-RNA nach der Transkription.

Schneidreaktion

Zum Optimieren der Bedingungen der Schneidreaktion wurden jeweils Volumina von
20 µl mit einer Konzentration der Substrat-RNA von 50 µM verwendet. Das Ribozym
wurde in gleichem Verhältnis 1:1 und 2:1 bei Magnesiumionenkonzentrationen von 25
mM und 50 mM zugesetzt. Als Reaktionspuffer diente eine Lösung von 40 mM TRIS,

0h 2h 4h 0h 2h 4h 0h 2h 4h 0h 2h 4h

Ribozym

hh7_3b

Substrat-RNA

u4u6a44hh7_vs

25 mM Mg2+ 50 mM Mg2+

Schnitt-RNA

u4u6a44hh7

1:1 1:2 1:1 1:2

Abbildung 2.65: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 2 h bei 50 W,
Anfärbung: EtBr/UV) der Schneidreaktion von u4u6a44hh7_vs mit hh7_3b bei unterschied-
lichen Bedingungen. Nach zwei Stunden ist die Substrat-RNA bei 100 % Überschuß des Ri-
bozyms vollständig geschnitten.

100 mM NaCl und 2 mM EDTA bei einem pH-Wert von 7.4. Es wurden nach 0, 2, 4
und 24 h Proben zum Fortgang der Schneidreaktion entnommen. Die Schneidreaktion
der Aliquote wurde durch Zugabe von EDTA-Lösung gestoppt. Die Produkte wurden
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2.7 Biochemische Synthese von U4/U6-A Konstrukten

mit einem denaturierenden (7 M Harnstoff) Polyacrylamidgel untersucht (Abb. 2.65
auf der vorherigen Seite).

0h 4h

Ribozym

hh7_3b

Substrat-RNA

u4u6a44hh7_vs
Schnitt-RNA

u4u6a44hh7

4h0h

Ansatz 1 Ansatz2

Abbildung 2.66: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 1 h bei 20 W,
Anfärbung: EtBr/UV) der präparativen Schneidreaktion von u4u6a44hh7_vs mit hh7_3b
im Verhältnis 1:1.2 mit 25 mM Mg2+ bei 37 °C nach vier Stunden.

Die Schneidreaktion verläuft schon bei Magnesiumionenkonzentrationen von 25 mM
und einem Substrat-RNA:Ribozym-Verhältnis von 1:2 vollständig ab. Für die Erpro-
bung unter präparativen Bedingungen stand das Ribozym hh7_3b nicht in ausrei-
chender Menge zu Verfügung, daher wurde die Substrat-RNA und das Ribozym nur
im Verhältnis 1:1.2 und nicht wie unter optimalen Bedingungen nötig im Verhält-
nis 1:2 eingesetzt. Für die Schneidreaktion wurden mit Elektrophorese aufgereinigte
RNAs verwendet. Es wurden zwei Schneidreaktionen à 1 ml mit einer Konzentration
von 84 µM der Substrat-RNA u4u6a44hh7_vs angesetzt. Die beiden RNAs wurden
im Reaktionspuffer (40 mM TRIS, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 7.4) ohne Mag-
nesiumchlorid durch Erhitzen auf 85 °C für 3 min und langsamen Abkühlen auf 37 °C
hybridisiert. Durch Zugabe von Magnesiumchloridlösung wurde die Schneidreaktion
initiiert. Zur Reaktionskontrolle wurden nach vier Stunden 0.5 µl-Aliquote entnom-
men und auf einem Polyacrylamidgel untersucht (Abb. 2.66).

Nach vier Stunden ist bereits der größte Teil der Substrat-RNA geschnitten. Die Re-
aktion wurde nach fünfeinhalb Stunden durch Zugabe von EDTA-Lösung und For-
mamidpuffer beendet. Diese Reaktionslösung wurde anschließend über ein großes de-
naturierendes Gel (53 x 43 cm, 3 mm dick) aufgereinigt, um das Ribozym von der
geschnittenen RNA zu separieren. Nach 15 h wurde die Elektrophorese beendet, die
Bande des Ribozyms und der u4u6a44hh7-RNA waren ca. 1 cm voneinander getrennt.
Die beiden Banden wurden ausgeschnitten und einer Elektroelution unterzogen. Die
RNA wurde durch Fällung mit Isopropanol aus dem Elektroelutionspuffer isoliert.
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0h 1h 2h 3h 4h 5h 6h 24h 0h 1h 2h 3h 4h 5h 6h 24h

Ribozym

hh7_3b

Substrat-RNA

u4u6a44hh7_vs

Schnitt-RNA

u4u6a44hh7

u4u6a44hh7_vs (HPLC): Ribozym

1:2

u4u6a44hh7_vs (Gel): Ribozym

1:2

Abbildung 2.67: Denaturierendes Polyacrylamidgel (20 %, 7 M Harnstoff, 4 h bei 50
W, Anfärbung: EtBr/UV) des Vergleichs der Schneidreaktion von mit HPLC-aufgereinigter
u4u6a44hh7_vs-RNA (links) mit Gel-aufgereinigter u4u6a44hh7_vs-RNA mit hh7_3b (gel-
aufgereinigt) im Verhältnis 1:2 mit 25 mM Mg2+ bei 37 °C.

Es wurden durchschnittlich 56 % der eingesetzten RNA, bezogen auf die eingesetzte
Substrat-RNA u4u6a44hh7_vs, nach der Aufreinigung der Schneidreaktion isoliert.

Der Vergleich von HPLC- und Gel-aufgereinigter Substrat-RNA u4u6a44hh7_vs beim
Schneiden mit gelaufgereinigtem hh7_3b-Ribozym zeigt keine Unterschiede in der Ef-
fizienz (Abb. 2.67).

NMR-Spektren

Die entsalzte RNA wurde in insgesamt 250 µl 10 mM Kaliumphosphatpuffer mit 2 mM
EDTA unter Zusatz von 10 % D2O, pH = 6.6 gelöst. Die Konzentration betrug 0.62
mM. Vor der Abfüllung in das Shigemi-Röhrchen wurde die Lösung 3 min auf 85 °C
erhitzt und dann schnell auf Eis abgekühlt. Anschließend wurde für zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Die optimale Auflösung der Iminosignale bei den Jump &
Return-Echo Spektren wurde bei einer Temperatur von 290 K und einem Delay τ von
40 µs erreicht. Es wurden ein- und zweidimensionale Jump & Return-Echo Spektren
gemessen, um Korrelationen der Iminoprotonen aufzulösen und daraus auf die Anzahl
der vorliegenden Konformere der RNA zu schließen.
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Abbildung 2.68: Iminobereich des J&R-Echo-Protonenspektrums der u4u6a44hh7-RNA
(T=290 K, 600 MHz). In grün sind die Integrale über die Iminoprotonen angegeben. Auffällig
ist das separierte Signal der Guanosin-Iminoprotonen aus den beiden UUCG-Schleifen [114,
115] bei 9.75 ppm.

Im Bereich der in Wasserstoffbrücken eingebundenen Iminoprotonen im eindimensiona-
len Protonenspektrums (Abb. 2.68) erhält man durch Integration insgesamt 29 Signa-
le, wenn man das Signal bei 9.75 ppm auf eine Fläche von 2 entsprechend den beiden
Iminoprotonen des Guanins aus den UUCG-Schleifen kalibriert [114, 115]. Diese Zahl
der gefundenen Signale ist größer als erwartet, wenn man die gezeigte Sekundärstruk-
tur von u4u6a44hh7-RNA zu Grunde legt. D.h. die RNA liegt nicht nur vorrangig in
einer Konformation vor sondern wahrscheinlich als Gemisch verschiedener Konforma-
tionen. Allerdings ist der Unterschied zu den erwarteten 20 Signalen auch nicht zu
groß.
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Abbildung 2.69: Ausschnitt aus dem 2D-J&R-NOESY-Spektrum von u4u6a44hh7-RNA.
(T=290 K, τm=300 ms, 600 MHz).

Im zweidimensionalen J&R-NOESY mit einer Mischzeit von 300 ms erkennt man zahl-
reiche Kreuzsignale, die ebenfalls auf das Vorliegen einer gefalteten RNA hindeuten
(Abb. 2.69). Ein detaillierter Blick auf die Kreuzsignale der Iminoregion (Abb. 2.70
auf der nächsten Seite) zeigt deutlich das Kreuzsignal von G1 zu U43, welches in den
anderen Konstrukten nicht vorhanden ist. Die chemische Verschiebung von U43 mit
14.5 ppm ist auffällig tieffeldig. Dieses Kreuzsignal ist nur einmal vorhanden, aber das
Integral über das Signal im eindimensionalen Spektrum (Abb. 2.68 auf der vorherigen
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Abbildung 2.70: Iminoregion des 2D-J&R-NOESY-Spektrums von u4u6a44hh7 (T=290 K,
τm=300 ms, 600 MHz). Deutlich erkennbar ist das Kreuzsignal zwischen den Iminoprotonen
von G1 und U43. Die Iminoresonanz von U43 kommt bei 14.5 ppm sehr tieffeldig.

Seite) ist ungefähr zwei, d.h. daß wahrscheinlich zwei solcher Basenpaarungen vorhan-
den sind. Dies spricht für eine Mischung von Konformeren von u4u6a44hh7, die zu
mehreren Signalsätzen führen.
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2.7.7 Synthese von u4u6a46phh2

Neben der u4u6a44hh7-RNA wurde noch eine andere
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Abbildung 2.71: Sekundär-
struktur von u4u6a46phh2

Methode zur Vermeidung von der 5’-Inhomogenität ge-
testet. Wird eine andere Promotorsequenz in der Templat-
DNA verwendet, läßt sich der Anteil der 5’-Heterogenität
entscheidend verringern [171]. Von diesem sogenannten
φ-Promotor beginnt die Transkription mit einem A als
Startnukleotid statt des G. Dies führt dazu, daß die Se-
quenz, die den Kernbereich der U4/U6-Wechselwirkung
enthalten soll, am 5’-und 3’-Ende modifiziert werden
muß. Man erhält nach dem Schneiden am 3’-Ende mit
dem passenden hh2_3b-Ribozym eine 46 Basen lange
RNA u4u6a46phh2 (Abb. 2.71). Durch den veränderten

Promotor und das beginnende A der Templatsequenz kann die Transkription unter
Umständen schlechter als bei normalen T7-Promotor ablaufen, so daß die Ausbeuten
dementsprechend sinken.

Sequenzdesign

Für die Substrat-RNA u4u6a44hh7_vs und das entsprechende Ribozym hh2_3b wur-
den die in Abb. 2.72 auf der nächsten Seite gezeigten Sequenzen für die Einklonierung
in pUC19 verwendet . Zu beachten ist das Ende des φ-Promotors mit TA (Position 16
und 17 im Promotor) im Vergleich zu AG im normalen T7-Promotor.

Transkription und Aufreinigung

Analog zur u4u6a44hh7-RNA (2.7.6 auf Seite 77) wurde vor dem Klonieren der Templat-
DNA in pUC19 die RNA von den hybridisierten DNA-Einzelsträngen transkribiert und
nach anschließender Gelaufreinigung einer Testschneidreaktion mit dem entsprechen-
den hh2_b-Ribozym unterzogen. Dieser Test verlief erfolgreich, so daß im folgenden die
plasmidische Templat-DNA mit diesen Methoden in größeren Mengen hergestellt wur-
de. Die Transkriptionsbedingungen wurden wie vorher beschrieben (Abschnitt 2.8.6)
optimiert. Folgende Bedingungen wurden für die präparativen Transkriptionen ver-
wendet:
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u4u6a46phh2_vs
5'A GG CGA UUA UUG CUC UUC GGA GCA UGG CCU UCG GGC AGU AUC GCU CGG CCA UGC CC 3' 56 nt

Nach dem Schneiden mit hh2_3b-Ribozym: u4u6a46phh2
5'AGG CGA UUA UUG CUC UUC GGA GCA UGG CCU UCG GGC AGU AUC GCU C 3' 46 nt

u4u6a46phh2top-plasmid

5'AAT TC TAA TAC GAC TCA CTA TTA GG CGA TTA TTG CTC TTC GGA GCA TGG CCT TCG GGC AGT ATC GCT CGG CCA TGC CC CTG CAG A 3'

u4u6a46phh2bot-plasmid

5'AGC TT CTG CAG GG GCA TGG CCG AGC GAT ACT GCC CGA AGG CCA TGC TCC GAA GAG CAA TAA TCG CC TAAT AGT GAG TCG TAT TA G 3'

hh2_3b
5'GG CAU GGC CCU GAU GAG CAC UUG UGC GAA AGC GAU AC 3' 37 nt 

hh2_3b_top

5'AAT TC TAA TAC GAC TCA CTA TA GG CAT GGC CCT GAT GAG CAC TTG TGC GAA AGC GAT AC CTG CAG A 3'

hh2_3b_bot

5'AGC TT CTG CAG GT ATC GCT TTC GCA CAA GTG CTC ATC AGG GCC ATG CC TAT AGT GAG TCG TAT TA G 3'

Abbildung 2.72: RNA- und DNA-Sequenzen für die Einklonierung von u4u6a46phh2_vs
und hh2_3b in pUC19. In Grün ist der T7-Promotor gekennzeichnet, in Pink die EcoR
I-Schnittstelle, in Rot die Pst I-Schnittstelle und in Türkis die Hind III-Schnittstelle. Unter-
strichen sind die beiden, im Vergleich zum normalen T7-Promotor, unterschiedlichen Basen.

u4u6a46phh2_vs:
30 mM NTPs, 45 mM Mg2+, 1.4 µg Plasmid, 4 µl T7-Polymerase, 6 h;
hh2_3b: 40 mM NTPs, 45 mM Mg2+, 1.8 µg Plasmid, 4 µl T7-Polymerase, 6 h.
Ebenso wie bei der u4u6a44hh7_vs wurden die RNAs über Gelelektrophorese und
Anionenaustauscher-HPLC für die Schneidreaktion gereinigt. Das Ribozym wurde ei-
ner Gelelektrophorese unterzogen, dabei wurden Ausbeuten von 109 bis 263 nmol aus
einer 20 ml Transkription erzielt. Für u4u6a46phh2_vs-RNA konnten im Fall der Ge-
laufreinigung 22.6 - 100 nmol und über HPLC 92.5 nmol aus einer 20 ml Transkription
isoliert werden. Für die Herstellung der NMR-Probe wurde nur die per Gelelektropho-
rese gereinigte Substrat-RNA verwendet, um Verunreinigungen, die eventuell aus der
HPLC-Aufreinigung mitgeschleppt wurden, zu vermeiden.

87



2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

Schneidreaktion

Analog zur u4u6a44hh7_vs-RNA (2.7.6 auf Seite 77), wurde die Schneidreaktion mit
Volumina von 20 µl mit einer Konzentration der Substrat-RNA von 50 µM durchge-
führt. Das Ribozym wurde in gleicher und doppelter Menge bei Mg2+-Konzentrationen
von 25 mM und 50 mM zugesetzt. Es wurden nach 0 h, 2 h, 4 h und 24 h Proben
zum Fortgang der Schneidreaktion entnommen. Diese Aliquote wurden durch Zuga-
be von EDTA-Lösung gestoppt und dann über ein denaturierendes (7 M Harnstoff)
Polyacrylamidgel aufgetrennt (Abb. 2.73). Für eine schnelle und vollständige Schnei-

0h 2h 4h 0h 2h 4h 0h 2h 4h 0h 2h 4h

Ribozym

hh2_3b

Substrat-RNA

u4u6a46phh2_vs

25 mM Mg2+ 50 mM Mg2+

Schnitt-RNA

u4u6a46phh2

1:1 1:2 1:1 1:2

Abbildung 2.73: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 2 h bei 50 W, An-
färbung: EtBr/UV) der Schneidreaktion von u4u6a46phh2_vs mit hh2_3b bei unterschied-
lichen Bedingungen. Nach zwei Stunden ist die Substrat-RNA bei 100 %igen Überschuß des
Ribozyms vollständig geschnitten.

dreaktion haben sich folgende Bedingungen als optimal herausgestellt: 25 mM Mg2+

und ein Verhältnis von Substrat-RNA zu Ribozym von 1:2. Dementsprechend wurden
die präparativen Schneidreaktionen analog zu den oben beschriebenen Reaktionen von
u4u6a44hh7_vs angesetzt. Nach vier Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von
EDTA-Lösung gestoppt und die geschnittene RNA durch Gelelektrophorese von der
Ribozym-RNA und der abgeschnittenen RNA gereinigt. Insgesamt wurde die RNA
von zwei 20 ml-Transkriptionen zur Herstellung einer NMR-Probe verwendet. Nach
der Aufreinigung der geschnittenen RNA wurden durchschnittlich 48 % in Bezug auf
die eingesetzte Substrat-RNA erhalten.
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2.7 Biochemische Synthese von U4/U6-A Konstrukten

NMR-Spektren

Die RNA wurden in insgesamt 250 µl Volumen für die Verwendung von Shigemi-
Röhrchen gelöst. Die NMR-Messungen wurden mit einer RNA-Konzentration von 0.38
mM durchgeführt. Die zuvor entsalzte RNA wurde hierzu in einer Lösung von 10 mM
Kaliumphosphatpuffer mit 2 mM EDTA unter Zusatz von 10 % D2O, pH = 6.6 gelöst.
Die Lösung wurde vor der Messung 3 min. auf 85 °C erhitzt und dann schnell auf Eis
abgekühlt. Anschließend wurde für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
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Abbildung 2.74: Iminobereich des J&R-Echo-Protonenspektrums der u4u6a46phh2-RNA
(T=290 K, 600 MHz). In grün sind die Integrale über die Iminoprotonen angegeben. Das
Integral des separierten Signals der Guanosin-Iminoprotonen aus den beiden UUCG-Schleifen
[114,115] bei 9.65 ppm wurde auf zwei kalibriert.

Die beste Auflösung der Iminosignale der basengepaarten Protonen wurden bei einer
Temperatur von 290 K und einem Delay τ von 40 µs gefunden. Alle Jump & Return-
Echo Spektren wurden unter diesen Bedingungen aufgenommen. Aus der Integration
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Abbildung 2.75: Ausschnitt aus dem 2D-J&R-NOESY-Spektrum von u4u6a46phh2-RNA.
(T=290 K, τm=300 ms, 600 MHz).

der Signale im Iminobereich erhält man ungefähr ein Verhältnis von ca. 1:9. Dies ent-
spricht 18 Protonen, wenn die Protonen der Guanine aus den UUCG-Schleifen auf
zwei kalibriert werden. Diese Anzahl entspricht der erwarteten Anzahl von Iminosi-
gnalen für die angenommene Sekundärstruktur von u4u6a46phh2. Die Iminoprotonen
des Wobble-Basenpaares G·U sind aufgrund des offenen Stamms in diesem Konstrukt
nicht in Wasserstoffbrücken fixiert und im Spektrum nicht sichtbar. Somit liegt die
u4u6a46phh2-RNA sehr wahrscheinlich nur in einer Konformation vor. Ob diese der
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2.7 Biochemische Synthese von U4/U6-A Konstrukten

erwarteten Sekundärstruktur entspricht, müssen weitere Experimente mit 13C/15N-
gelabelter RNA zeigen. Im zweidimensionalen J&R-NOESY mit einer Mischzeit von
300 ms erkennt man, wie bei den anderen bisher synthetisierten RNAs auch, zahl-
reiche Kreuzsignale, die ebenfalls auf das Vorliegen einer gefalteten RNA hindeuten
(Abb. 2.75 auf der vorherigen Seite). Ein detaillierter Blick auf die Kreuzsignale der

14.0 13.5 13.0 12.5 12.0

12.0

12.2

12.4

12.6

12.8

13.0

13.2

13.4

13.6

13.8

14.0

ω1,

δ 1H/ppm

ω2,  δ 1H/ppm

Abbildung 2.76: Iminoregion des 2D-J&R-NOESY-Spektrums von u4u6a46phh2 (T=290
K, τm=300 ms, 600 MHz).

Iminoregion (Abb. 2.76) zeigt ein ähnliches Muster für die Kreuzsignale wie sie auch
für u4u6a42 und u4u6a44hh7 gefunden wurden. Somit weist auch u4u6a46phh2 mit
hoher Wahrscheinlichkeit die gleichen Basenpaarungen wie die anderen Konstrukte aus
der Kernregion des U4/U6-A Konstruktes auf.
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

2.7.8 Synthese von u4u6a43de1

Neben Ribozymen kann man auch sogenannte DNA-Enzyme verwenden, um eine ho-
mogene RNA durch Schneiden am 3’-Ende herzustellen. Um diese Methode zu etablie-
ren wurde daher ein dementsprechendes Konstrukt, u4u6a43de1_vs durch Transkripti-
on von plasmidischer Templat-DNA hergestellt und anschließend einer Schneidreaktion
mit den passenden DNA-Enzym de1_3 unterzogen.

Sequenzdesign

Für die Schneidreaktion wurde das sogenannte 10-23 DNA-Enzym verwendet (2.6.3
auf Seite 34), welches die Sequenz RY innerhalb der Substrat-RNA nach dem R schnei-
det (R= A oder G und Y= U oder C). Somit mußte die ursprüngliche Sequenz der
U4U6-A-RNA um ein G verlängert werden. Daraus resultiert nach dem Schneiden
eine am 3’-Ende ungepaarte RNA. Je nach vorhergehenden Basenpaaren kann dies
zu Instabilitäten bei der Ausbildung der Sekundärstruktur führen. Um eine definier-
te Bindung des DNA-Enzyms an die RNA zu gewährleisten, wurden Bindungsarme
von je acht Basen an jedem Ende gewählt (Abb. 2.77). Somit ist die zu schneidende
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Abbildung 2.77: Sekundärstrukturen des Komplexes aus zu schneidender u4u6a43de1_vs-
RNA mit dem entsprechenden DNA-Enzym de1_3. In Blau sind die Basen der Bindungsarme
des DNA-Enzyms gekennzeichnet, der Pfeil markiert die Schnittstelle an der Substrat-RNA.

RNA u4u6a43de1_vs 51 Basen lang, das entsprechende 10-23-DNA-Enzyme de1_3
31 Basen. Die Sequenz für die Substrat-RNA wurde in pUC19 einkloniert. Das DNA-
Enzym wurde hingegen bei der Firma Metabion, Martinsried, bestellt. Dabei wurden
die folgenden Sequenzen verwendet (Abb. 2.78 auf der nächsten Seite).
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2.7 Biochemische Synthese von U4/U6-A Konstrukten

u4u6a43de1_vs
5'GCG AUU AUU GCU CUU CGG AGC AUG GCC UUC GGG CAG UAU CGC GUG GGU GCG 3' 51 nt

Nach dem Schneiden mit de1_3-DNA-Enzym: u4u6a43de1
5'GCG AUU AUU GCU CUU CGG AGC AUG GCC UUC GGG CAG UAU CGC G 3' 43 nt

u4u6a43de1top-plasmid

5'AAT TC TAA TAC GAC TCA CTA TA GCG ATT ATT GCT CTT CGG AGC ATG GCC TTC GGG CAG TAT CGC GTG GGT GCG CTG CAG A 3'

u4u6a43de1bot-plasmid

5'AGC TT CTG CAG CGC ACC CAC GCG ATA CTG CCC GAA GGC CAT GCT CCG AAG AGC AAT AAT CGC TAT AGT GAG TCG TAT TA G 3'

de1_3
5'CGC ACC CAG GCT AGC TAC AAC GAG CGA TAC T 3' 31 nt 

Abbildung 2.78: Verwendete Sequenzen für die Klonierung bzw. Bestellung der DNA-
Enzyms. In Grün ist der T7-Promotor gekennzeichnet, in Pink die EcoR I-Schnittstelle, in Rot
die Pst I-Schnittstelle und in Türkis die Hind III-Schnittstelle. Die Basen der Bindungsarme
sind in Blau markiert.

Transkription und Aufreinigung

Die Transkription von u4u6a43de1_vs-RNA wurde unter folgenden optimalen Tran-
skriptionsbedingungen durchgeführt: 1.6 µg Plasmid, 30 mM NTPs, 35 mM Mg2+ und
6 µl T7-Polymerase über 4 h. Es wurden mehrere Transkriptionen à 2 ml durchgeführt.
Die roh-RNA wurde mittels Anionenaustauscher-HPLC an einer präparativen DIO-
NEX DNAPac-100 Säule gereinigt. Es wurden die gleichen Bedingungen wie für die
u4u6a44hh7_vs-RNA (2.7.6 auf Seite 77) angewendet. Die gesammelten Fraktionen
wurden auf einem denaturierenden Gel überprüft und dann vereinigt. Die im HPLC-
Puffer gelöste RNA wurde gefriergetrocknet, um das Volumen zu verringern. Das noch
enthaltene Salz wurde über eine PD-10-Säule entfernt, die RNA wiederum gefrierge-
trocknet und dann anschließend in 500 µl Wasser gelöst. Aus zwei 2 ml-Transkriptionen
wurden schließlich 26.5 nmol u4u6a43de1_vs-RNA erhalten.

Schneidreaktion

Für die Schneidreaktion wurden jeweils getrennte Lösungen der RNA bzw. des DNA-
Enzyms à 25 µl im Reaktionspuffer angesetzt (20 mM MgCl2, 150 mM NaCl, 50 mM
EPPS pH 7.5). RNA und DNA-Enzym wurden in folgenden Verhältnissen eingesetzt:
1:1, 2:1, 5:1 und 10:1. Die beiden Reaktionslösungen wurden auf 37 °C erwärmt und
dann zusammengegeben. Es wurde für zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Zur Reakti-
onskontrolle wurden nach 20, 40, 60 ,120 min und nach 24 Stunden Aliquote entnom-
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

men und mit EDTA-Lsg. gestoppt. Die Proben wurden auf einem denaturierenden 15
%-Gel aufgetrennt und mit EtBr-Lösung angefärbt (Abb. 2.79). Schon nach 20 Minu-

1:1
1:1 2:1

2:1
5:15:1

20 min 40 min 60 min 20 min 40 min 60 min 20 min 40 min 60 min 2:15 h

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

DNA-Enzym

3'-homogene 

RNA

3'-heterogene

RNA

u4u6a43de1_vs

de1_3

u4u6a43de1

Abbildung 2.79: Denaturierendes Polyacrylamidgel (15 %, 7 M Harnstoff, 1:30 h bei 20 W,
Anfärbung: EtBr/UV) der Schneidreaktion von u4u6a43d1_vs-RNA mit dem DNA-Enzym
de1_3 bei mit verschiedenen Konzentrationen des DNA-Enzyms bei 20 mM Mg2+. Gut zu
erkennen ist in Spur 12, daß nach 2:15 h bei einem Substrat-Enzym-Verhältnis von 1:1 fast
die komplette heterogen Substrat-RNA verschwunden ist.

ten erkennt man die Bande der geschnittenen u4u6a43de1-RNA. Nach mehr als zwei
Stunden ist die Bande der Substrat-RNA fast vollständig verschwunden (Abb. 2.79,
Spur 12). Wird das DNA-Enzym im Unterschuß eingesetzt, läuft die Reaktion erkenn-
bar langsamer ab (Spur 6 und 9).

Trotz des offensichtlichen Erfolges der Testreaktion wurde diese Methode bei der prä-
parativen Herstellung von RNA nicht herangezogen, da die benötigte Menge an DNA-
Enzyme den finanziellen Rahmen gesprengt hätte.
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2.8 U4/U6-A aus chemischer Synthese

2.8 U4/U6-A aus chemischer Synthese

u4u6a42chem

Als Referenz für die biochemisch hergestellten U4/U6-A Konstrukte wurde die RNA
auch chemisch synthetisiert. Die Synthese von Herrn Dr. Brian Sproat am Max-
Planck-Institut für biophysikalische Chemie wurde nach der TBDMS-Methode durch-
geführt [219–222]. Es wurden 1 µmol des Natriumsalzes der u4u6a42-RNA syntheti-
siert. Die RNA wurde über HPLC gereinigt und als lyophillisierte Substanz zur Ver-
fügung gestellt.

NMR-Spektren
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Abbildung 2.80: Iminobereich des J&R-Echo-Protonenspektrums der u4u6a42chem-RNA
(T=290 K, 600 MHz). In grün sind die Integrale über die Iminoprotonen angegeben. Das
Integral des separierten Signals der Guanosin-Iminoprotonen aus den beiden UUCG-Schleifen
[114,115] bei 9.6 ppm wurde auf zwei kalibriert.
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Abbildung 2.81: Ausschnitt aus dem 2D-J&R-NOESY-Spektrum von u4u6a42chem-RNA
(T=290 K, τm=300 ms, 600 MHz).

Für die NMR-Spektroskopie von u4u6achem wurden 250 µl einer 1 mM-Lösung in
Wasser unter Zusatz von 10 % D2O verwendet. Der pH-Wert dieser Lösung lag bei 7.6.
Die Messungen der Jump & Return-Echo Spektren wurden bei 290 K vorgenommen.

Besonders auffällig bei dem J&R-Echo-Protonenspektrum des Iminobereichs der
u4u6a42chem-RNA ist das große Integral über alle Iminoprotonen (Abb. 2.80 auf der
vorherigen Seite). Die Summe der Signale beträgt 38, wenn wie üblich die Signale der
Gs aus der UUCG-Schleife auf zwei normiert werden. Legt man die vermutete Sekun-

96



2.8 U4/U6-A aus chemischer Synthese

12.012.513.013.514.0

12.

11.5

11.5

0

12.5

13.0

13.5

14.0

ω1,

δ 1H/ppm

ω2,  δ 1H/ppm

Abbildung 2.82: Iminoregion des 2D-J&R-NOESY-Spektrums von u4u6a42chem-RNA
(T=290 K, τm=300 ms, 600 MHz).

därstruktur der RNA zu Grunde, werden nur 19 Signale erwartet. D.h. die RNA zeigt
mehrere Signalsätze, die eventuell von mehreren Konformationen der RNA stammen.
Das denaturierende Gel dieser NMR-Probe zeigte zwei gleich intensive Banden von N-
und N-1-RNAs, die das Vorliegen eines Gemisches von RNAs bestätigt.

Für die durchgeführte Synthese bzw. Aufreinigung bedeutet dies, daß die Verunreini-
gungen nicht erfolgreich abgetrennt werden konnten. Weiterhin sind die breiten Linien
der Signale auffällig. Auch die zweidimensionalen J&R-Spektren zeichnen sich durch
relativ breite Signale aus, die eventuell auf paramagnetische Verunreinigungen von der
HPLC zurückzuführen sind.

Wie bei den anderen bisher gemessenen Spektren auch sind diverse Kreuzsignale im
Iminobereich (Abb. 2.82) zu verzeichnen. Das spricht für das Vorliegen gefalteter Kon-
formere, auch wenn diese als Gemisch vorliegen.
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

2.9 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden insgesamt vier verschiedene RNAs, die den Kern der Y-
förmigen Wechselwirkung der spleißosomalen RNAs U4 und U6 abbilden, in präpa-
rativem Maßstab mit verschiedenen Methoden hergestellt und mit Hilfe der NMR-
Spektroskopie charakterisiert. Drei RNA-Varianten wurden durch Transkription von
einer Templat-DNA (u4u6a42, u4u6a44hh7 und u4u6a46phh2) und eine durch chemi-
sche Festphasensynthese (u4u6a42chem) hergestellt.

Auf dem Weg zur Herstellung dieser RNAs wurden verschiedene Konzepte zu Herstel-
lung einer in der Länge homogenen RNA mit definierten 3’- und 5’-Ende verfolgt. Die
Transkription von doppelsträngiger Templat-DNA, wie im Falle von u4u6a42 (Ab-
schnitt 2.7.1 auf Seite 39), führte zu einer Mischung aus N und N+1-RNAs, deren
Trennung mit gängigen Methoden wie der Gelelektrophorese oder HPLC nur schwer
möglich ist. Diese Synthese lieferte die besten Ausbeute.

Versuche, eine homogene RNA durch Schneiden mit einem passenden HH-Ribozym am
3’-Ende herzustellen, führten wie an den Beispielen von u4u6a46hh1 bis u4u6a46hh4
(Abschnitte 2.7.3 auf Seite 54 und 2.7.4 auf Seite 64) gezeigt werden konnte, zu keiner
in der Länge einheitlichen RNA.

Anhand der Verwendung von am 5’-Ende radioaktiv markierter RNA konnte nachge-
wiesen werden, das die Inhomogenität nach dem Schneiden am 3’-Ende am 5’-Ende
lokalisiert ist. Dies war nach den Literaturbeschreibungen nicht zu erwarten [169,170],
da auch die Konstrukte mit nur einem G am Anfang der RNA am 5’-Ende inhomogen
waren. Umso erstaunlicher war das Ergebnis des Schneidens von u4u6a46hh55_vs-
RNA (Abschnitt 2.7.5 auf Seite 69) mit einem Ribozym am 3’-Ende. Hier wurde eine
homogene RNA erhalten, obwohl auch diese RNA mit einem G beginnt. Offenbar spielt
die Sekundärstruktur der RNA für die Entstehung der 5’-Inhomogenität eine wichtige
Rolle bei der Transkription.

Im Falle von u4u6a46hh5_vs beginnt die gewünschte RNA-Sequenz erst 8 Basen nach
dem führenden G. In den anderen Fällen war das führende G der RNA auch in die
vermutete Sekundärstruktur der zu synthetisierenden RNA eingebunden.

Durch Verwendung des φ-Promotors im Falle von u4u6a46phh2 (Abschnitt 2.7.7 auf
Seite 86) bzw. einer leicht anderen, trotzdemmit G beginnenden Sequenz für u4u6a44hh7
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Abbildung 2.83: Überlagerung der Iminoregion der 2D-J&R-NOESY-Spektren von
u4u6a44hh7 (schwarz), u4u6a42 (grün), u4u6a42chem (blau) und u4u6a46phh2 (rot) (T=290
K, τm=300 ms, 600 MHz). Für alle RNAs erkennt man deutlich die gleichen Muster für die
Kreuzsignale.

(Abschnitt 2.7.6 auf Seite 77) konnten die Probleme bezüglich der 5’-Inhomogenität
gelöst werden und so in der Länge einheitliche RNAs durch Schneiden am 3’-Ende mit
den passenden Ribozymen synthetisiert werden.

Wie die Integrale der Iminoprotonen aus den eindimensionalen Jump & Return-Pro-
tonenspektren zeigen, liefern nicht alle RNAs einen einzigen Signalsatz. Im Falle der
chemisch synthetisierten RNA (Abschnitt2.8 auf Seite 95) sprechen die NMR-Spektren
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2 Synthese einer spleißosomalen U4/U6-RNA

für das Vorliegen von zwei Konformationen. u4u6a42 und u4u6a46phh2 zeigen in dieser
Hinsicht die eindeutigsten Hinweise auf das Vorliegen nur einer einzigen Konformation.
u4u6a44hh7 scheint in einer nicht eindeutig definierbaren Mischung vorzuliegen.

Die zweidimensionalen J&R-Spektren zeigen für den Bereich der basengepaarten Imi-
noprotonen eine gute Übereinstimmung für alle vier synthetisierten RNAs (Abb. 2.83
auf der vorherigen Seite). Sie deuten darauf hin, daß die vier Spezies höchstwahr-
scheinlich das Kerngerüst der U4/U6-A-RNA enthalten und somit auch eine ähnliche
Sekundärstruktur aufweisen.

Aufgrund der vorliegenden Daten kann u4u6a46phh2-RNA als Konstrukt für die Syn-
these von 13C/15N-gelabelter RNA dienen, da die Schneidreaktion und die daraus
resultierende RNA definiert ist und die vom Integral her besten Spektren liefert.
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

3.1 Einführung

Kanäle, die die Zellmembran durchspannen, spielen eine zentrale Rolle in der Kom-
munikation und Regulation in Organismen. Transmembranständige Proteine bilden
dabei eine Vielfalt von verschiedenen Strukturen aus, die den jeweiligen Transportauf-
gaben optimal angepaßt sind. Der Transport der neutralen oder geladenen Teilchen
erfolgt dabei innerhalb der Zelle oder zwischen verschiedenen Zellen, wie es z.B. bei
der Nervenleitung der Fall ist.

Ionenkanäle sind die Grundlage der Nervenleitung (Na+, K+) und Signalübertragung
(Ca2+) und auch am Sehvorgang sowie in der Muskelkontraktion und im physiologi-
schen Stoffwechsel beteiligt. Inhibitoren der Kanalfunktion sind oft sehr starke Gift-
stoffe [223].

Die Verleihung des Nobelpreises für Chemie 2003 an Roderick MacKinnon und Peter
Agre zeigt [2, 3], daß die Erforschung der Kanäle ein aktuelles Forschungsgebiet ist.
Der Nobelpreis wurde für die Entdeckung von Kanälen in Zellmembranen vergeben.
Im einzelnen wurde die Entdeckung von Wasserkanälen, sogenannter Aquaporine und
die Durchführung mechanistischer und struktureller Untersuchungen an Ionenkanälen,
insbesondere des K+-Kanals geehrt. Von den Aquaporinen sind bisher mehr als 150
verschiedene Arten bekannt, die die unterschiedlichsten kleinen Neutralteilchen wie
Wasser [224] oder Glycerin [225] transportieren.

Die Strukturaufklärung des ionenselektiven Kaliumkanals KcsA aus dem Organis-
mus Streptomyces lividans erfolgte 1998 durch die Gruppe um Roderick MacKin-
non [226, 227]. Der KcsA-Kanal ist ein C4-symmetrisches Homotetramer, wobei die
Untereinheit aus zwei Transmembranhelices, einer dritten kurzen α -Helix sowie einer
Schleifen-Region besteht. Diese Region ist unter allen K+-Kanälen mit der Sequenz
Thr-Xxx-Thr-Thr-Xxx-Gly-Tyr-Gly hochkonserviert und stellt den Selektivitätsfilter
für die K+-Ionen dar. Durch die Assoziation der Untereinheiten entsteht eine kegelför-
mige Struktur, die den Selektivitätsfilter an der Außenseite der Membran plaziert. Im
Zentrum befindet sich ein ca. 10 Å großer Hohlraum, der einem solvatisierten K+-Ion
Platz bietet. Der Selektivitätsfilter bildet über die Sauerstoffatome der Rückgratcar-
bonyle der Aminosäuren Thr75 bis Gly79 und die OH-Seitengruppen von Thr79 die
Bindungsstelle für das K+-Ion.
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3.2 Gramicidin A (gA)

Unter den 20 proteinogenen Aminosäuren nehmen die Glycine durch die fehlende
Seitenkette eine besondere Stellung ein. Sie können sowohl als L- als auch als D-
Aminosäure aufgefaßt werden. Dementsprechend kann man die Glycine im Selektivi-
tätsfilter auch als D-Aminosäuren interpretieren, so daß man eine L-D-Abfolge fin-
det [228].

Eine L-D-Abfolge der Konfiguration der Aminosäuren findet man auch in der hydro-
phoben Peptidsequenz des Gramicidin A (gA). Die Komplexierung der einwertigen
Ionen in gA ist prinzipiell vergleichbar mit derjenigen in KcsA-Kanälen [229]. Somit
kann dieser relativ einfach aufgebaute und leicht zugängliche Porenbildner als Modell-
system zur Untersuchung der Mechanismen zur Ionenkanalbildung und der Ionense-
lektivität dienen. Zudem ist es relativ einfach, durch synthetische Modifikationen die
Kanaleigenschaften zu variieren und so zu einem besseren Verständnis der Ionenkanäle
zu gelangen.

3.2 Gramicidin A (gA)

3.2.1 Allgemeines

Im Jahre 1939 isolierte René Dubos vom Rockefeller Institute for Medical Research
aus Bodenproben einen sporenbildenden Bazillus mit lytischen Eigenschaften gegen
grampositive Bakterien. Ein Jahr später wurde die aktive Komponente des Bazillus,
das Gramicidin, isoliert. 1941 konnte schließlich der Organismus bacillus brevis iden-
tifiziert werden [230]. Sarges und Witkop konnten schließlich die Aminosäuresequenz
mit der charakteristischen Abfolge von L- und D-Aminosäuren entschlüsseln [231].

N

H

OHVal-Gly-Ala-D-Leu-Ala-D-Val-Val-D-Val-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp

O

H

1 5 10 15

Gramicidin A (gA)

Abbildung 3.1: Aminosäuresequenz von Gramicidin A. Man findet eine L,D-Reihenfolge
der Aminosäuren, die in allen Gramicidinen eingehalten wird. Der N-Terminus wird durch
ein Formamid, der C-Terminus durch einen Ethanolamin-Rest gebildet.
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

Gramicidin ist eine Mischung aus den Gramicidinen A, B und C, die sich in der Zu-
sammensetzung der Aminosäure an der Position 11 unterscheiden. Daneben enthält
jede Art noch an Position 1 80% Valin bzw. 20 % Isoleucin [232]. Für die meisten
Untersuchungen wurde Gramicidin A (gA) verwendet (Abb. 3.1 auf der vorherigen
Seite).

Die biologische Funktion von gA ist noch nicht vollständig erforscht, man findet z.B.
eine Inhibition der RNA-Synthese bei Bakterien durch Wechselwirkung mit der σ-
Untereinheit der RNA-Polymerase [233, 234]. Außerdem sind HIV-inhibitorische Ei-
genschaften [235] bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit interessiert die Wirkung von gA als Ionenkanal, der die ly-
tische Wirkung auf gram-positive Bakterien hervorruft. Die Leitfähigkeit für einwertige
Ionen nimmt in der Reihe H+, Rb+, Cs+, NH+

4 , K
+, Na+ ab und bildet eine Eisenmann

I-Reihe [236].

Gramicidin A wurde mit vielen Methoden untersucht um den Prozeß der Kanalbil-
dung und die Ionen-Selektivität zu verstehen [229, 237–242]. Im folgenden wird eine
Übersicht über die gefundenen Erkenntnisse bezüglich der Strukturen von gA in den
verschiedensten Umgebungen gegeben.

Basierend auf der L,D-Abfolge der Aminosäuren (Glycin wird dabei als D-Aminosäure
gezählt) als der repetitiven Einheit kann man verschiedene Sekundärstrukturen für
diese Art der Peptide vorhersagen. Als mögliche Strukturen wurden LD-Bänder und
LD-Helices vorgeschlagen [243]. 1971 wurde von Urry die sogenannte π-Helix vor-
geschlagen [244]. Sie entspricht einem parallelem aufgerolltem β-Faltblatt. Charak-
teristisch für diese Art von Helix ist das Muster von Wasserstoffbrückenbindungen,
welche die Carbonylgruppen innerhalb der Helix fixieren und so einen Kanal bilden
und die Seitenketten nach außen orientieren. Für einfache Modellverbindungen mit
poly-D,L-Einheiten wurden verschiedene Arten von rechtsgängigen β-Helices gefun-
den [245–247]. Urry hat basierend auf theoretischen Überlegungen für die ionenkanal-
aktive Form von gA ein Kopf-an-Kopf assoziiertes, linksgängiges Dimer vorgeschla-
gen [248]. Die verschiedenen Konformationen von Gramicidin A in Abhängigkeit von
den äußeren Bedingungen (Lösemittel, Membranumgebung) werden in den folgenden
Abschnitten beschrieben.
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3.2 Gramicidin A (gA)

3.2.2 gA in organischen Lösemitteln

CD-Spektren von gA in verschiedenen organischen Lösemitteln zeigen sehr unterschied-
lich aggregierte Spezies von gA-Konformeren [249–251], darunter links- und rechtsgän-
gige parallele und antiparallele Dimerhelices. Zur Unterscheidung wurde eine Nomen-
klatur eingeführt, hierbei bezeichnet z.B. ↑↓ ππ5.6

LD eine antiparallele π-Doppelhelix mit
5.6 Resten pro Windung. →π←π 6.3

LD hingegen ein Kopf-an-Kopf assoziiertes Dimer mit 6.3
Resten pro Windung.

ππ
7.2

LD

Burkhart et al., 1998

ππ
5.7

LD

Chen et al., 1996

Abbildung 3.2: Zwei Strukturen von gA in organischen Lösemitteln. Die linke Struktur
wurde aus Kristallen von Gramicidin D aus methanolischer Cäsiumchloridlösung [252] und die
rechte Struktur aus NMR-Daten von gA in methanolischer Calciumchloridlösung bestimmt
[253]. Das gelbe bzw. orange Band zeigt das Rückgrat der einzelnen Helices an. Mit rot sind
die Sauerstoffatome und in blau die Stickstoffatome der Tryptophanseitenketten markiert.
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

Die Konformere sind zum Teil so stabil, daß selbst in membranähnlichen Umgebungen
die Konformation, die in organischen Lösemitteln zur Probenvorbereitung eingenom-
men wurden, konserviert werden konnte [254].

Für die Strukturermittlung ist es sehr wichtig, die richtige Kombination aus Lösemittel
und Kationen zu finden, um nur eine Konformation strukturell bestimmen zu können.
Abbildung 3.2 auf der vorherigen Seite zeigt zwei der in organischen Lösemitteln be-
stimmten Strukturen. Als Methoden zur Strukturaufklärung haben sich hierbei die
NMR-Spektroskopie und die Röntgenbeugung an aus organischen Lösemitteln gewon-
nenen Kristallen bewährt.

Eine Vielzahl von NMR-Strukturen von gA in verschiedenen organischen Lösemitteln
wurde von der Arbeitsgruppe um Arseniev publiziert [255–258].

Neben den unterschiedlichen Kombinationen von ineinander verwundenen Helices in
paralleler und antiparalleler Orientierung [253, 259–261] tritt gA in DMSO unstruk-
turiert auf [262–265]. Zugabe von einwertigen Kationen zu Gramicidin in organischen
Lösemitteln, insbesondere von Cäsium führt zu einer Aufweitung und Einlagerung der
Kationen in das Innere der Helix [252,256,258,266].

In der folgenden Tabelle 3.1 sind die Ergebnisse der Strukturermittlungen in organi-
schen Lösemitteln zusammengefaßt.

Lösemittel Orientierung Symbol Literatur
MeOH/CDCl3, Cs+/MeOH rechtshändig ↑↓ ππ7.2

LD Burkhart et al., 1998
[252,256,258]

CsCl/MeOH-Kristall linkshändig ↑↓ ππ6.4
LD Wallace et al., 1988

[267]
EtOH/Benzol-Kristall, Dioxan linkshändig ↑↓ ππ5.6

LD Arseniev et al., 1984
[255,259]

Ethanol links-/rechtsh. ↑↑ ππ5.6
LD Bystrov et al., 1988

[257]
Dioxan, CaCl2/MeOH rechtshändig ↑↑ ππ5.7

LD Chen et al., 1996 [253,
259]

DMSO/Aceton ungeordnet - Roux et al., 1990 [265]

Tabelle 3.1: Übersicht über die in organischen Lösemitteln gefundenen Strukturen von gA.
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3.2 Gramicidin A (gA)

3.2.3 gA in Micellen und Membranen

Entscheidend für das Verständnis der Funktion von gA als Ionenkanal ist die Struk-
tur in membranähnlicher Umgebung. Die CD-Messungen in Phospholipidvesikeln und
SDS-Micellen ergaben dabei Hinweise auf eine rechtsgängige Spezies zweier Gramicidin
A Moleküle, die Kopf-an-Kopf zueinander orientiert sind [268–270]. Im Gegensatz zu
gA in organischen Lösemitteln ändert sich bei Zugabe von Kationen ihre Konformation
nicht wesentlich [271].

Membranmimetikum Orientierung Symbol Literatur
SDS-Micellen rechtshändig →

π
←
π 6.3

LD Arseniev et al., 1985 [272,273]
DMPC-Doppelschicht rechtshändig →

π
←
π 6.5

LD Ketchem et al., 1997 [274]

Tabelle 3.2: Übersicht über die in membranähnlichen Umgebungen gefundenen Strukturen
von gA.

NMR-Messungen an gA in SDS-Micellen [272, 273, 275, 276] und in Phospholipiddop-
pelschichten bestätigten die Vermutungen (Tabelle 3.2, Abb. 3.3 auf der nächsten Sei-
te) [274, 277–280]. Die beiden Strukturen unterscheiden sich nur wenig in der Anzahl
der Aminosäuren pro Windung (6.5 zu 6.3). Beide bilden ein Kopf-an-Kopf assoziier-
tes, rechtsgängiges Dimer aus zwei gA-Einheiten. Der Durchmesser beträgt ca. 4 Å,
ausreichend, um die Durchleitung von Cäsiumkationen zu ermöglichen. Im Innern des
Kanals bilden die Sauerstoffe der Rückgratcarbonylgruppen mögliche Koordinations-
partner für Kationen. Auch die anderen Gramicidine B und C nehmen in SDS-Micellen
die gleiche Konformation wie gA ein [281].

Ob diese gefundenen Strukturen wirklich den aktiven Ionenkanal beschreiben, wurde
kontrovers diskutiert, da auch eine aus organischen Lösemitteln kristallisierte Struktur
potentiell die gleichen Abmessungen wie die Strukturen in membranähnlichen Umge-
bung aufwies [252,282–287]. Weitere Festkörper-NMR spektroskopische Untersuchun-
gen konnten jedoch die Annahme der ionenkanalaktiven Konformation für das Kopf-
an-Kopf assoziierte Dimer bestätigen [288–290].

3.2.4 Modifizierte gA-Ionenkanäle

Zur weiteren Untersuchung und Steuerung der Ionenkanaleigenschaften wurde das
Gramicidin auf vielfältige Weise modifiziert [239, 291, 292]. Insbesondere die Verlän-
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

π π
6.5

LD

Ketchem et al., 1997

π π
6.3

LD

Arseniev et al., 1985

Abbildung 3.3: Die Strukturen von gA in membranähnlicher Umgebung. Die rechte Struk-
tur wurde mit Festkörper-NMR in DMPC-Doppelschichten [277] und die linke Struktur in
SDS-Micellen bestimmt [272]. Die beiden Strukturen unterscheiden sich nur wenig in der
Anzahl der Aminosäuren pro Windung (6.5 zu 6.3). Das gelbe bzw. orange Band zeigt das
Rückgrat der einzelnen Helices an. Mit rot sind die Sauerstoffatome und in blau die Stick-
stoffatome der Tryptophanseitenketten markiert.

gerung der Offenzeiten des Kanals durch die Dimerisierung von gA mit verschiedenen
Linkern wurde getestet [293–296].

Die Verwendung von Weinsäure als Linker zwischen zwei gA-Einheiten lieferte Ein-
blicke in die nötige Orientierung der gA-Peptidketten, um einen funktionalen Ionenka-
nal aufzubauen [297,298]. Dabei wurde die Kopf-an-Kopf Anordnung als Voraussetzung
für einen funktionalen Ionenkanal wie sie in den Strukturen von gA in membranähn-
licher Umgebung gefunden wurden, bestätigt.
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3.3 Minigramicidin

Von mit Bernsteinsäure gelinktem Gramicidin A konnte mit NMR-Methoden die Struk-
tur in SDS-Micellen bestimmt werden [299]. Man findet fast die gleiche Struktur wie für
normales gA in SDS-Micellen, allerdings weist das gelinkte Dimer eine leichte Krüm-
mung, verursacht durch die Micelle auf.

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurden schaltbare Ionenkanäle auf Basis von
Gramicidin A entworfen [300–302].

3.3 Minigramicidin

Für den Entwurf von künstlichen Ionenkanälen ist eine Korrelation der Struktur mit
der Funktion nötig, um die Eigenschaften zielgerichtet zu verändern. Hierbei sind als
mögliche Ziele die Steuerung der Ionenselektivität, der Membranadaption (Insertion
in Abhängigkeit von der Dicke oder Art der Membran) und die Regulierbarkeit der
Aktivität in Abhängigkeit von äußeren Ereignissen zu nennen.

N
OTBDPS

H

O

O

Ala-D-Val-Val-D-Val-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp

Ala-D-Val-Val-D-Val-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp

N

H

OTBDPS

1

23456789101112

13

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

25

Minigramicidin

Abbildung 3.4: Aminosäuresequenz von Minigramicidin. Das Molekül besteht aus zwei um
vier Aminosäuren verkürzten gA-Einheiten, deren N-Termini über einen Bernsteinsäurelinker
(13) miteinander verbunden sind. Die gezeigte Numerierung entspricht dabei der in der Struk-
turermittlung verwendeten. Für die Strukturrechnung wurde die Sequenz wie folgt benannt:
ETA-TRP-DLE-TRP-DLE-TRP-DLE-TRP-DVA-VAL-DVA-ALA-SIN (ETA, Ethanolamin,
DLE D-Leucin, DVA D-Valin, SUC Succinat). Das Molekül ist C2-symmetrisch.

Modifizierte Ionenkanäle auf Basis von Gramicidin wurden aufgrund des einfachen
Aufbaus von der Arbeitsgruppe von Prof. Koert an der Humboldt-Universität zu
Berlin bzw. Philipps-Universität Marburg als Basis für das Design von künstlichen
Ionenkanälen ausgewählt. Die Arbeitsgruppe hat dabei verschiedene Ansätze verfolgt:
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

Beeinflussung der Ionenselektivität durch Einbau von THF-Bausteinen [303] sowie
die Anpassung an verschiedene Membrandicken durch Herstellung von gelinkten gA-
Dimeren [304–308].

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Koert wurde in dieser Arbeit die
Struktur des sogenannten Minigramicidins (Abb. 3.4 auf der vorherigen Seite) in or-
ganischen Lösemitteln mit und ohne Zusatz von Cäsiumchlorid untersucht.

3.3.1 Synthese

Das untersuchte Minigramicidin wurde von Dr. Hans-Dieter Arndt im Arbeitskreis
von Prof. Koert an der Humboldt-Universität zu Berlin nach folgendem Schema syn-
thetisiert (Abb. 3.5 auf der nächsten Seite) [304–308].

Das Minigramicidin wurde anschließend mittels HPLC gereinigt und mit Massenspek-
trometrie charakterisiert [308].
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3.3 Minigramicidin

Abbildung 3.5: Syntheseschema zur Herstellung von Minigramicidin [306]. Die Kleinbuch-
staben v und l bezeichnen D-Valin bzw. D-Leucin. a) HOBt (1.5 eq.), NEt3 (1.5 eq.), EDC
(1.25 eq.), CH2Cl2; b) Entschützung des Methylesters: 2.5 eq. LiOH, THF/H2O 3:1, 0 °C;
Abspaltung der Z-Schutzgruppe: 0.02 M, 15 wt% Pd/C (5 %), H2 (1 bar); Kopplung: HOBt
(2.5 eq.), DIEA (2.5 eq.), HBTU (1.5 eq.), CH2Cl2/DMF 10:1, 0-20 °C. c) 25 wt% Pd/C
(5%), H2 (1 bar), MeOH/DMF 10:1, 40 °C; d) (i) Bernsteinsäureanhydrid (10 eq.), Pyridin,
CH2Cl2/DMF 3:1, (ii) Entschütztes Monomer (1 eq.), HOAt (4 eq.), DIEA (3 eq.), HATU
(2.5 eq.), CH2Cl2/DMF 3:1, 0-20 °C. Modifiziert aus [306].
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

3.3.2 Funktionale Eigenschaften

Die Ionenleitfähigkeit von Minigramicidin wurde mittels der Patch-Clamp-Technik
[309] ermittelt. Es wurde in unterschiedlichen Lipiddoppelschichten aus den C-9 Z-
ungesättigten Phospholipiden DOPC (18:1), DPPC (16:1) und DMPC (14:1) unter
Zusatz von 10 % Cholesterin gemessen, deren Membrandicken sich auf 29, 26 bzw.
24 Å abschätzen lassen [310, 311]. In Klammern ist die Länge und die Anzahl der
Doppelbindungen der Fettsäure angegeben. Dabei wurde eine Abhängigkeit der An-
zahl der Einzelkanalereignisse und ihrer Dauer in Abhängigkeit von der Dicke der
Lipiddoppelschicht festgestellt (Abb. 3.6). Mit abnehmender Dicke der Doppelschicht
bleibt der Kanal länger offen. Da Minigramicidin kürzer als gA ist, liegt hier ein „hy-
drophobic match“ [310,312–319] für Minigramicidin in Verbindung mit DMPC (14:1)-
Doppelschichten vor.

DOPC (18:1)

DPPC (16:1)

DMPC (14:1)

2s

10 pA

A B

Minigramicidin Gramicidin

Abbildung 3.6: A Abhängigkeit der Einzelkanalereignisse von Minigramicidin in Abhän-
gigkeit von der Art (Dicke) der Phospholipiddoppelschicht. In Klammern wird die Anzahl der
C-Atome und der Doppelbindungen in der Fettsäure angegeben.BModell für den „hydropho-
bic match“ von Minigramicidin bzw. Gramicidin A: In dicken Schichten ist Minigramicidin
zu kurz, der Kanal bleibt nur kurz offen. Übernommen aus [304]

3.3.3 CD-Spektren

CD-Messungen von Minigramicidin in membranähnlicher Umgebung zeigen ähnliche
Kurven wie für gA (Abb. 3.7 auf der nächsten Seite, A). In organischen Lösemitteln
findet man bei Zusatz von einfach geladenen Cäsiumkationen zur Lösung eine große
Änderung in der Kurve. Man erhält statt zweier Minima mit negativer Elliptizität
(Abb. 3.7 auf der nächsten Seite, B, (C,D)) eine Kurve mit nur einem Maximum
mit positiver Elliptizität (Abb. 3.7 auf der nächsten Seite, B, (A,B)). Bei Zusatz von
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3.3 Minigramicidin

Cäsiumkationen findet also eine erhebliche konformationelle Umwandlung der Struktur
von Minigramicidin statt.

A B

B

A

B

C

D

A

Abbildung 3.7: A CD-Spektren von gA (A) und Minigramicidin (B) in DMPC-
Vesikeln [319]. B CD-Spektren von Minigramicidin in verschiedenen organischen Lösemitteln:
C2H4Cl3/MeOH (1:1, v/v), gesättigt mit CsCl (A); MeOH mit 50 mM CsCl (B); Acetonitril
(C) und C2H4Cl2/MeOH (1:1, v/v) (D). Übernommen aus [307]

3.3.4 Aufgabenstellung

Basierend auf der von Dr. Hans-Dieter Arndt vom Arbeitskreis von Prof. Koert gelei-
steten Vorarbeiten sollte die Struktur von Minigramicidin in organischen Lösemitteln
mit und ohne Zusatz von Cäsiumkationen aufgeklärt werden. Hierzu wurden in Berlin
NMR-Spektren von Minigramicidin in Benzol/Aceton (10:1, v/v) ohne Metallionen
und in Chloroform/Methanol (3:1, v/v) mit Zusatz von Cäsiumkationen gemessen.

In den folgenden Abschnitten werden die Zuordnung der Signale und die anschließen-
den Strukturrechnungen der beiden Spezies beschrieben.
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

3.4 NMR-spektroskopische Untersuchung von

Minigramicidin in Benzol-d6/Aceton-d6

(10:1, v/v)

3.4.1 NMR-Spektroskopie

Die ein- und zweidimensionalen NMR-Spektren wurden an einer ca. 4 mM Lösung
von Minigramicidin in dem Lösemittelgemisch Benzol-d6/Aceton-d6 im Verhältnis
10:1, (v/v) bei einer Temperatur von 300 K durchgeführt. Dieses Gemisch hatte in
den Vorversuchen die am besten aufgelösten Spektren gezeigt.

An einem Bruker AMX600 Spektrometer an der Humboldt-Universität zu Berlin wur-
den folgende Spektren aufgenommen: DQF-COSY [320], TOCSY- [321] mit 100 ms
Mischzeit und NOESY-Spektren [322] mit 40, 80 und 150 ms Mischzeit. Die Aufnahme
erfolgte mit der States-TPPI-Methode [323, 324] zur phasenempfindlichen Detektion.
Die chemischen Verschiebungen wurden relativ zu dem Benzolsignal bei 7.15 ppm
gemessen. Die Spektren wurden mit dem Programm XWINNMR, Version 3.1 der
Firma Bruker (Rheinstetten) unter Verwendung von Exponential- und quadratischen
Sinus-Funktionen als Window-Funktionen in der indirekten Dimension prozessiert und
basislinienkorrigiert.

3.4.2 Zuordnung der 1H-chemischen Verschiebung

Die 1H-chemischen Verschiebungen der Aminosäuren und Reste in Minigramicidin
wurden anhand der DQF-COSY- und TOCSY-Spektren nach etablierten Verfahren
[325, 326] mit dem Programm Felix, Version 2000 (Accelrys Incl., San Diego, CA)
ermittelt. Es konnten mit einem reduzierten Signalsatz 12 Hα-HN -Kreuzsignale die für
ein symmetrisches Minigramicidin erwartete halbierte Anzahl von Signalen im DQF-
COSY-Spektrum zugeordnet werden (Abb. 3.8 auf der nächsten Seite). Auch für die
anderen Resonanzen wurde ein halbierter Signalsatz für Minigramicidin gefunden (11
Aminosäuren, Ethanolaminterminus, 1 x TBDPS und zwei Protonen für den Bern-
steinsäurelinker).

114



3.4 NMR-Spektroskopie von Minigramicidin in Benzol-d6/Aceton-d6
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Abbildung 3.8: Hα, HN -Bereich aus dem DQF-COSY-Spektrum von Minigramicidin in
Benzol-d6/Aceton-d6 (10:1, v/v). Es konnten 12 Kreuzsignale eindeutig zugeordnet werden.
Dies entspricht der erwarteten Anzahl für ein symmetrisches Minigramicidin, welchen nur
einen halbierten Signalsatz zeigen sollte.

Mit Hilfe der NOESY-Spektren (Abb. 3.9 auf der nächsten Seite) konnten die Verknüp-
fung der Spinsysteme über sequentielle Zuordnungen der Hα-HN(i,i-1)-Kreuzsignale
bestimmt werden. Innerhalb der Spinsysteme war die Zuordnung der Seitenketten
der Tryptophane aufgrund von Überlagerungen mit anderen Trp-Resonanzen und den
Signalen der TBDPS-Schutzgruppen nicht immer eindeutig möglich. Die TBDPS-
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Schutzgruppen konnten aufgrund der starken Überlagerung im Aromatenbereich nicht
zugeordnet werden.
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Abbildung 3.9: Hα, HN -Bereich aus dem NOESY-Spektrum von Minigramicidin in Benzol-
d6/Aceton-d6 (10:1, v/v). Die Hα-HN (i,i-1) und Hα-HN (i,i±2)-Kreuzsignale und einige intra-
residuale Kreuzsignale zu aromatischen Tryptophanresonanzen sind gezeigt. Die erste Zahl
entspricht der Hα-Resonanz in ω1, die zweite der HN -Resonanz in ω2.

Die Zuordnung von Minigramicidin in Benzol-d6/Aceton-d6 (10:1, v/v) ist in Ta-
belle 3.3 auf der nächsten Seite aufgeführt. Die Zuordnung der diastereotopen Hβ-
Protonen erfolgte aus der Analyse der sechzehn berechneten Strukturen.
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Aminosäure HN Hα Hβ Andere
ETA 1 7.53 – – H11 3.71 (pro-R), H12 3.65

(pro-S ), H21 4.07 (pro-S ),
H22 3.35 (pro-R)

TRP 2 7.46 5.42 3.37 (pro-S ), 3.30 (pro-R) Hδ1 7.08, Hε1 8.22, Hε2 7.09,
Hζ3 7.21, Hε3 8.03

DLE 3 8.74 4.49 1.43 (pro-S ), 1.28 (pro-R) Hγ 1.06, Hδ 0.60, 0.76
TRP 4 9.10 5.62 3.54 (pro-S ), 3.41 (pro-R) Hδ1 7.02, Hε1 8.39, Hζ2 7.65,

Hζ3 7.21, Hε3 8.11
DLE 5 8.84 5.22 1.82 (pro-S ), 1.52 (pro-R) Hγ 0.96, Hδ 0.45, 0.86
TRP 6 9.42 5.67 3.36 Hδ1 7.04, Hε1 8.65, Hζ3 7.21,

Hε3 7.81
DLE 7 8.61 5.80 1.79 (pro-S ), 1.69 (pro-R) Hγ 1.00, Hδ 0.70, 0.86
TRP 8 9.74 5.71 3.86 (pro-S ), 3.71 (pro-R) Hδ1 7.06, Hε1 8.63, Hζ3 7.27,

Hε3 8.22
DVA 9 8.80 5.47 2.47 Hγ 1.27, 1.33
VAL 10 8.63 4.42 2.15 Hγ 0.98, 1.20
DVA 11 7.48 6.09 2.58 Hγ 1.21, 1.35
ALA 12 7.76 5.10 1.60 –
SUC 13 – – – H21 2.91 (pro-R), H22 2.76

(pro-S )

Tabelle 3.3: 1H-chemische Verschiebungen von Minigramicidin in Benzol-d6/Aceton-d6

(10:1, v/v).

Für alle Aminosäurereste in Minigramicidin konnten die 3JHNHα
-Kopplungskonstanten

durch Auswertung der entsprechenden Kreuzsignale aus dem hochaufgelösten DQF-
COSY-Spektrum bestimmt werden (Tab. 3.4).

Aminosäure TRP2 DLE3 TRP4 DLE5 TRP6 DLE7 TRP8
Kopplung 7.54 Hz 9.02 Hz 6.39 Hz 9.26 Hz 7.10 Hz 9.65 Hz 6.27 Hz
Forts. DVA9 VAL10 DVA11 ALA12

8.94 Hz 8.50 Hz 9.81 Hz 9.24 Hz

Tabelle 3.4: Aus einem hochaufgelösten DQF-COSY-Spektrum gewonnene 3JHNHα
-

Kopplungskonstanten für Minigramicidin-Dimer in Benzol-d6/Aceton-d6 (10:1, v/v).

Die Werte liegen mit Bereich von 6.2 bis 9.8 Hz und deuten zusammen mit den cha-
rakteristischen starken Hα-HN(i,i-1)-Kreuzsignalen [325] auf ein β-Faltblatt als Se-
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

kundärstrukturmotiv des Minigramicidins hin, was mit der bekannten Struktur von
Gramicidin A im Einklang steht.

Die weitere Auswertung der NOESY-Spektren mit 40, 80 und 150 ms ergab eine Viel-
zahl von strukturgebenden Kreuzsignalen. Insgesamt konnten aus dem 150 ms NOESY-
Spektrum 626 NOEs für einen Minigramicidinstrang zugeordnet werden. Diese ver-
teilen sich auf 273 intraresiduale, 162 sequentielle und 181 interresiduale NOEs. Ein
Überblick über die wichtigsten strukturgebenden NOE-Kontakte ist in Abbildung 3.10
gezeigt.

12345678910111213

αN(i,i)

αN(i,i-1)

*αΝ(i,i-2)

*αΝ(i,i+2)

*NN(i,i-2)

αα(i,i-2)

*NN(i,i-3)

αα(i,i-1)

NN(i,i-1)

Abbildung 3.10: Experimentelle NOE-Kontakte aus dem 600 MHz NOESY-Spektrum mit
einer Mischzeit von 150 ms von Minigramicidin in Benzol-d6/Aceton-d6 (10:1, v/v). Die Stär-
ke der Balken ist proportional zur Intensität der gemessenen NOE-Kreuzsignale. Auffällig
sind die interresidualen NOE-Kontakte zwischen den beiden Strängen, die mit einem Stern
gekennzeichnet sind (*).

Die einzelnen strukturtypischen NOEs werden durch Balken symbolisiert, deren Stärke
der Intensität des NOE-Kreuzsignals proportional ist.

Das gefundene NOE-Muster mit charakteristischen Hα-HN(i,i±2)-Kreuzsignalen ist
charakteristisch für eine linksgängige π-Helix. Allerdings läßt sich eine derartige mono-
mere Helix mit zwei Aminosäuren pro Windung nicht spannungsfrei aufbauen. Wahr-
scheinlich bildet Minigramicidin daher ein doppelt-helikales paralleles linksgängiges
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3.4 NMR-Spektroskopie von Minigramicidin in Benzol-d6/Aceton-d6

Dimer, wie es schon von Chen et al. für Gramicidin A in Methanol/CaCl2 [253] gefun-
den wurde. Dementsprechend wurde diese Struktur für die Zuordnung der NOE-Signale
zwischen den einzelnen Strängen verwendet.

Es ergaben sich im Mittel 24.1 NOE-Kontakte pro Aminosäure (Abb. 3.11) für einen
Strang von Minigramicidin. Es wurden für Minigramicidin in diesem Lösemittelge-
misch keine langreichweitigen (long range) NOE-Kontakte (i>i+4) beobachtet.

Abbildung 3.11: Statistik der NOEs pro Rest für Minigramicidin. Rot gekennzeichnet sind
die intraresidualen NOEs, grün die sequentiellen und blau die interresidualen. Sequentielle
und interresiduale Kreuzsignale wurde jeweils als ein NOE für die Partner gezählt.

Die Abstands-restraints wurden nach der Kalibrierung der geminalen Hβ-Protonen von
TRP8 auf 1.78 Å berechnet und in Abhängigkeit von der Intensität des Kreuzsignals
in strong (1.5–2.5 Å), medium (2.5–3.5 Å) und weak (3.5–5.2 Å) eingeteilt. Für die
Pseudoatome von Methyl- und Methylengruppen sowie die aromatischen Protonen
wurde eine Korrektur von 0.5 Å pro Proton zu dem Abstand-restraint addiert [327].

Zusätzliche Wasserstoffbrücken-restraints wurden durch die Analyse der aufgenomme-
nen Temperaturreihe von eindimensionalen 1H-Spektren durch Dr. Hans-Dieter Arndt
vom Arbeitskreis Koert gewonnen (Abb. 3.12 auf der nächsten Seite). Durch Vergleich
mit der von Chen et al. gelösten Struktur [253] konnten diese intermolekularen Was-
serstoffbrücken zwischen den beiden Minigramicidinsträngen zugeordnet werden.
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin
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Abbildung 3.12: Temperaturabhängigkeit austauschbaren Protonensignale von Minigrami-
cidin im Bereich von 5-45 °C, bestimmt aus 1H-Spektren. Alle Signale wiesen ein lineares
Verhalten auf, die nicht-aciden Protonen blieben nahezu unverändert. Als Referenzsignal
wurde das Hα-Proton von Alanin 12 herangezogen. Übernommen aus [308].

3.4.3 Strukturrechnung

Für die Strukturrechnung wurden 273 intraresiduale, 162 sequentielle und 181 interresi-
duale NOEs und 20 3JHNHα

-Kopplungskonstanten pro Minigramicidin-Strang mit dem
Programm X-PLOR [328], Version 98.1, herangezogen. Die TBDPS-Schutzgruppen
wurden aufgrund der Zuordnungsprobleme nicht in der Rechnung berücksichtigt. Auf-
grund der schon bekannten sehr ähnlichen Struktur von gA in Methanol/CaCl2 mit
fast identischen NOE-Mustern [253] wurde die Rechnung mit zwei Strängen, aufgeteilt
auf die Segmente A und B durchgeführt. Die Molekulardynamik-Rechnungen wurden
in Anlehnung an den physikalischen Prozeß einer sich langsam abkühlenden Schmelze
mit einem simulated annealing (SA)-Protokoll durchgeführt [329–332]. Das verwendete
SA-Protokoll ist schematisch in Abbildung 3.13 auf der nächsten Seite gezeigt.

Das simulated annealing-Protokoll beginnt mit einer ersten Energieminimierung mit
50 Optimierungsschritten nach der Methode der konjugierten Gradienten [333,334]. Es
schließt sich eine Hochtemperaturphase (2000 K, 32.5 ps, 6500 Schritte, kNOE= 0-50
kcal mol−1 Å−2) an, bei der bereits alle Abstandsinformationen wirksam sind. Nach
den beiden Kühlphasen (2000-1000 K, 25 ps, 5000 Schritte und 1000-100 K, 10 ps,
2000 Schritte) werden die Kopplungskonstanten-restraints eingeschaltet. Abschließend
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3.4 NMR-Spektroskopie von Minigramicidin in Benzol-d6/Aceton-d6

Abbildung 3.13: Ablauf den simulated annealing-Protokolls für die Strukturrechnung von
Minigramicidin.

wird eine Energieminimierung mit 200 Optimierungsschritten nach der Methode der
konjugierten Gradienten durchgeführt.

Bei den nicht stereospezifisch zugeordneten Protonen der Methylenprotonen und den
diastereotopen Methylgruppen von Valin und Leucin wurde die floating chirality Pro-
zedur von X-PLOR angewendet. Hierbei werden die Protonen bzw. Methylgruppen in
den prochiralen Zentren ausgetauscht und dann überprüft, ob die Abstandsinforma-
tionen so besser erfüllt werden [335,336].
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

3.4.4 Die Struktur von Minigramicidin in Benzol-d6/Aceton-d6

(10:1, v/v)

Es wurden insgesamt 200 Strukturen mit dem oben beschriebenen simulated annealing-
Protokoll gerechnet, von denen die sechzehn energetisch niedrigsten Strukturen weiter
analysiert wurden.

Die Struktur des Minigramicidins besteht aus zwei parallel zueinander orientierten,
ineinander verwundenen, rechtsgängigen π-Helices der Minigramicidine mit 5.7 Resten
pro Windung (↑↑ ππ5.7

LD).

Die sechzehn berechneten Strukturen stehen im Einklang mit den experimentellen
Daten. Es treten keine Verletzungen der NOE-Abstände >0.3 Å auf und die Dihe-
dralwinkel sind im Bereich ±5 ° nicht verletzt. Die Energien der Strukturen liegen im
normalen Bereich für die Molekülgröße (Tabelle 3.5).

Energie Mittelwert [kcal/mol]
Egesamt 364.0 ± 4.4
EBindungen 37.3 ± 0.9
EWinkel 148.3 ± 2.2
EImproper 24.3 ± 0.8
EvdW 61.4 ± 1.0
ENOE 85.8 ± 2.1

Tabelle 3.5: Gesamtenergie und Einzelbeiträge in kcal/mol für die sechzehn energetisch
günstigsten Strukturen von Minigramicidin in Benzol-d6/Aceton-d6 (10:1, v/v).

Der rmsd -Wert (root mean square deviation) ist ein Maß für die Qualität der berech-
neten Strukturen und beschreibt die Standardabweichung der Strukturen in einem
Ensemble untereinander. Die Werte wurden mit dem Programm MOLMOL [337] in
Bezug auf eine aus den 16 energetisch günstigsten Strukturen gebildete mittlere Struk-
tur bestimmt. Der rmsd -Wert der Rückgratatome liegt bei 0.61 ± 0.18 Å und für die
Schweratome bei 0.86 ± 0.24 Å. Bei der Überlagerung der sechzehn energetisch gün-
stigsten Strukturen erkennt man eine gute Übereinstimmung des Ensembles.
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A

B

Abbildung 3.14: Überlagerung der sechzehn energetisch günstigsten Strukturen von Mini-
gramicidin in Benzol-d6/Aceton-d6 (10:1, v/v). A Seitenansicht, B Draufsicht.

Im Ramachandran-Plot (Abb. 3.15 auf der nächsten Seite), der eine Korrelation zwi-
schen den Proteinrückgratwinkeln φ und ψ darstellt, erkennt man, daß alle Aminosäu-
rereste in den erlaubten Bereichen (rote und orange Ränder) [338] liegen. Die Werte
der Winkel der D-Aminosäuren wurden hierbei einer Punktspiegelung im Koordina-
tenursprung unterzogen. Die Werte liegen in Regionen für β-Helices, wie schon durch
die Werte der Kopplungskonstanten angedeutet wurde.
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

Ψ, °

Φ, °

Abbildung 3.15: Ramachandran-Plot der Aminosäurereste von Minigramicidin in Benzol-
d6/Aceton-d6 (10:1, v/v). Die Koordinaten der Winkel der D-Aminosäuren wurden einer
Punktspiegelung im Koordinatenursprung unterzogen und sind in grün dargestellt.

Die Grafiken und folgenden Statistiken wurden mit den Programmen AQUA und
PROCHECK-NMR von Laskowski et al. [339] und durch Auslesen der Rückgratwinkel
mit Hilfe des Programmes Insight, Version 2000 (Accelrys Incl., San Diego, CA) und
auftragen der erhaltenen Werte mit dem Programm ORIGIN, Version 6.1 erstellt.

Wie aus den Abbildungen für die einzelnen Aminosäuren ersichtlich (Abb. 3.16 auf der
nächsten Seite, 3.17 auf Seite 126), variieren die Winkel innerhalb des Ensembles nicht
sehr stark. Dies erklärt sich durch die Verwendung der identischen restraints für die
Aminosäure in den symmetrischen Hälften des Minigramicidins und der beiden gleich
aufgebauten Stränge A und B.

In Abbildung 3.18 auf Seite 127 ist die Verteilung des Seitenkettenwinkel χ1 der sech-
zehn energetisch günstigsten Strukturen von Minigramicidin in Benzol-d6/Aceton-d6

(10:1, v/v) gezeigt.
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Abbildung 3.16: Ramachandran-Plots nach einzelnen Aminosäure aufgeschlüsselt. Es sind
immer nebeneinander die Aminosäuren aus den beiden Strängen von Minigramicidin in
Benzol-d6/Aceton-d6 (10:1, v/v) dargestellt. Die Koordinaten der Winkel der D-Aminosäuren
wurden einer Punktspiegelung im Koordinatenursprung unterzogen. Die wirklichen Werte er-
hält man, indem man das Vorzeichen wechselt.
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Abbildung 3.17: Ramachandran-Plots nach einzelnen Aminosäure aufgeschlüsselt. Es sind
immer nebeneinander die Aminosäuren aus den beiden Strängen von Minigramicidin in
Benzol-d6/Aceton-d6 (10:1, v/v) dargestellt. Die Koordinaten der Winkel der D-Aminosäuren
wurden einer Punktspiegelung im Koordinatenursprung unterzogen. Die wirklichen Werte er-
hält man, indem man das Vorzeichen wechselt.
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Abbildung 3.18: Verteilung des Seitenkettenwinkel χ1 der sechzehn energetisch günstigsten
Strukturen von Minigramicidin in Benzol-d6/Aceton-d6 (10:1, v/v).
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ca. 38 A

ca. 1,2 A

A

B

Abbildung 3.19: Gemittelte Struktur des Minigramicidin-Dimers in Benzol-d6/Aceton-d6

(10:1, v/v). A Seitenansicht mit Angabe der Länge von ca. 38 Å, B Draufsicht mit Angabe
des Durchmessers von ca. 1.2 Å.

Die aus den experimentellen Daten bestimmte Struktur von Minigramicidin in dem Lö-
semittelgemisch Benzol-d6/Aceton-d6 (10:1, v/v) ohne Zusatz von Kationen entspricht
im wesentlichen der Struktur, die Gramicidin A in Methanol/CaCl2 einnimmt [253].
Die Struktur von Minigramicidin ist aufgrund der kovalenten Verknüpfung der ver-
kürzten gA-Einheiten länger als die der vergleichbaren gA-Struktur. So findet man
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ein ungefähre Länge für die beiden parallel orientierten Minigramicidinstränge von
ca. 38 Å (ohne die TBDPS-Schutzgruppen) und einen Durchmesser für die gemittel-
te Struktur von ca. 1.2 Å (Abb. 3.19 auf der vorherigen Seite). Die Succinat-Linker
nehmen eine anticlinale Stellung mit Werten für den Dihedralwinkel von 144.7 ± 9.7 °
(Strang A) bzw. 148.6 ± 8.1 ° (Strang B) ein, die nahe der antiperiplanaren Stellung
sind. Für die gemittelte Struktur findet man eine antiperiplanare Stellung für den
Succinat-Linker.

Ebenso wie beim Gramicidin A findet man 5.7 Reste pro Helixwindung und eine links-
händige Orientierung der Stränge. Die gefundene Struktur schließt einen funktions-
fähigen Ionenkanal in diesem Medium aufgrund des sehr kleinen Durchmessers aus.
Die Länge (38 Å) übersteigt auch die Dicke einer normalen Zellmembran (ca. 30 Å).
Ohne Zusatz von Kationen findet man auch für das Minigramicidin keine kanalfähige
Konformation, obwohl die Gramicidineinheiten schon aufgrund der kovalenten Ver-
knüpfung richtig zu einander orientiert sind, um Kanäle zu bilden. Stattdessen findet
im organischen Lösemittel eine Aggregatbildung wie bei gA statt.
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3.5 NMR-spektroskopische Untersuchung von

Minigramicidin in Chloroform/Methanol

(3:1, v/v) mit Cs+

3.5.1 NMR-Spektroskopie

Die ein- und zweidimensionalen NMR-Spektren wurden an einer ca. 1.5 mM Lösung
von Minigramicidin in dem Lösemittelgemisch CDCl3/MeOH-d3 im Verhältnis 3:1,
gesättigt mit Cäsiumchlorid, bei einer Temperatur von 293 K durchgeführt. Chloro-
form/Methanol wurde gewählt, da es die Membranumgebung bei amphiphilen Mole-
külen nachahmt [340].

Es wurden DQF-COSY- [320], TOCSY- [321] mit 80 ms Mischzeit und NOESY-
Spektren [322] mit 70, 150 und 300 ms Mischzeit an einem Bruker AMX600 Spektro-
meter an der Humboldt-Universität zu Berlin mit der States-TPPI-Methode [323,324]
mit phasenempfindlichen Detektion bei 293 K aufgenommen. Die chemischen Verschie-
bungen wurden relativ zu dem Chloroformsignal bei 7.25 ppm gemessen. Bei allen
Spektren wurde das verbleibende Signal der Hydroxylgruppe des Methanols durch
Vorsättigung reduziert. Die Spektren wurden mit dem Programm XWINNMR, Ver-
sion 3.1 der Firma Bruker (Rheinstetten) unter Verwendung von Exponential- und
quadratischen Sinus-Funktionen als Window-Funktionen in der indirekten Dimension
prozessiert und basislinienkorrigiert.

3.5.2 Zuordnung der 1H-chemischen Verschiebung

Wie bei der Untersuchung des Dimers von Minigramicidin in Benzol/Aceton wurden
die 1H-chemischen Verschiebungen mit etablierten Methoden zugeordnet. Es konnten
ebenfalls mit einem reduzierten Signalsatz von 12 Hα-HN -Kreuzsignalen das Vorliegen
einer symmetrischen Spezies von Minigramicidin nachgewiesen werden.

Mit Hilfe der NOESY-Spektren konnten die Verknüpfung der Spinsysteme über se-
quentielle Zuordnungen der Hα-HN(i,i-1)-Kreuzsignale bestimmt werden (Abb. 3.9 auf
Seite 116). Innerhalb der Spinsysteme war die Zuordnung der Tryptophane aufgrund
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von Überlagerungen mit anderen Trp-Resonanzen und den Signalen der OTBDPS-
Schutzgruppen nicht immer eindeutig möglich. Die Schutzgruppen wurden aufgrund
der massiven Überlagerung der Resonanzen im Aromatenbereich nicht zugeordnet und
in der Strukturrechnung verwendet.
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Abbildung 3.20: Hα, HN -Bereich aus dem NOESY-Spektrum von Minigramicidin in
CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v), gesätt. Cs+. Die Hα-HN (i,i-1) und Hα-HN (i,i±6)-Kreuzsignale
sind gezeigt. Die erste Zahl entspricht der Resonanz in ω1, die zweite der Resonanz in ω2.
Zusätzlich ist die Spur für die sequentielle Zuordnung der Resonanzen gezeigt (grüne Linie).
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Die Zuordnung von Minigramicidin in gesättigter Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-d3

(3:1, v/v)-Lösung ist in Tabelle 3.6 aufgeführt. Die Zuordnung der diastereotopen
Hβ-Protonen erfolgte aus der Analyse der zehn berechneten Strukturen.

Aminosäure HN Hα Hβ Andere
ETA 1 8.01 – – H1* 3.65, H21 3.55 (pro-

S ), H22 3.21 (pro-R)
TRP 2 8.17 4.75 3.24 (pro-S ), 3.04 (pro-R) Hδ1 6.98, Hε1 9.84, Hζ2

7.32
DLE 3 7.95 4.75 0.92 (pro-S ), 0.34 (pro-R) Hγ 1.06, Hδ 0.60, 0.76
TRP 4 8.48 4.63 3.05 Hδ1 7.00, Hε1 9.90, Hζ2

7.30
DLE 5 7.96 4.78 0.66 (pro-S ), 0.34 (pro-R) Hδ 0.44, 0.55
TRP 6 8.915 4.57 3.12 (pro-S ), 2.99 (pro-R) Hδ1 6.99, Hε1 9.86, Hζ2

7.30, Hη2 7.07, Hζ3 6.94,
Hε3 7.44

DLE 7 8.46 4.84 0.88 (pro-S ), 0.21 (pro-R) Hγ 0.50, Hδ 0.41, 0.48
TRP 8 9.38 5.53 3.24 (pro-S ), 3.08 (pro-R) Hδ1 6.89, Hε1 8.89, Hζ2

7.10, Hη2 6.97
DVA 9 8.27 4.93 – Hγ 0.87, 1.07
VAL 10 8.96 5.42 2.05 Hγ 1.07, 1.15
DVA 11 8.64 4.93 2.33 Hγ 1.15
ALA 12 9.26 5.88 1.65
SUC 13 – – – H21 3.54 (pro-S ), H22 2.41

(pro-R)

Tabelle 3.6: 1H-chemische Verschiebungen von Minigramicidin in gesättigter Cäsiumchlorid-
CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung.

Für alle Aminosäurereste in Minigramicidin konnten die 3JHNHα
-Kopplungskonstanten

durch Auswertung der entsprechenden Kreuzsignale aus dem DQF-COSY-Spektrum
bestimmt werden (Tab. 3.7).

Aminosäure TRP2 DLE3 TRP4 DLE5 TRP6 DLE7 TRP8
Kopplung 8.91 Hz 9.59 Hz 9.25 Hz 9.40 Hz 8.69 Hz 9.69 Hz 9.89 Hz
Forts. DVA9 VAL10 DVA11 ALA12

9.42 Hz 9.56 Hz 9.38 Hz 9.69 Hz

Tabelle 3.7: Aus dem DQF-COSY-Spektrum gewonnene 3JHNHα
-Kopplungskonstanten für

Minigramicidin in gesättigter Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung.
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3.5 NMR-Spektroskopie von Minigramicidin mit Cs+

Die Werte liegen mit Bereich von 8.7 bis 9.9 Hz und deuten auf ein β-Faltblatt
als Sekundärstrukturmotiv des Minigramicidins hin, wie es auch schon im Falle des
Minigramicidin-Dimers gefunden wurde.

Die weitere Auswertung der NOESY-Spektren mit 70, 150 und 300 ms ergab eine
Vielzahl von strukturgebenden Kreuzsignalen. Insgesamt konnten aus dem 300 ms
NOESY-Spektrum 215 NOEs für Minigramicidin zugeordnet werden. Diese verteilen
sich auf 102 intraresiduale, 43 sequentielle und 70 interresiduale NOEs. Ein Überblick
über die wichtigsten strukturgebenden NOE-Kontakte ist in Abbildung 3.21 gezeigt.

12345678910111213
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αα(i,i-1)

NN(i,i-1)

αN(i,i)

Abbildung 3.21: Experimentelle NOE-Kontakte aus dem 600 MHz NOESY-Spektrum mit
einer Mischzeit von 300 ms von Minigramicidin in gesättigter Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-
d3 (3:1, v/v)-Lösung. Die Stärke der Balken ist proportional zur Intensität der gemessenen
NOE-Kreuzsignale. Auffällig sind die interresidualen NOE-Kontakte mit großem Abstand
(i>4).

Das gefundene NOE-Muster ähnelt stark dem von Gramicidin A in membranähnli-
chen Umgebung, wie von Arseniev et al. in SDS-Micellen bestimmt [272, 273]. Auf-
fällig waren die NOEs zwischen Hα und HN -Protonen im Abstand von sechs Resten.
Die Orientierung der αN(i, i±6) Kontakte deutete auf eine rechtsgängige π-Helix. Zu-
sammen mit der Ganghöhe von etwa sechs Aminosäuren pro Windung ergaben sich
Hinweise auf eine kanalaktive Konformation des Minigramicidins. Es wurden nur we-
nige schwache NOE-Kontakte zwischen Iminoprotonen gefunden, so daß nach einem
Vergleich mit bekannten Dimerkonformationen von gA im Komplex mit einwertigen
Kationen [252,256,258,267] ein doppelt helikales Dimer ausgeschlossen werden kann.
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

Mit im Mittel 16.5 NOE-Kontakten pro Aminosäure (Abb. 3.22) für Minigramici-
din in gesättigter Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung ist die Struktur
schlechter als das Dimer charakterisiert.

Abbildung 3.22: Statistik der NOEs pro Rest für Minigramicidin in gesättigter
Cäsiumchlorid-CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung. Rot gekennzeichnet sind die intraresidua-
len NOEs, grün die sequentiellen und blau die interresidualen. Sequentielle und interresiduale
Kreuzsignale wurde jeweils als ein NOE für die Partner gezählt.

Die Abstands-restraints wurden nach der Kalibrierung der geminalen Hβ-Protonen von
TRP6 auf 1.8 Å berechnet und in Abhängigkeit von der Intensität des Kreuzsignals
in strong (1.5–2.5 Å), medium (2.5–3.5 Å) und weak (3.5–5.2 Å) eingeteilt. Für die
Pseudoatome von Methyl- und Methylgruppen sowie die aromatischen Protonen wurde
eine Korrektur von 0.5 Å pro Proton zu dem Abstand-restraint addiert [327].

Die Messung der Temperaturabhängigkeit der aciden Protonen ergab ein sehr unein-
heitliches Bild (Abb. 3.23 auf der nächsten Seite). Die Interpretation ist bei kleinen
Peptiden schwierig [341, 342], daher wurden in der Strukturrechnung keine Wasser-
stoffbrücken-restraints für das Monomer verwendet. Die Ergebnisse aus den Struktur-
rechnungen zeigen, daß nur die Amidprotonen der Reste 2, 4, 7, 9 und 11 in Wasser-
stoffbrücken involviert sind. Dies korrespondiert gut mit dem oben gefundenen Muster
der Temperaturabhängigkeit.
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3.5 NMR-Spektroskopie von Minigramicidin mit Cs+
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Abbildung 3.23: Temperaturabhängigkeit austauschbaren Iminosignale von Minigramicidin
in gesättigter Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung im Bereich von 5-25 °C, be-
stimmt aus eindimensionalen 1H-Spektren. Oberhalb von 30 °C traten Signalverbreiterungen
auf. Übernommen aus [308].

3.5.3 Strukturrechnung

Für die Strukturrechnung wurde das gleiche simulated annealing-Protokoll wie im
Falle des Dimers benutzt. Es wurden 215 NOEs (102 intraresiduale, 43 sequentielle
und 70 interresiduale NOEs) und 20 3JHNHα

-Kopplungskonstanten für Minigramicidin
werden. Es wurde nur ein Minigramicidin gerechnet, da Dimere aufgrund des NOE-
Musters ausgeschlossen werden konnten.

3.5.4 Die Struktur von Minigramicidin in gesättigter
Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung

Es wurden insgesamt 100 Strukturen mit dem oben beschriebenen simulated annealing-
Protokoll gerechnet, von denen die zehn energetisch niedrigsten Strukturen weiter
analysiert wurden.

Die zehn berechneten Strukturen stehen im Einklang mit den experimentellen Daten.
Es treten keine Verletzungen der NOE-Abstände >0.5 Å auf und die Dihedralwinkel
sind im Bereich ±5 ° nicht verletzt. Die Energien der Strukturen liegen im normalen
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

Energie Mittelwert (kcal/mol)
Egesamt 182.2 ± 17.8
EBindungen 10.9 ± 2.3
EWinkel 55.2 ± 6.9
EImproper 12.9 ± 2.1
EvdW 19.0 ± 3.6
ENOE 58.3 ± 12.5
EKoppl 25.8 ± 4.4

Tabelle 3.8: Gesamtenergie und Einzelbeiträge in kcal/mol für die zehn energetisch gün-
stigsten Strukturen von Minigramicidin in gesättigter Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-d3 (3:1,
v/v)-Lösung.

Bereich für die Molekülgröße (Tabelle 3.8). Allerdings ist die Variation in der Werten
größer als für das Dimer, die Strukturen konvergieren nicht so gut, was aufgrund der
geringeren NOE-Kontakte und der zum Teil schlechteren Definition einzelner Seiten-
ketten im Monomer erklärbar ist. Die Überlagerung der zehn energetisch niedrigsten

A

B

Abbildung 3.24: Überlagerung der zehn energetisch günstigsten Strukturen von Minigrami-
cidin in gesättigter Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung. A Seitenansicht, B
Draufsicht.
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3.5 NMR-Spektroskopie von Minigramicidin mit Cs+

Strukturen der monomeren Struktur des Minigramicidins in gesättigter Cäsiumchlorid-
CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung zeigt für den Kanal ein sehr gute Übereinstimmung
der Strukturen (Abb. 3.24 auf der vorherigen Seite, B).

Die Seitenketten, insbesondere die der Tryptophane 2/24 und 4/22, sind nicht so gut in
allen Strukturen fixiert, so daß schließlich die rmsd -Werte für die zehn Strukturen zur
gemittelten Struktur für die Rückgratatome bei 0.91 ± 0.32 Å, und für die Schwera-
tome bei 1.86 ± 0.36 Å liegen. Der Succinat-Linker nimmt in allen Strukturen ein
anticlinale Stellung mit einem Dihedralwinkel von -113.3 ± 27.0 ° ein, wobei auch hier
wieder die höhere Streuung der Werte im Vergleich zu denen des Dimers auffällt.

Im Ramachandran-Plot (Abb. 3.25), variieren die Werte der Rückgratwinkel im Ver-
gleich zum Dimer zwischen den einzelnen Strukturen stärker als beim Dimer, liegen
allerdings ebenfalls im erlaubten Bereich für β-Helices. Dies wird auch in den Einzel-
plots für die φ/ψ-Winkel deutlich (Abb. 3.26 auf der nächsten Seite).

Ψ, °

Φ, °

Abbildung 3.25: Ramachandran-Plot der Aminosäurereste von Minigramicidin in gesät-
tigter Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung. Die Koordinaten der Winkel der
D-Aminosäuren wurden einer Punktspiegelung im Koordinatenursprung unterzogen und sind
in grün dargestellt.
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

TRP2 DLE3 TRP4 DLE5
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VAL10 DVA11 DVA15 VAL16

DVA17 TRP18 DLE19 TRP20

DLE21 TRP22 DLE23 TRP24

Ψ, °

Ψ, °

Ψ, °

Ψ, °

Ψ, °

Φ, °

Φ, °

Φ, °

Φ, °

Φ, °

Abbildung 3.26: Ramachandran-Plots der einzelnen Aminosäuren des Minigramicidins in
gesättigter Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung. Die Koordinaten der Winkel
der D-Aminosäuren wurden einer Punktspiegelung im Koordinatenursprung unterzogen. Die
wirklichen Werte erhält man, indem man das Vorzeichen wechselt.
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3.5 NMR-Spektroskopie von Minigramicidin mit Cs+

In Abbildung 3.27 ist die Verteilung des Seitenkettenwinkel χ1 der zehn energetisch
günstigsten Strukturen von Minigramicidin in gesättigter Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-
d3 (3:1, v/v)-Lösung gezeigt. Man erkennt die erhöhte Variabilität der Seitenketten,
die auch für die schlechteren rmsd -Werte verantwortlich ist.
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Abbildung 3.27: Verteilung des Seitenkettenwinkel χ1 der zehn energetisch günstigsten
Strukturen des Minigramicidins in gesättigter Cäsiumchlorid-CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-
Lösung.

Durch Zusatz von Cäsiumkationen zu Minigramicidin in Chloroform/Methanol-Lösung
findet eine starke konformationelle Änderung der Struktur von einem linksgängigen
parallel orientierten Dimer (↑↑ ππ5.7

LD) zu einem rechtsgängigen Monomer des Mini-
gramicidins statt. Diese Umwandlung konnte von Dr. Hans-Dieter Arndt durch eine
NMR-Titration von Minigramicidin in Chloroform/Methanol (1:1, v/v) mit Cäsium-
kationen direkt verfolgt werden. Die NMR-Signale am Ende der Titration entsprachen
dabei denen in gesättigter Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung [307].
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3 Strukturaufklärung von Minigramicidin

Die durch NMR-Strukturaufklärung ermittelte Monomerstruktur von Minigramicidin
in gesättigter Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung ist die erste, bei
der die bekannte kanalaktive Konformation von gA auch in organischen Lösemitteln

ca. 17 A

ca. 4,5 A

A

B

Abbildung 3.28: Gemittelte Struktur des Minigramicidin-Dimers in gesättigter
Cäsiumchlorid- CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung. A Seitenansicht mit Angabe der Länge
von ca. 17 Å, B Draufsicht mit Angabe des Durchmessers von ca. 4.5 Å.

eingenommen wird. Man kann die Monomerstruktur als eine rechtsgängige π-Helix mit
ca. 6.3 Resten pro Windung beschreiben. Die ungefähre Länge beträgt 17 Å und der
Durchmesser von ca. 4.5 Å ist ausreichend, um einwertige Kationen zu komplexieren.
Die Länge erklärt auch die gute Korrelation der Leitfähigkeiten und Offenzeiten für
Minigramicidin in DMPC-Doppelschichten.
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3.6 Zusammenfassung

3.6 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde die erfolgreiche NMR-spektroskopische Strukturaufklärung
des künstlichen Ionenkanals Minigramicidin in verschiedenen Umgebungen beschrie-
ben.

Die von Dr. Hans-Dieter Arndt im Arbeitskreis von Prof. Koert synthetisierte Ver-
bindung stellt ein um vier Aminosäuren verkürztes und über einen Succinat-Linker
in Kopf-an-Kopf Anordnung verbundenes Gramicidin A Dimer dar. Minigramicidin
ist in Lipiddoppelschichten ein funktionaler Ionenkanal und zeigt in organischen Löse-
mittel verschiedene Konformation und Aggregationszustände. Zugabe von einwertigen
Kationen bewirkt eine starke Konformationsänderung von Minigramicidin.

Es wurden zwei Minigramicidinstrukturen aufgeklärt: in Benzol/Aceton (10:1, v/v)
ohne Zusatz von Kationen und in gesättigter Cäsiumchlorid-Chloroform/Methanol
(3:1, v/v)-Lösung. Im ersten Fall findet man ein doppelt helikales linksgängiges Dimer
von Minigramicidin mit ca. 5.7 Resten pro Windung. Diese Struktur hat eine Länge von
ca. 38 Å und einen Durchmesser von ca. 1.2 Å. Das Dimer kann nicht die kanalaktive
Form sein, wie auch ein Vergleich mit den CD-Spektren zeigt [308], da die Abmessung
keine Ioneneinlagerung bzw. Einpassung in eine Membran zulassen.

Der Komplex mit Cäsiumkationen zeigt hingegen eine große Ähnlichkeit mit den in
membranähnlicher Umgebung gefundenen, kanalaktiven Konformationen von Grami-
cidin A. Das Monomer liegt als eine rechtsgängige π-Helix mit ca. 6.3 Resten pro
Windung vor. Die Abmessung von 17 Å Länge erklärt die Abhängigkeit der Leitfä-
higkeit des Kanals von der Membrandicke. Mit einem Durchmesser von ca. 4.5 Å ist
die monomere Struktur zur Komplexierung einwertiger Kationen durch die Sauerstoff-
atome der Carbonylgruppen im Innern der Kanals gut geeignet. Es konnte somit zum
ersten Mal eine zu der ionenkanalaktiven Form von gA vergleichbare Konformation
eines künstlichen Ionenkanals in organischen Lösemitteln nachgewiesen werden.
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4 Konformationen eines molekularen Schalters

4.1 Einführung

Im Zuge der weiteren Miniaturisierung und des besseren Verständnisses der molekula-
ren Grundlagen des Lebens ist die Entwicklung von künstlichen molekularen Maschi-
nen machbar geworden. Die Nanotechnologie ist hier dabei, Methoden zur Produktion
von molekularen Maschinen im „industriellen“ Maßstab zu ermöglichen. Hierbei ist die
Chemie in besonderem Maße gefordert, mit Hilfe von ausgefeilten Synthesen die Bau-
steine für molekulare Maschinen zu liefern. Der „bottom up“ Ansatz [343] ermöglicht
die gezielte Synthese der einzelnen Bauteile wie Drehkreuze und Rotoren [344–346].
Auch die Herstellung ganzer molekularer Motoren konnte synthetisch bewältigt wer-
den [347]. Neben den Maschinen sind aber auch zu Steuerung Schalter und andere
Regelelemente sehr wichtig. Es konnten bisher viele verschiedene molekulare Schalter
realisiert werden [348].

In diesem Abschnitt wird die Bestimmung der Konformation der zentralen Schalt-
einheit eines neuartigen, gekoppelten molekularen Schalters beschrieben, der von Dr.
Michael Karle aus dem Arbeitskreis von Prof. Koert an der Philipps-Universität in
Marburg hergestellt wurde [349,350].

4.2 Beispiele molekularer Schalter

Die künstlich hergestellten molekularen Schalter sollten für ihre eindeutige Funktion
folgende Vorgaben erfüllen:

• Das System muß mindestens zwei stabile unterscheidbare Zustände einnehmen
(Ein/Aus).

• Diese zwei Zustände müssen reversibel ineinander überführbar sein, z.B. durch
Änderung des pH-Wertes, photochemische Anregung.

• Der Zustand des Schalters muß von außen detektierbar sein, d.h. die Schalter-
stellung könnte z.B. durch Änderung seiner Farbe sichtbar werden.

Im folgenden werden verschiedene Konzepte zur Konstruktion molekularer Schalter
vorgestellt. So wurden Systeme synthetisiert und untersucht, die intramolekularen
Elektronentransfer ausnutzen [352–354], schaltbare allosterische Rezeptoren [355–357]
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Abbildung 4.1: Redoxaktives schaltbares Catenan [351].

aufweisen, schaltbare Redox-Systeme beinhalten, sowie verschiedene Photoschalter
und Schalter auf Catenan-Basis .

Catenane (catena=Kette) sind topologisch interessante Verbindungen [358] und kön-
nen als Schalter verwendet werden. Die Schaltung beruht dabei auf der unterschied-
lichen Anordnung der beiden Kettenglieder zueinander. Diese wird gesteuert durch
H-Brückenbildung, π-Donor-Akzeptor-Wechselwirkung, Komplexbildung oder sterische
Wechselwirkungen. Balzani et al. [351] konnten ein schaltbares Catenan herstellen,
dessen Anordnung durch die Wechselwirkung zwischen π-elektronenarmen und π-
elektronenreichen Erkennungsstellen bestimmt wird (Abb. 4.1).

Im reduzierten Zustand befindet sich das elektronenreiche Tetrathiofulven im Hohl-
raum des elektronenarmen Cyclophanrings. Das Absorptionsspektrum zeigt daher ei-
ne Bande bei 850 nm, die durch eine charge transfer -Wechselwirkung zwischen den
Tetrathiofulven- und Bipyridinium-Einheiten entsteht. Wird 1 mit einem Äquiva-
lent Fe(ClO4)3 zum Radikalkation oxidiert, rotiert der Polyetherzyklus aufgrund der
elektrostatischen Abstoßung in das Translationsisomer 2 und die Absorption bei 850
nm verschwindet. Den ursprünglichen Zustand 1 stellt man durch Reduktion von 2
mit Na2S2O5 wieder her. Die Rotation des Polyethers wird auch durch Zugabe von
Tetrachloro-o-benzochinon induziert.

Der Sehvorgang ist ein photochemisch induzierter Schaltvorgang [360]. Rhodopsin iso-
merisiert bei Bestrahlung von der cis- in die trans-Konfiguration innerhalb von Pi-
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Abbildung 4.2: Diarylethene als Schalter zur Verknüpfung molekularer Drähte [359].

cosekunden. Dieser Schaltvorgang löst einen Nervenimpuls aus, der die Signale zur
weiteren Verarbeitung in das Gehirn leitet.

Photochemische Reaktionen haben den Vorteil, daß sie oft ohne Nebenreaktion ablau-
fen und eine hohe Zahl von Schaltzyklen durchlaufen können. Für die Konstruktion
künstlicher molekularer Schalter werden oft photochrome Moleküle verwendet, die zwei
reversibel ineinander überführbare Isomere zeigen und deren Absorptionsspektren zwei
unterschiedliche Maxima aufweisen. Daneben können sich die Isomere auch in ihren
Strukturen, Redoxpotentialen, Brechungsindizes oder Drehwerten unterscheiden. Auf
Basis von Diarylethenen konnten verschiedene Arten von Schaltern synthetisiert wer-
den [361–366]. Die photochemischen Isomere der Diarylethene sind thermisch stabil
und können daher auch in einem breiteren Anwendungsbereich eingesetzt werden. So
können substituierte Diarylethene zum Aufbau schaltbarer molekularer Drähte genutzt
werden [359] (Abb. 4.2).

Bestrahlt man 3 mit UV-Licht, bildet sich die geschlossene Form 4, der molekulare
Draht wird leitfähig. Bei Bestrahlung von 4mit sichtbaren Licht öffnet sich der Schalter
wieder zu 3.
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4.3 Bikonformationelle Schalter

Die Arbeitsgruppe von Prof. Koert an der Philipps-Universität Marburg ist seit vielen
Jahren in Entwurf und der Synthese von molekularen Schaltern erfahren. Auf Basis von
substituierten cis-Dekalinen, cis-anti-cis-Perhydroanthracenen und von Cyclohexa-
nen [367–370] wurden verschiedene Schalter synthetisiert. Hierbei werden die durch die
Substituenten definierten Konformationen als Schalterzustände genutzt. Entscheidend
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Abbildung 4.3: Substitutionsmuster tetrafunktionalisierter cis-Dekaline 5 und die beiden
durch einen Doppelringflip ineinander überführbaren Konformationen 6 und 7, die als Schal-
terzustände dienen könnten [367,368].

für stabile Zustände zwischen denen hin- und hergeschaltet werden kann ist der Ener-
gieunterschied zwischen ihnen. Liegt die Energiebarriere des Ringflips für Cyclohexan
bei 45.2 kJ/mol [371, 372], steigt sie im Falle des Dekalins auf 52.0 kJ/mol an [373].
Durch die Verwendung von tetrasubstituierten cis-Dekalinen (Abb. 4.3) kann der Ener-
gieunterschied zwischen den beiden Konformeren je nach Substitutionsmuster erhöht
werden, um so zwei Schaltungszustände zu definieren.

Die Substituenten A dienen als Rezeptoren für einen geeigneten Reiz, der dann zu
einer Konformationsänderung des cis-Dekalins mit entsprechender Änderung der Stel-
lung der Effektoren B führt. Diese Änderung kann dann von außen ausgelesen werden
(an/aus) (Abb. 4.3). Für die Realisierung eines derartigen Schalters muß der Grund-
zustand des System wohldefiniert sein, d.h. zu mindestens 95 % besetzt sein. Genauso
sollte nach dem Schalten die Endposition zu 95 % populiert sein. In der Arbeitsgruppe
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Abbildung 4.4: Beispiel tetrafunktionalisierter cis-Dekaline als molekulare Schalter. Durch
Bindung der Zn2+-Kationen der 6,7-Bipyridinliganden in 8 ändert sich die Konformation zu
9. Die 2,3-Pyrenessigsäure-Effektoren stehen in trans-Stellung zueinander und das vorher bei
λ = 480 nm absorbierende Excimer wird zerstört und die beiden Monomere absorbieren nun
bei λ= 380 nm [367–370].

von Prof. Koert wurde der Schalter 8 erfolgreich synthetisiert und über nicht-kovalente
Wechselwirkungen geschaltet (Abb. 4.4) [367–370].

Im Molekül wirken die Bipyridin-Liganden in 6,7-Stellung als Chelatbildner von Zink-
kationen. Die Effektoren in 2,3-Stellung bilden ein Excimer im Grundzustand des mo-
lekularen Schalters. Bei Zugabe von Zinkkationen gehen die Bipyridinliganden in cis-
Stellung zueinander und induzieren so einen Doppelringflip, der auf der anderen Seite
des Dekalins das Excimer aufbricht und die Pyrenessigsäure in trans-Stellung bringt.
Die Absorption entspricht nun der eines Monomers. Der ganze Schaltvorgang kann
reversibel durch Entzug der Kationen gestaltet werden.
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Abbildung 4.5: Synthese des molekularen Schalters durch Verknüpfung von zwei cis-
Dekalinen [349,350].

Die bisher in der Arbeitsgruppe von Prof. Koert beschriebenen molekularen Schalter
auf Basis von tetrasubstituierten cis-Dekalinen können nur relativ kurze Schaltdi-
stanzen von der Länge des cis-Dekalins überbrücken. Um auch längere Schaltdistan-
zen, z.B. durch eine Zellmembran hindurch, zu ermöglichen, können zwei oder mehr
cis-Dekalinen miteinander verbunden werden. Hierbei müssen die Dekaline in konfor-
mationell eindeutiger Weise miteinander verknüpft werden, damit der Schaltzustand
eindeutig definiert ist. Löst man den Schalter aus, muß zudem sichergestellt sein, daß
die Konformationsänderung über die Linker zum nächsten cis-Dekalin eindeutig und
definiert weitergegeben wird, so daß man nur zwei Zustände des gekoppelten Systems
findet (an/aus).
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4 Konformationen eines molekularen Schalters

Dr. Michael Karle aus der Arbeitsgruppe von Prof. Koert konnte in seiner Doktorarbeit
erstmals einen derart gekoppelten molekularen Schalter durch Verknüpfung von zwei
cis-Dekalinen über ein 14-gliedriges Bislactam herstellen (Abb. 4.5 auf der vorherigen
Seite) [349,350].
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Abbildung 4.6: Zielkonformation des molekularen Schalters 13 im Grundzustand vor dem
Schalten. Die all-axial Stellung des Linker-Makrozyklus wird durch das zyklische Ley-Acetal
im linken Dekalingerüst erzwungen.

Hierbei ist der linke Dekalinteil durch ein zyklisches Acetal (Ley et al. [374]) in ei-
ner energetisch höher liegenden Konformation mit einer all -axial-Stellung der Posi-
tionen 2,3 fixiert. Im rechten Dekalinteil befinden sich die sterisch anspruchsvollen
tert-Butyldiphenylsilyl Gruppen in ihrer Vorzugskonformation (Abb. 4.6). Der die De-
kaline verbindende Makrozyklus zeigt eine all -axial-Stellung an den Dekalinpositionen.
Durch Spaltung des Ley-Acetals unter sauren Bedingungen sollte der Schaltvorgang
ausgelöst werden.
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4.5 Aufgabenstellung

Um die Eignung von Linker-verknüpften cis-Dekalinen als molekulare Schalter zu über-
prüfen, sollten die Konformationen des molekularen Schalters 13 vor und nach dem
Schaltvorgang mit NMR-spektroskopischen Methoden bestimmt werden. Hierbei wird
der Schaltvorgang irreversibel ausgelöst. Die nach der Spaltung des Acetals freien OH-
Gruppen wurden zur besseren Separierung der Protonen in Position 6 und 7 acetyliert
(Abb. 4.7).
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Abbildung 4.7: Auslösung des Schaltvorganges durch Entschützen der Verbindung 13. Die
freien OH-Gruppen werden als Ethylester geschützt. Gezeigt sind die Zielkonformationen 14
vor bzw. 15 nach dem Schaltvorgang. Übernommen aus [350].
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4.6 Konformation vor dem Schalten

Mithilfe von homonuklearen zweidimensionalen Experimenten in CDCl3 wurde die
Ausgangskonformation des molekularen Schalters 13 untersucht (Abb. 4.8). Die Mes-
sungen wurden mit einer ca. 10 mM Lösung bei 293 K bei Feldstärken von 600 und

1
2

3
45

6

7
8

8a

4a

1'
2'

3'
4'5'

6'

7'
8'

8a'

4a'

9

10

9'

10'

13

14

15

16

H

H

O

O
MeO

MeO

OTBDPS

OTBDPS

H

H

O

O

N

N

H

H O

O

13

Abbildung 4.8: Strukturformel des molekularen Schalters 13 vor dem Schalten. Übernom-
men aus [350].

800 MHz durchgeführt. Die Verbindung lag nur in einer einzigen Konformation vor.
Die Zuordnung erfolgte aus DQF-COSY, TOCSY- und ROESY [375–377]-Spektren
und wurde von Dr. Michael Karle im Arbeitskreis von Prof. Koert durchgeführt. Um
die Konformation der Dekalineinheiten bestimmen zu können, war die Bestimmung
der Kopplungskonstanten der Protonen nötig.

Eine erste Analyse der vorliegenden Spektren ergab ein in den wichtigen Teilen überla-
gertes eindimensionales Protonenspektrum, aus dem nur wenige Kopplungskonstanten
für die Dekalinringe gewonnen werden konnten (Abb. 4.9 auf der nächsten Seite).

Insbesondere die Signale der Protonen in 6,7 und 6’,7’ sind zum Teil überlagert. Ein-
zig das Signal von 6’ ist gut separiert und läßt die Auswertung zu. Die enthaltenen
Kopplungen liegen im Bereich von ca. 4-5 Hz und entsprechen somit den Werten, die
man für ein äquatoriales Proton erwartet.

Für eine detailliertere Analyse der Kopplungskonstanten in den Dekalinen wurde ein
hochaufgelöstes DQF-COSY-Spektrum bei 800 MHz aufgenommen. Abbildung 4.10
auf Seite 154 zeigt das Kreuzsignal zwischen den beiden Protonen 6 und 7 der rechten
Dekalineinheit von 13. Die Auswertung ergibt eine große aktive Kopplung von 9.2 Hz
zwischen den beiden Protonen sowie zwei passive Kopplungen von 11.9 und 5.1 Hz. Die
Protonen stehen diaxial in trans-Stellung zueinander, zusätzlich stehen die Protonen
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Abbildung 4.9: Ausschnitt aus dem 1H-Spektrum des molekularen Schalters 13 bei 293 K
(800 MHz, CDCl3, 10 mM). Nur das Signal von Proton 6’ ist ausreichend aufgelöst.

7 und 8 ebenfalls diaxial, während das zweite Paar 7 und 8 eine gauche-Stellung ein-
nimmt. Es konnten noch weitere Kopplungskonstanten bestimmt werden (Tab. 4.1 auf
Seite 155) Aus den gemessenen Werten konnten mit Hilfe einer vereinfachten Karplus-
Gleichung (4.1) für Sechsringe [378] angenäherte Werte für die Dihedralwinkel in den
Dekalinen berechnet werden. Für die Konstante K wurden folgende, empirisch ermit-
telte Werte eingesetzt: Ka−a = 12.5 Hz, Ka−e = Ke−a = 15.3 Hz und Ke−e = 12.0 Hz

3J = K · cos2φ (4.1)
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Abbildung 4.10: DQF-COSY-Kreuzsignal der Protonen 6 und 7 aus der rechten Dekalin-
einheit von 13 (800 MHz, CDCl3, 293 K).

Aufgrund der unterschiedlichen Elektronegativität der Substituenten sind die Kopp-
lungskonstanten im Vergleich zum unsubstituierten Cyclohexan etwas erniedrigt.

Aus dem ROESY-Spektrum mit 300 ms Mischzeit (Abb. 4.11 auf Seite 156) ließen
sich für die Dekalinteile von 13 charakteristische Kreuzsignale zuordnen. Es wurden
insgesamt 21 ROEs mit Abständen von 1.8–2.5 Å für die Dekaline in 13 zugeord-
net (Abb. 4.12 auf Seite 157) und zur Strukturrechnung verwendet. Aufgrund von
Schwierigkeiten mit dem Protokoll zur Molekulardynamik (molecular dynamics, MD)-
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4.6 Konformation vor dem Schalten

Kreuzsignal 3J [Hz] Dihedral-Winkel
7, 8 axial 11.9 167 °
7, 8 äquatorial 5.1 53 °
7,6 9.2 151 °
6,5 axial 11.6 164 °
3, 4 äquatorial 5.8 50 °
6’, 7’ 5.6 52 °
2’, 3’ 10.1 154 °

Tabelle 4.1: Aus dem DQF-COSY-Spektrum erhaltene Kopplungen und die daraus resul-
tierenden Dihedralwinkel für die Konformation von 13.

Rechnung wurden die berechneten Dihedralwinkel nicht in den Rechnungen berück-
sichtigt.

Es wurden jeweils 100 Strukturen mit dem Programm InsightII/Discover, Version
2000.1/2 (Accelrys Incl., San Diego, CA) unter Nutzung des cvff-Kraftfeldes (com-
mon valence force field, cvff ) im Vakuum berechnet. Es wurden die zehn energetisch
günstigsten Strukturen weiter analysiert. Tabelle 4.2 gibt einen Überblick über die
Energien und die wichtigsten Dihedralwinkel von 13.

Struktur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Energie [kcal/mol] 143.7 145.0 145.3 145.7 145.7 147.2 147.6 148.2 148.5 148.5
Dihedralwinkel [°]
H2-C2-C3-H3 77.6 76.6 77.3 79.5 77.6 82.5 78.8 77.6 76.7 76.7
H6-C6-C7-H7 177.0 176.9 176.9 176.9 177.0 177.2 176.7 177.0 176.5 177.0
H2’-C2’-C3’-H3’ 178.5 179.6 179.5 177.9 178.8 178.8 176.9 177.9 174.1 178.7
H6’-C6’-C7’-H7’ 72.4 76.1 74.3 76.8 74.1 74.1 70.1 74.0 71.2 73.2

Tabelle 4.2: Tabelle der Energien und wichtigen Dihedralwinkel von 13.

Die Rechnungen bestätigen die all -axial Stellung des Makrozyklus bezüglich der De-
kaline. Wie in Abbildung 4.13 auf Seite 157 gezeigt, überlagern die Dekalingerüste
der zehn energetisch günstigsten Strukturen sehr gut. Auffällig sind die relativ großen
Abweichungen des Dihedralwinkels zwischen den Protonen 2 und 3 im linken Dekalin-
gerüst mit 77–82 ° vom Idealfall mit 60 °. Dies läßt sich durch repulsive Wechselwir-
kungen von H9 des Makrozyklus mit H8-axial bzw. H10 des Makrozyklus mit H1-axial
und H4a des Dekalingerüstes erklären.
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Abbildung 4.11: Ausschnitt aus dem 300 ms ROESY von 13. Gezeigt sind ROEs aus den
Dekalinen der Verbindung (600 MHz, 293K, 10 mM).

Für die Konformation des 14-gliedrigen Bislactamringes konnten keine konsistenten
Ergebnisse aus den Rechnungen erhalten werden. ROEs für den Makrozyklus führten
zum Abbruch des MD-Protokolls während der Rechnung. Wahrscheinlich ist die kon-
formative Beweglichkeit des Ringes zu groß, so daß die gemessenen ROE-Signale nur
eine Mittelung darstellen, die keiner Konformation fest zu geordnet werden kann.
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Abbildung 4.12: In der Strukturrechnung von 13 verwendete ROE-Kontakte für die De-
kalinteile. Gezeigt ist die Zielkonformation 14 der Verbindung 13.

A B

Abbildung 4.13: Überlagerung des linken (A) und rechten Dekalingerüstes (B) der zehn
energetisch günstigsten Strukturen von 13. Man erkennt die axiale Stellung des Makrozyklus
an den Dekalingerüsten.
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4.7 Konformation nach dem Schalten
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Abbildung 4.14: Strukturformel von Verbindung 16 nach dem Öffnen des Ley-Acetals und
anschließende Acetylierung der OH-Gruppen. Dies entspricht einem irreversiblen Schaltvor-
gang.

Nach dem Öffnen der konformativen Klammer durch saure Spaltung des Ley-Acetals
am linken Dekalin von 13 erhält man nach Acetylierung der entstandenen OH-Gruppen
Verbindung 16 (Abb. 4.14). Diese Struktur entspricht dem molekularen Schalter nach
dem irreversiblen Schaltvorgang.

Das eindimensionale Protonenspektrum von 16 zeigt für die Protonen 6,7 bzw. 6’,7’
den entgegengesetzten Fall von 13. 6,7 zeigen nur eine geringe Aufspaltung, während
6’,7’ ein kompliziertes Kopplungsmuster mit großen Kopplungen aufweisen (Abb. 4.15
auf der nächsten Seite). Es konnten drei Kopplungskonstanten aus den Spektren ge-
wonnen werden (Tab. 4.3).

Kreuzsignal 3J [Hz] Dihedral-Winkel
6,7 4-5 60 °
6’, 7’ 10.5 180 °
2, 3 10.2 180 °

Tabelle 4.3: Kopplungskonstanten für 16. Die daraus resultierenden Dihedralwinkel wurden
aus der vereinfachten Karplus-Beziehung abgeschätzt.

Aus dem ROESY-Spektrum mit 400 ms Mischzeit konnten insgesamt 12 ROEs für die
Dekalingerüste von 16 zugeordnet werden (Abb. 4.16 auf Seite 160).

Für die Strukturrechnung von 16 wurden 12 ROEs und die drei aus den Kopplungs-
konstanten berechneten Dihedralwinkel für die Dekalingerüste verwendet. Es wurden
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Abbildung 4.15: Ausschnitt aus 1H-Spektrum von 16 nach der Spaltung des Ley-Acetals
und anschließender Acetylierung der Hydroxylgruppen (600 MHz, CDCl3, 293 K).

Struktur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Energie [kcal/mol] 245.9 246.6 248.4 249.8 250.2 250.5 250.8 251.5 251.5 251.9
Dihedralwinkel [°]
H2-C2-C3-H3 179.2 179.2 178.8 179.1 179.1 179.1 179.1 179.5 179.0 179.3
H6-C6-C7-H7 64.4 64.1 63.8 63.7 64.0 64.3 64.2 64.0 63.5 64.0
H2’-C2’-C3’-H3’ 81.7 80.1 84.9 80.1 83.7 85.4 80.6 81.1 79.4 86.3
H6’-C6’-C7’-H7’ 175.9 176.2 176.0 175.5 176.2 175.5 176.3 176.0 175.7 176.3

Tabelle 4.4: Statistik der zehn energetisch günstigsten Konformation von 16.
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Abbildung 4.16: Zielkonformation 15 der Verbindung 16. Gekennzeichnet sind die ROE-
Abstände die für die MD-Rechnung von 16 verwendet wurden.

100 Strukturen mit dem Programm InsightII/Discover gerechnet. Die zehn energetisch
günstigsten Strukturen wurden näher analysiert (Tab. 4.4 auf der vorherigen Seite).

Die Rechnungen bestätigen die aus den Kopplungskonstanten angedeutete Konforma-
tionsumwandlung der Dekalineinheiten. Beim Lösen der kovalenten Klammer (Ley-
Acetal) wird die Konformationsänderung durch den 14-gliedrigen Bislactamring ver-
mittelt. Dabei nimmt der Makrozyklus eine all -äquatorial Stellung ein, so daß auch das

A B

Abbildung 4.17: Überlagerung der Dekalingerüste der zehn energetisch günstigsten Struk-
turen von 16. A Rechte Dekalineinheit, B linke Dekalineinheit.

zweite Dekalingerüst seine Konformation ändern muß. Die OTBDPS-Schutzgruppen
nehmen nun eine energetisch ungünstige trans-Stellung ein. Auffällig ist hier der aufge-
weitete Dihedralwinkel der Protonen H2’, H3’ im rechten Dekalinteil. Dieser wird durch
die sterische Abstoßung der Schutzgruppen mit dem Rest des Moleküls verursacht.
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Die zehn energetisch günstigsten Strukturen konvergieren für die Dekalingerüste sehr
gut (Abb. 4.17 auf der vorherigen Seite). Wie für die Verbindung 13 konnten auch für
16 keine ROE-Abstände aus dem Makrozyklus in der Rechnung verwendet werden.

4.8 Zusammenfassung

Mit Hilfe von NMR-spektroskopischen Methoden konnten die Ausgangs- und Endkon-
formation des irreversiblen Schaltprozesses der Verbindung 13 eindeutig charakteri-
siert werden. Der Schaltprozeß wurde dabei durch die saure Spaltung des Ley-Acetals
in 13 ausgelöst. Dieses Lösen der konformativen Klammer bewirkt einen Doppelring-
flip im linken Dekalingerüst der durch den Makrozyklus des Linkers an das rechte
Dekalingerüst weitergeleitet wird. Die Konformation 14 der Verbindung 13 konnte
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Abbildung 4.18: Zusammenfassung für den irreversiblen Schaltvorgang der Konformati-
on 14 der Verbindung 13 durch Lösen der konformativen Klammer des Ley-Acetals durch
saure Spaltung. Durch den ausgelösten Doppelringflip der linken Dekalineinheit wird über
den 14-gliedrigen Bislactamring ein Doppelringflip in der rechten Dekalineinheit induziert.
Die Verbindung 16 nimmt nun die Konformation 15 mit den OTBDPS-Schutzgruppen in
diaxialer Stellung ein. Gezeigt sind die entsprechenden Newman-Projektionen in den Deka-
lingerüsten. Modifiziert aus [349]. Darunter sind die aus den mit NMR-Daten durchgeführten
MD-Rechnungen erhaltenen Strukturen der Dekalineinheiten abgebildet.

durch Auswertung der Kopplungskonstanten und die MD-Rechnung mit den gewon-
nen ROE-Abstandsinformationen ermittelt werden. Gleiches gilt für die Konformation
15 der geschalteten Verbindung 16 (Abb. 4.18). Mit dem so konstruierten Schalter
können auch größere Distanzen (ca. 15.5 Å) in eindeutiger Weise geschaltet werden.
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5 Zusammenfassung

Die klassische synthetische Organische Chemie wandelt sich mehr und mehr zu einer
strukturorientierten Organischen Chemie, in der über die Strukturen interessante neue
Materialien wie Nanoschalter und Regeleinheiten gewonnen werden oder pharmako-
logisch relevanter Fragestellungen beantwortet werden können. Neben den anspruchs-
vollen Herausforderungen bei der Synthese kommt es auf die schnelle, präzise und gut
zugängliche Strukturbestimmung an.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Fragestellungen die den Aufbau und
die Funktion von molekularen Maschinen und Regeleinheiten betreffen bearbeitet.
Erfolgreich wurde die biochemische Synthese eines Kernbereiches der spleißosoma-
len U4/U6-RNA etabliert und die Sekundärstruktur mittels NMR-spektroskopischer
Methoden charakterisiert. Die Konformationen von zwei molekularen Regeleinheiten,
eines auf Gramicidin basierenden Ionenkanals sowie einem aus zwei cis-Dekalinen auf-
gebauten molekularen Schalters konnten in unterschiedlichen Umgebungen mit Hilfe
der NMR-Spektroskopie erfolgreich bestimmt werden.

Im zweiten Kapitel wurden die durchgeführten biochemischen Synthesen und NMR-
spektroskopischen Untersuchungen des Y-förmigen Kernbereichs der Wechselwirkung
des spleißosomalen U4/U6-RNA-Komplexes (Abb. 5.1 auf der nächsten Seite) darge-
stellt.

Zur biochemischen Synthese der RNA wurden verschiedene etablierte biochemische
Konzepte zur Herstellung einer in der Länge homogenen RNA mit definierten 3’- und
5’-Ende neu kombiniert und optimiert. Es konnten insgesamt vier verschiedene RNA-
Sequenzen mit dem gewünschten Y-förmigen Kernbereich in ausreichender Ausbeute
hergestellt werden.

Eine Transkription mit T7-Polymerase von doppelsträngiger synthetischer Templat-
DNA, wie im Falle von u4u6a42, führte zu einer Mischung aus N und N+1-RNAs in
guter Ausbeute. Bei diesem Ansatz ist keine Aussage über die Lage der Inhomogenität
(3’- oder 5’-Ende) möglich. Die RNAs unterschiedlicher Länge ließen sich nur schlecht
über Gelelektrophorese oder HPLC voneinander trennen.

Versuche, eine homogene RNA durch Schneiden des T7-Transkriptes mit dem entspre-
chenden Hammerhead-Ribozym am 3’-Ende herzustellen, führten wie an den Beispie-
len von u4u6a46hh1 bis u4u6a46hh4 gezeigt werden konnte, zu keiner in der Länge
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Abbildung 5.1: Iminobereich des J&R-Echo-Protonenspektrums der u4u6a46phh2-RNA
(T=290 K, 600 MHz). Diese RNA kann als Konstrukt für die Synthese von 13C/15N-gelabelter
RNA dienen. In grün sind die Integrale über die Iminoprotonen angegeben. Daneben ist die
wahrscheinliche Sekundärstruktur von u4u6a46phh2-RNA gezeigt. Der Kernbereich des Y-
förmigen spleißosomalen U4/U6-RNA-Komplexes ist gelb unterlegt.

einheitlichen RNA. Anhand von am 5’-Ende radioaktiv markierter RNA konnte nach-
gewiesen werden, daß die Inhomogenität nach dem Schneiden am 3’-Ende am 5’-Ende
lokalisiert ist.

Durch Verwendung des φ-Promotors im Falle von u4u6a46phh2 bzw. einer leicht an-
deren, ebenfalls mit G beginnenden Sequenz für u4u6a44hh7 konnten die Probleme
bezüglich der 5’-Inhomogenität gelöst werden und so in der Länge einheitliche RNAs
durch Schneiden am 3’-Ende mit den passenden Ribozymen erfolgreich synthetisiert
werden.

Die NMR-spektroskopische Untersuchung der vier nicht isotopenmarkierten RNAs er-
gibt für die homonuklearen zweidimensionalen Spektren eine gute Übereinstimmung im
Bereich der Iminoresonanzen und spiegelt somit die in allen RNAs enthaltene Struktur
des Y-förmigen Kernbereichs des U4/U6-Komplexes wieder.
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5 Zusammenfassung

Aufgrund der vorliegenden Daten kann u4u6a46phh2-RNA als Konstrukt für die Syn-
these von 13C/15N-gelabelter RNA dienen, da die Schneidreaktion und die daraus
resultierende RNA definiert ist und die Integrale der Iminoprotonen für eine einzige
Konformation der RNA sprechen.

Die Strukturen eines künstlichen Ionenkanals konnte mit Hilfe der NMR-Spektroskopie
im Rahmen der Kooperation im VW-Projekt „Conformational control of biomolecular
functions “ unter verschiedenen Bedingungen erfolgreich gelöst werden. Die durchge-
führten Experimente und Strukturrechnungen wurden in Kapitel drei dargelegt.

Das von Dr. Hans-Dieter Arndt in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Koert an der
Humboldt-Universität zu Berlin hergestellte Minigramicidin ist aus zwei verkürzten
Gramicidin A-Einheiten aufgebaut, die in einer Kopf-an-Kopf Anordnung durch einen
Bernsteinsäure-Linker kovalent verknüpft sind.

Minigramicidin ist ein in Lipiddoppelschichten funktionaler Ionenkanal, der eine Ab-
hängigkeit der Leitfähigkeit von der Membrandicke zeigt. Minigramicidin zeigt in or-
ganischen Lösemitteln verschiedene Konformationen und Aggregate und ähnelt da-
mit Gramicidin A. Die Zugabe von Cäsiumkationen bewirkt ein starke Änderung
in der Konformation und Aggregatbildung. In dieser Arbeit wurden die Struktu-
ren von Minigramicidin in zwei unterschiedlichen Umgebungen aufgeklärt: in Ben-
zol/Aceton (10:1, v/v) ohne Zusatz von Kationen und in gesättigter Cäsiumchlorid-
Chloroform/Methanol (3:1, v/v)-Lösung (Abb. 5.2 auf der nächsten Seite).

Im ersten Fall findet man ein doppelt helikales linksgängiges Dimer von Minigramicidin
mit ca. 5.7 Resten pro Windung. Diese Struktur hat eine Länge von ca. 38 Å und
einen Durchmesser von ca. 1.2 Å. Das Aggregat kann nicht die kanalaktive Form
sein, wie auch ein Vergleich mit den CD-Spektren zeigt, da die Abmessung keine
Ioneneinlagerung bzw. Einpassung in eine Membran zulassen.

Der Komplex mit Cäsiumkationen zeigt hingegen eine große Ähnlichkeit mit den in
membranähnlicher Umgebung gefundenen, kanalaktiven Konformationen von Grami-
cidin A. Das Monomer liegt als eine rechtsgängige π-Helix mit ca. 6.3 Resten pro
Windung vor. Die Abmessung von 17 Å Länge erklärt die Abhängigkeit der Leit-
fähigkeit des Kanals von der Membrandicke. Mit einem Durchmesser von ca. 4.5 Å
ist die monomere Struktur zur Solvatisierung einwertiger Kationen durch die Sauer-
stoffatome der Carbonylgruppen im Innern der Kanals gut geeignet. Es konnte somit
zum ersten Mal eine zur ionenkanalaktiven Form des gA ähnliche Konformation eines
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ca. 38 A

ca. 1,2 A

A B
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ca. 4,5 A

Abbildung 5.2: Strukturen von Minigramicidin in verschiedenen Lösemittelumgebungen.A:
Gemittelte Struktur des Minigramicidin-Dimers in Benzol-d6/Aceton-d6 (10:1, v/v). Seiten-
ansicht mit Angabe der Länge von ca. 38 Å, und Draufsicht mit Angabe des Durchmessers von
ca. 1. 2 Å. B: Gemittelte Struktur des Minigramicidin-Dimers in gesättigter Cäsiumchlorid-
CDCl3/MeOH-d3 (3:1, v/v)-Lösung. Seitenansicht mit Angabe der Länge von ca. 17 Å, Drauf-
sicht mit Angabe des Durchmessers von ca. 4.5 Å.

auf gA basierenden künstlichen Ionenkanals in organischen Lösemitteln nachgewiesen
werden.

Die Bestimmung der Ausgangs- und Endkonformation des Schaltprozesses eines von
Dr. Michael Karle aus der Arbeitsgruppe von Prof. Koert an der Philipps-Universität
Marburg synthetisierten molekularen Schalters mit Hilfe von NMR-spektroskopischen
Methoden wurde in Kapitel 4 beschrieben.

Der molekulare Schalter besteht aus zwei cis-Dekalineinheiten, die durch einen 14-
gliedrigen Bislactam-Ring miteinander gekoppelt sind. Der Schaltprozeß wurde dabei
durch die saure Spaltung des Ley-Acetals in 13 ausgelöst. Dieses Lösen der konforma-
tiven Klammer bewirkt einen Doppelringflip im linken Dekalingerüst der durch den
Makrozyklus des Linkers an das rechte Dekalingerüst weitergeleitet wird (Abb. 5.3 auf
der nächsten Seite).

Die Konformation der Verbindung 13 konnte eindeutig durch die Auswertung von
DQF-COSY-Spektren und ROESY-Spektren charakterisiert werden. Hierbei wurden
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5 Zusammenfassung
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Abbildung 5.3: Zusammenfassung für den Schaltvorgang von 13 durch lösen der konfor-
mativen Klammer des Ley-Acetals durch saure Spaltung. Gezeigt sind die Konformationen,
die durch die NMR-Experimente und MD-Rechnungen erhalten wurden. Durch den ausge-
lösten Doppelringflip der linken Dekalineinheit wird über den 14-gliedrigen Bislactamring
ein Doppelringflip in der rechten Dekalineinheit induziert. In der Verbindung 16 nehmen die
OTBDPS-Schutzgruppen nun eine diaxiale Stellung ein. In der Mitte sind die entsprechenden
Newman-Projektionen entlang der grün markierten C-C-Bindungen in den Dekalingerüsten
gezeigt. Der untere Teil zeigt die aus den NMR-Daten berechneten Strukturen für die jewei-
ligen Dekalineinheiten der beiden Verbindungen. Modifiziert aus [349].

die Kopplungskonstanten der Dekalingerüste und die ROE-Abstände ausgewertet und
in MD-Rechnungen mit dem Programmpaket Insight/Discover verwendet. Es wurde
für die Verbindung 13 eine all -axial Stellung für den Makrozyklus gefunden. Diese
Struktur wird auch durch die gefundenen Kopplungskonstanten gestützt.

Nach dem Schaltprozeß wurde mit den gleichen Methoden die Struktur von 16 ermit-
telt. Wie erwartet, wurde durch das Lösen der konformativen Klammer ein Doppel-
ringflip im linken Dekalingerüst ausgelöst und durch den Makrozyklus auf das rechte
Dekalingerüst übertragen. Die gefundenen ROE-Abstände und Kopplungskonstanten
für bestimmte Dekalinprotonen bestätigen die umgeschaltete Struktur. Somit wurde
erstmals der Schaltvorgang zweier gekoppelter konformativer Schalter bestimmt. Der
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so konstruierte Schalter kann damit als Basis für größere Schaltdistanzen, z.B. durch
Membranen hindurch dienen.
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6 Experimentelle Vorschriften

6.1 Synthese von RNA mittels Transkription von

DNA-Templaten

6.1.1 Sequenzdesign der Templat-DNA für ein RNA-Konstrukt

Ist die Sequenz der zu transkribierenden RNA bekannt, lassen sich in wenigen Schrit-
ten die entsprechenden sense- und antisense-DNA-Sequenzen konstruieren. Hierbei
muß man im Fall von plasmidischer Templat-DNA noch die verschiedenen Restrikti-
onsschnittstellen für die Klonierung in pUC19 berücksichtigen. Am folgenden Beispiel
soll für die 20 Nukleotide lange Test-RNA test1 mit der Sequenz 5’ GAC GUG ACC
UGG GGC CGI UA 3’ das Vorgehen demonstriert werden (Sequenzen sind in 5’→
3’-Richtung geschrieben).

1. Übersetzen in DNA:
GACGTGACCTGGGGCCGCTA

2. Anhängen der T7-Promotorsequenz:
TAATACGACTCACTATAGACGTGACCTGGGGCCGCTA

3. Einfügen der Pst I-Schnittstelle:
TAATACGACTCACTATAGACGTGACCTGGGGCCGCTACTGCAG

4. Bildung des reversen Komplements (antisense-Stranges):
CTGCAGTAGCGGCCCCAGGTCACGTCTATAGTGAGTCGTATTA

5. Anfügen der EcoR I und Hind III-Restriktionsstellen:
sense-Strang
AATTCTAATACGACTCACTATAGACGTGACCTGGGGCCGCTACTGCAGA
antisense-Strang
AGCTTCTGCAGTAGCGGCCCCAGGTCACGTCTATAGTGAGTCGTATTAG

Um Fehler bei der Generierung der DNA-Sequenzen zu vermeiden, wurde das Se-
quenzdesign über ein Webformular mit Hilfe des CGI-Skriptes rna_design.cgi (6.1.36
auf Seite 210) durchgeführt. Zur Ausführung des Skriptes wird eine Perl-Installation
und ein Webserver (z.B. Apache) benötigt.

6.1.2 Herstellung von doppelsträngigen T7-DNA-Templaten

Auffüllen mit Klenow-Fragment, Variante 1

Bei dieser Variante wird das vor Herrn Dr. Dierk Blechschmidt hergestellte Klenow-
Fragment verwendet [122].
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6.1 Vorschriften zur biochemischen Synthese von RNA

• Im ersten Schritt wird der T7-Primer mit der DNA-Matrize hybridisiert. Ein
200 µl Ansatz hat folgende Zusammensetzung:

10x Phosphorylierungspuffer 20 µl
2% BSA-Lösung 20 µl
DNA-Matrize (1 OD260-Einheit/µl) 5 µl
T7-Primer (1 OD260-Einheit/µl) 2.5 µl
100 mM dTTP 5 µl
100 mM dCTP 5 µl
100 mM dGTP 5 µl
100 mM dATP 5 µl
steriles Wasser 122.5 µl

Der pH-Wert sollte nach dem Zusammengeben aller Komponenten 7.5 betragen.

• Die Mischung wird 3 min auf 65 °C aufgeheizt und im Heizblock langsam auf
RT abkühlt.

• 5 µl Klenow-Fragment-Lösung (ca. 20 mg/ml) werden zugegeben, kurz vortexen.

• Es wird 2 h bei 37 °C im Wärmeschrank inkubiert.

• Zur Kontrolle trägt man ein Aliquot der Reaktionslösung gegen die Einzelstränge
auf ein natives Gel auf. Die doppelsträngige DNA sollte wesentlich langsamer als
die einzelsträngigen Ausgangs-DNAs laufen.

• Die Reaktion wird anschließend durch Zugabe von 50 µl Phenol/Chloroform/Iso-
amylalkohol-Mischung (Fluka) und intensives Schütteln gestoppt.

• Es wird für 10 min bei 13000 rpm (Eppendorf-Zentrifuge) zentrifugiert.

• Die wässrige Phase wird abgenommen und mit 50 µl 10 M Ammoniumacetat-
Lösung (pH 6.8) und 750 µl EtOH versetzt.

• Um die Fällung zu vervollständigen, wird die Mischung über Nacht bei -20 °C
gelagert.

• Die ausgefallene DNA wird zentrifugiert (30 min, 16100 g, Eppendorf-Zentrifuge
5415 D).

• Die überstehende Lösung wird vorsichtig dekantiert und das Pellet mit 100%
EtOH gewaschen.

• Das Pellet wird anschließend im Vakuumkonzentrator getrocknet (1 h, Heizung
Stufe I).

• Die getrocknete DNA wird in 100 µl sterilem Wasser aufgelöst.
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6 Experimentelle Vorschriften

Auffüllen mit Klenow-Fragment, Variante 2

Bei diesem Ansatz wird kommerziell hergestelltes Klenow-Fragment von New Eng-
land Biolabs (NEB) verwendet. Hierbei werden 10 nmol antisense-Strang und der
T7-Primer in 1.1-fachen Verhältnis eingesetzt. Die Reaktion wird in 200 µl Volumen
und 0.125 Einheiten Klenow-Fragment pro µg DNA mit einer Konzentration von
2.5 mM pro dNTP durchgeführt.

• Im ersten Schritt wird der T7-Primer auf die DNA-Matrize ohne Zusatz von
dNTPs und Klenow-Fragment hybridisiert. Ein 200 µl Ansatz hat folgende Zu-
sammensetzung:

10x Phosphorylierungspuffer 20 µl
1% BSA-Lösung 40 µl
antisense-DNA (0.7 mM) 13.5 µl
T7-Primer (2 mM) 5.3 µl
steriles Wasser 67.2 µl
40 mM dNTP-Mix (je 10 mM) 50 µl
Klenow-Fragment (NEB, 5 U/µl) 4 µl

• Die Mischung ohne dNTPs und Klenow-Fragment wird 3 min auf 70 °C aufge-
heizt und langsam im Heizblock auf RT abkühlt.

• 4 µl Klenow-Fragment-Lösung und 40 µl dNTP-Mix werden zugegeben. Kurz
vortexen.

• Man inkubiert 3 h bei 37 °C im Wärmeschrank.

• Zur Kontrolle trägt man ein Aliquot der Reaktionslösung gegen die Einzelstränge
auf ein natives Gel auf. Die doppelsträngige DNA sollte wesentlich langsamer als
die einzelsträngigen Ausgangs-DNAs laufen.

• Die Reaktion wird anschließend durch Zugabe von 50 µl Phenol/Chloroform/Iso-
amylalkohol-Mischung (25:24:1, Fluka) und intensives Schütteln gestoppt.

• Es wird für 10 min bei 16100 g (Eppendorf-Zentrifuge 5415 D) zentrifugiert.

• Die wässrige Phase wird abgenommen und mit 50 µl 10 M Ammoniumacetat-
Lösung (pH 6.8) und 750 µl EtOH versetzt.

• Um die Fällung zu vervollständigen, wird die Mischung über Nacht bei -20 °C
gelagert.

• Die ausgefallene DNA wird zentrifugiert (30 min, 16100 g, Eppendorf-Zentrifuge).

• Die überstehende Lösung wird vorsichtig dekantiert und das Pellet mit 100%
EtOH gewaschen.
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6.1 Vorschriften zur biochemischen Synthese von RNA

• Das Pellet wird anschließend im Vakuumkonzentrator getrocknet (1 h, Heizung
Stufe I).

• Die getrocknete DNA wird in 100 µl sterilem Wasser aufgelöst.

Direkte Hybridisierung

Die von Metabion gelieferten Top- und Bottomstränge werden mit H2O auf eine Kon-
zentration von 100 pmol/µl eingestellt. Je 10 µl der Einzelstränge werden zusammen-
gegeben und für 3 min auf 95 °C erhitzt. Dann läßt man im Heizblock innerhalb einer
Stunde auf RT abkühlen.

6.1.3 T7-Polymerase

Für die Transkriptionen wurde die von Dr. Dierk Blechschmidt in seiner Doktorarbeit
hergestellte T7-Polymerase verwendet [122].

6.1.4 Transkriptionsbedingungen

Testtranskriptionen von 40 µl

Für die Transkriptionen werden zwei unterschiedliche Puffer verwendet. In 10x T7-
Transkriptionspuffer1 ist im Vergleich zum 10x Transkriptionspuffer2 kein DTT ent-
halten. Außerdem wird bei Transkriptionen mit Transkriptionspuffer2 zusätzlich BSA
zur Reaktionsmischung zugesetzt.

Um die Templat-DNA von neuen Konstrukten zu testen, wird eine Testtranskription
in 40 µl durchgeführt. Dabei werden üblicherweise folgende Mengen eingesetzt:

Plasmid oder doppelsträngige Templat-DNA 500–700 ng
oder doppelsträngige Templat-DNA
10x Transkriptionspuffer 4 µl
100 mM NTP-Mix 16 µl
500 mM Magnesiumchloridlösung 3.6 µl
100 mM DTT-Lösung 0.4 µl
PEG8000-Lösung(0.5 g/ml) 6.4 µl
T7-Polymerase (6.2 mg/ml) 2 µl
mit Wasser auf 40 µl auffüllen

• Wenn nicht anders beschrieben, wird für vier Stunden bei 37 °C inkubiert.
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6 Experimentelle Vorschriften

• Zur Reaktionskontrolle trägt man ein Aliquot auf ein 15 % denaturierendes Po-
lyacrylamidgel (7 M Harnstoff) auf.

Optimierung der Transkriptionsbedingungen

Um möglichst viel RNA von einer gegebenen Menge DNA-Templat zu erhalten, muß
die Transkription bezüglich der Konzentration von Magnesiumionen, NTPs, Plasmid-
menge, T7-Polymerase und der Reaktionsdauer für jedes Konstrukt optimiert wer-
den. Typischerweise liegt dabei die Konzentration der Magnesiumionen ca. 5 mM
über der der eingesetzten NTPs, um sicherzustellen, daß diese als Magnesiumsalze
für die T7-Polymerase zur Verfügung stehen. In einer ersten Versuchsreihe wird die
NTP-Konzentration zusammen mit der Magnesiumionenkonzentration und der Kon-
zentration der T7-Polymerase variiert (Abb. 6.1 auf der nächsten Seite). Im nächsten
Schritt wird dann das Verhältnis von Templat-DNA zu T7-Polymerase bei konstanter
Konzentration vom Magnesiumionen und NTPs optimiert (Abb. 6.2 auf Seite 178).
Gleichzeitig werden Proben bei unterschiedlichen Zeiten entnommen, um die zeitliche
Effizienz der Transkription zu verfolgen. Für die in dieser Arbeit hergestellten RNAs
wurden die folgenden Transkriptionsbedingungen verwendet:

RNA NTPs Mg2+ T7-Polymerase Plasmid/DNA Zeit
u4u6a42 10 mM 24 mM 2 µl 10 pmol 2 h
u4u6a42-OMe 10 mM 24 mM 2 µl 10 pmol 2 h
u4u6a42 30 mM 35 mM 6 µl 1.8 µg 4 h
u4u6a46hh1_vs 40 mM 45 mM 4 µl 1.4 µg 4 h
hh1_3b 40 mM 45 mM 2 µl 1.4 µg 4 h
hh1_3c 40 mM 45 mM 2 µl 40 pmol 4 h
hh1_3d 40 mM 45 mM 2 µl 40 pmol 4 h
u4u6ahh5_vs 40 mM 45 mM 6 µl 1 µg 4:30 h
hh5_3 30 mM 45 mM 6 µl 1.4 µg 4:30 h
hh5_5 40 mM 45 mM 6 µl 1.8 µg 4:30 h
u4u6a46hh2_vs 40 mM 45 mM 2 µl 4 pmol 4 h
hh2_3 40 mM 45 mM 2 µl 4 pmol 4 h
u4u6a46hh3_vs 40 mM 45 mM 2 µl 4 pmol 4 h
hh3_3 40 mM 45 mM 2 µl 4 pmol 4 h
u4u6a46hh4_vs 40 mM 45 mM 2 µl 4 pmol 4 h
hh4_3 40 mM 45 mM 2 µl 4 pmol 4 h
u4u6a44hh7_vs 40 mM 45 mM 6 µl 1.2 µg 6 h
hh7_3b 30 mM 35 mM 4 µl 1.2 µg 24 h
u4u6a43de_1 30 mM 35 mM 6 µl 1.6 µg 4 h
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Abbildung 6.1: Beispiel für ein Optimierungsschema von 40 µl Transkriptionen. Die Buch-
staben A1, B1, etc. bezeichnen die verschiedenen Ansätze. Die minimale Magnesiumionen-
konzentration beginnt bei 15 mM und wird analog zur Konzentration der NTPs um jeweils 10
mM erhöht. Die Konzentration der T7-Polymerase wird zwischen zwei und sechs Mikrolitern
bei einer Konzentration von 6.2 mg/ml verändert. Die Menge der Templat-DNA wird hierbei
konstant gehalten.
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6 Experimentelle Vorschriften

Probenvolumen 40 ul, 4h inkubieren

Test-RNA A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10

200ng 400ng 600ng 800ng 1000ng 1200ng 1400ng 1600ng 1800ng 2000ng

Test-Plasmid (1.6ug/ml) 0,13 0,25 0,38 0,5 0,63 0,75 0,88 1 1,13 1,25

10x Transkriptionspuffer2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

NTPs 100mM-Stammlsg. (25 each) 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 30mM NTPs

MgCl2, 0.5 M 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 45mM Mg

100 mM DTT 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 2ul T7

PEG 8000 (500mg/ml) 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4

T7 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

H20 11,47 11,35 11,22 11,1 10,97 10,85 10,72 10,6 10,47 10,35

Test-RNA B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10

Test-Plasmid (1.6ug/ml) 0,13 0,25 0,38 0,5 0,63 0,75 0,88 1 1,13 1,25

10x Transkriptionspuffer2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

NTPs 100mM-Stammlsg. (25 each) 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 30mM NTPs

MgCl2, 0.5 M 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 45mM Mg

100 mM DTT 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 4ul T7

PEG 8000 (500mg/ml) 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4

T7 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

H20 9,47 9,35 9,22 9,1 8,97 8,85 8,72 8,6 8,47 8,35

Test-RNA C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10

Test-Plasmid (1.6ug/ml) 0,13 0,25 0,38 0,5 0,63 0,75 0,88 1 1,13 1,25

10x Transkriptionspuffer2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

NTPs 100mM-Stammlsg. (25 each) 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 30mM NTPs

MgCl2, 0.5 M 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 45mM Mg

100 mM DTT 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 6ul T7

PEG 8000 (500mg/ml) 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4

T7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

H20 7,47 7,35 7,22 7,1 6,97 6,85 6,72 6,6 6,47 6,35

Abbildung 6.2: Beispiel für ein Feinoptimierung bezüglich der Konzentration der Templat-
DNA gegenüber der T7-Polymerasekonzentration. Die Buchstaben A, B, C bezeichnen die
verschiedenen Ansätze, die sich in der Konzentration der T7-Polymerase unterscheiden. In-
nerhalb der Versuchsreihen wird die Plasmidmenge bei konstanter Konzentration von NTPs
und Mg2+ erhöht.
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6.1 Vorschriften zur biochemischen Synthese von RNA

6.1.5 Herstellung von u4u6a42 über ds-DNA-Templat

Für einen typischen Reaktionsansatz von 4 ml werden folgende Mengen verwendet:

DNA-Templat 100 µl (6.1.2 auf Seite 172)
10x T7-Puffer1 400 µl
2 % BSA-Lsg. 400 µl
PEG8000 640 µl
NTP-Lsg (100 mM) je 100 µl
MgCl2 (300 mM) 320 µl
T7-Polymerase 100 µl
Wasser 1640 µl

• Die Lösungen werden in einem PP-Reagenzglas in folgender Reihenfolge zu-
sammengegeben: Wasser, T7-Puffer, BSA-Lsg., PEG8000, NTPs, MgCl2, DNA-
Templat und zum Schluß die T7-Polymerase. Man vortext kurz und inkubiert 1
h bei 37 °C.

• Zur Zerstörung des DNA-Templats werden 200 Einheiten DNAse I (Boehringer
Mannheim) zugegeben, kurz gevortext und für weitere 30 min bei 37 °C inkubiert.

• Zur Aufarbeitung gibt man 800 µl einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-
Mischung (25:24:1, v/v/v) hinzu und schüttelt die Mischung kräftig. Anschlie-
ßend wird 10 min bei 8500 g zentrifugiert.

• Man nimmt die wässrige Phase vorsichtig mit einer Pipette ab und reextrahiert
den Rückstand nochmals mit 4 ml Wasser. Anschließend wird nochmals für 10
min bei 8500 g zentrifugiert.

• Die wässrige Phase wird abgenommen und mit der Fraktion von der ersten Ex-
traktion in einem großen PP-Reagenzglas (40 ml) vereinigt.

• Zur Fällung der RNA wird die wässrige Lösung mit 1 ml 10 M Ammoniumace-
tatlösung und 24 ml 100 % Ethanol gemischt. Man läßt die Mischung über Nacht
im Gefrierschrank stehen.

• Am nächsten Tag wird der Niederschlag 1 h bei 8500 g abzentrifugiert. Die
überstehende Lösung wird vorsichtig abgegossen und der Rückstand im Vakuum
2 h getrocknet.

• Die farblose, getrocknete roh-RNA wird in 500 µl Wasser gelöst und die Kon-
zentration am UV-Spektrometer bestimmt.
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6 Experimentelle Vorschriften

6.1.6 HPLC-Aufreinigung der roh-RNA über Nucleogen DEAE
60-7 Säulen

Die HPLC wird mit Nucleogen DEAE 60-7 Säulen der Firma Machery-Nagel, Düren
durchgeführt.
Puffer A: 20 mM K2HPO4, 5 M Harnstoff, pH = 6.5
Puffer B: 20 mM K2HPO4, 5 M Harnstoff, 1 M KCl, pH = 6.5

Für analytische Trennungen werden Säulen von 4 x 125 mm, für präparative Läufe
von 10 x 125 mm verwendet.
Flußrate: analytisch 1 ml/min, präparativ 3.6 ml/min

Folgendes Gradientenprogramm wird verwendet:

Zeit [min] Puffer A [%] Puffer B [%]
0 100 0
5 70 30

55 40 60
70 20 80
75 0 100
80 0 100
85 100 0

6.1.7 HPLC-Aufreinigung der roh-RNA über Dionex DNAPac
PA100 Säulen

Die HPLC wird mit DNAPac PA100 Säulen der Firma Dionex, Sunnyvale, CA (USA)
durchgeführt.
Puffer A: 25 mM TRIS, 2 mM EDTA, pH = 8.0
Puffer B: 25 mM TRIS, 2 mM EDTA, 1 M NH4Cl, pH = 8.0

Für analytische Trennungen werden Säulen von 4 x 250 mm, für präparative Läufe
von 9 x 250 mm verwendet mit Vorsäulen DNAPac PA-100 4 x 50 mm.
Alle Trennungen werden bei einer Säulentemperatur von 85 °C durchgeführt.
Flußrate: analytisch 1 ml/min, präparativ 2.5 ml/min

Folgendes Gradientenprogramm wird verwendet:
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6.1 Vorschriften zur biochemischen Synthese von RNA

Zeit [min] Puffer A [%] Puffer B [%]
0 100 0

11 45 55
45 0 100
50 0 100
55 100 0
65 100 0

6.1.8 Entsalzung über Sephadex G15-Säule

Für die Entsalzung einer über HPLC vorgereinigten RNA-Probe wird eine Säule von
4.5 x 80 cm, gefüllt mit 200 g Sephadex G15 verwendet. Es können bis zu 15 ml
Probenvolumen aufgegeben werden [122].

Packen der Säule

• 200 g Sephadex G15 werden in 1.5 l Wasser suspendiert und unter Schütteln
mehrere Stunden äquilibriert, bis das Säulmaterial gut gequollen ist.

• Zum Füllen der Säule wird auf diese ein Vorratsgefäß aufgesetzt und das aufge-
schlämmte Säulmaterial wird in kleinen Portionen zugegeben, so daß sich keine
Schichten bilden können. Anschließend wird die Säule mit 6-8 l Wasser bei einer
Flußrate von 3.5 ml/min äquilibriert.

• Zur Lagerung wird die Säule mit 0.01 %iger Natriumazidlösung gespült. Das
Säulenmaterial kann gegebenenfalls in einer 1%igen Kaliumhydroxidlösung rege-
neriert werden.

Entsalzung

• Die Säule wird mit 3-4 l Wasser bei einer Flußrate von 3.5 ml/min gespült.

• Bis zu 15 ml der in Wasser gelösten RNA wird auf die Säule aufgetragen und
mit Wasser bei einer Flußrate von 3.5 ml/min eluiert. Über einen UV-Detektor
mit angeschlossenem Fraktionssammler werden Fraktionen à 10 ml gesammelt.

• Die RNA-Fraktionen werden vereinigt und am Vakuumkonzentrator weiter ein-
geengt. Um das verbleibende Salz zu entfernen, kann die Probe weiter mittels
Mikrokonzentratoren entsalzt werden.
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6.1.9 Entsalzung von 2 ml Transkriptionen

Zur Entsalzung werden PD-10-Säulen von Amersham und mit Sephadex G-50 gefüllte
Gravitationssäulen verwendet. Das Volumen beider Säulen beträgt ca. 9 ml bei einer
Füllhöhe von ca. 5 cm. Die Abmessung beider Säulen sind identisch.

• Die Säulen werden mit 25 ml Wasser äquilibriert.

• Das Pellet der gefällten roh-RNA wird in 2.5 ml Wasser gelöst und auf die Säule
gegeben. Der Durchfluß aus der Säule wird verworfen.

• Die RNA wird durch Zugabe von 3.5 ml Wasser von der Säule eluiert und in
Fraktionen von 1 ml gesammelt. Zusätzlich wird noch mit 4 ml Wasser gespült
und die Fraktionen ebenfalls aufgefangen.

• Die gesammelten Fraktionen werden auf einem denaturierenden Gel analysiert.
Fraktionen, die RNA enthalten, werden vereinigt und weiter konzentriert.

6.1.10 Entsalzung über Sephadex G25-Säule

Die Kapazität einer PD-10-Säule (s.o.) reicht nicht zur vollständigen Abtrennung der
NTPs und der Abbruch-RNAs aus. Deshalb wird eine 14 x 205 mm Säule mit dem
gleichen Material (Sephadex G25-Fine) gepackt.

Packen der Säule

• Ca. 10 g Sephadex G25-Fine werden über Nacht in 120 ml 0.1 M NaOH-Lösung
aufgequollen

• Zum Füllen der Säule wird auf diese ein Vorratsgefäß aufgesetzt und das auf-
geschlämmte Säulenmaterial wird in kleinen Portionen zugegeben, so daß sich
keine Schichten bilden können. Es wird mit ca. 1 l Wasser gespült (Flußrate 1.3
ml/min), so daß die Säule homogen gepackt ist.

Entsalzung

• Die Säule und die Anlage (Äkta prime) werden 30 min bei einer Flußrate von
1.3 ml/min mit 0.1 N NaOH-Lösung gespült und dann nochmals 30 min stehen
gelassen.

• Anschließend wird die Anlage zusammen mit der Säule mit Wasser gespült, bis
sich die Leitfähigkeit und die UV-Absorption nicht mehr ändern.
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6.1 Vorschriften zur biochemischen Synthese von RNA

• Die roh-RNA einer 2 ml Transkription wird in 1.6 ml Wasser gelöst und dann
über eine 5 ml Probenschleife mit einer Flußrate von 1.3 ml/min aufgegeben.

• Es werden Fraktionen von 2 ml über einen Probensammler gesammelt. Dabei
werden die Leitfähigkeit und die UV-Absorption bei λ=256 nm detektiert.

• Die gesammelten Fraktionen werden anschließend auf einem denaturierenden Gel
untersucht. Fraktion mit gleicher Zusammensetzung werden vereinigt.

6.1.11 Linearisieren von pUC19

Zum Schneiden von 10 µg pUC19 werden folgende Mengen benötigt (50 µl Ansatz):

• 11.5 µl Plasmid (Stammlösung: 0.871 µg/ml)

• 5 µl 10-f NEB2-Puffer

• 5 µl EcoR I Enzym (20000 U/ml)

• 5 µl Hind III Enzym (20000 U/ml)

• Mit sterilem H2O auf 50 µl auffüllen

• 2 h bei 37 °C inkubieren

• Vollständigkeit anhand eines 0.8 %igen Agarosegels überprüfen; bei unvollstän-
digem Linearisieren nochmal jeweils 2 U pro µg Plasmid der Enzyme zugeben
und eine weitere Stunde inkubieren (Abb. 6.3).

1
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pUC19 ungeschnitten
geschnitten

3
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0
0
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Abbildung 6.3: Schneiden von pUC19 mit EcoR I und Hind III. Spur 1: Marker, Spur 2:
pUC19-Vektor aufgeschnitten, Spur 3: pUC19-Vektor ungeschnitten. Agarosegel mit Ethidi-
umbromid angefärbt.

Fällung der linearisierten Plasmid-DNA:

• Lösung mit sterilem Wasser auf 100 µl verdünnen
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• Mit gleichem Volumen einer Phenol:CHCl3:Isoamylalkohol (25:24:1, v/v/v)- Mi-
schung versetzen, vortexen und 2 min bei 16100 g zentrifugieren

• Die wässrige Phase in ein neues Eppendorf-Cup überführen, mit gleichem Volu-
men einer CHCl3:Isoamylalkohol-Mischung (1:1, v/v) versetzen und vortexen

• Die wässrige Phase abnehmen und mit dem 2.5-fachen Volumen an EtOH und
1/10 Volumen 3 M NaAc-Lösung versetzen und über Nacht bei -20 °C fällen.

• 30 min mit 16100 g (Eppendorf-Zentrifuge) zentrifugieren; es sollte ein farbloser
Niederschlag sichtbar sein. Das überschüssige Ethanol vorsichtig dekantieren und
den Rückstand mit 100 µl 70 %igem EtOH waschen. Das Pellet wird bei RT
getrocknet (eventuell im Heizblock 5 min bei max. 40 °C).

• Das getrocknete Pellet wird in 50 µl Wasser gelöst.

• Die Konzentration wird per UV-Absorption bestimmt (6.1.32 auf Seite 200).

6.1.12 Hybridisierung der DNA-Einzelstränge für die
Klonierung

Variante 1

Die von Metabion gelieferten Top- und Bottomstränge werden mit H2O auf eine Kon-
zentration von 100 pmol/µl gebracht. Je 10 µl der Einzelstränge werden zusammen-
gegeben und für 3 min auf 95 °C erhitzt. Dann läßt man im Heizblock innerhalb
einer Stunde auf RT abkühlen. Von dieser Lösung der Doppelstränge werden 0.6 µl
entnommen und mit Wasser auf 30 µl verdünnt.

Variante 2

Jeweils 30 pmol (=̂ 0.3 µl einer 100 pmol/µl Stammlösung) der beiden einzelsträngigen
DNAs werden in 30 µl H2O gelöst. Man erhitzt 3 min bei 95 °C und läßt dann im
Heizblock auf RT abkühlen.

6.1.13 Ligation der Ziel-DNA in den pUC19-Vektor

Analog der Vorschrift von Fermentas werden folgende Mengen in einem Eppendorf-
Cup vermischt (Gesamtvolumen: 20 µl):

• 5 µl Hybridisierungsansatz (6.1.12)

• 1 µl (ca. 50-100 ng) linearisierten pUC19-Vektor

• 2 µl 10x Fermentas Ligationspuffer
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6.1 Vorschriften zur biochemischen Synthese von RNA

• 1 µl 10 mM ATP-Lösung

• 1 µl Fermentas T4 DNA Ligase (5U)

• Mit sterilem H2O auf 20 µl auffüllen

• Über Nacht bei 16 °C im Wasserbad inkubieren

6.1.14 Transformation in kompetente BL21 (DE3)-Zellen

Die Vorschrift kann auch für andere kompetente Zellen verwendet werden.

• 50 µl kompetente Zellen auf Eis auftauen

• 10 µl des Ligationsansatzes (6.1.13 auf der vorherigen Seite) zugeben und 30 min
auf Eis inkubieren.

• Hitzeschock: 42 s bei 42 °C im Heizblock erwärmen.

• 2 min auf Eis inkubieren.

• 970 µl 2x YT-Medium zugeben.

• 1 h bei 37 °C inkubieren.

• 30 s bei 16100 g (Eppendorf-Zentrifuge) zentrifugieren.

• 900 µl des Überstandes abnehmen und verwerfen

• Kurz vortexen

• 100 µl des Rückstandes auf LB/Amp-Platten ausstreichen

• Über Nacht bei 37 °C inkubieren

6.1.15 Überprüfung der Klone auf Inserts per PCR

Die PCR-Reaktion wird mit Hilfe des Qiagen HotStarTaq-Master-Mix-Kits durchge-
führt. Die mit einer feinen Pipettenspitze von der LB/Amp-Platte selektierten Einzel-
kolonien werden in 25 µl des folgenden Gemisches in einem 100 µl PCR-Reaktionsgefäß
suspendiert:

HotStarTaq Master Mix 12.5 µl
10 pmol reversed M13 Primer 1 µl
10 pmol forward M13 Primer 1 µl
Wasser 10.5 µl

Die PCR-Reaktion wird in einem HYBAID PCRSprint-Gerät nach dem HotStar-
Protokoll ausgeführt (Abschnitt 6.1.36 auf Seite 205). Nach Ablauf der Reaktion
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werden 10 µl der PCR-Reaktion über ein 5 %iges natives Polyacrylamidgel in ei-
ner Minigel-Apparatur bei 70 V innerhalb 70 min aufgetrennt. Als Referenz läuft eine
Probe von unmodifiziertem pUC19-Vektor mit (Abb. 6.4).

1 2 3 4 5 6 7 8

250bp

Plasmid mit Insert
Original pUC19

Abbildung 6.4: Kontrolle nach der PCR-Reaktion auf insertierte Templat-DNA in den
pUC19-Vektor mittels nativer PAGE. In Spur 1 ist Marker aufgetragen, die unterste Bande
entspricht einer 250 Basenpaaren langen doppelsträngigen DNA. Die Spuren 2–4 und 6–8
zeigen Plasmidabschnitte mit dem jeweiligen Insert, Spur 5 zeigt den PCR-amplifizierten
Plasmidabschnitt von reinem pUC19-Vektor.

Folgende Sequenzen wurden als M13-Primer für die PCR-Reaktion verwendet:

M13/puc sequencing forward (-46)
5’-GCC AGG GTT TTC CCA GTC ACG A-3’

M13/puc sequencing reverse (-46)
5’-GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG-3’

6.1.16 Anlegen von Mini-Prep-Kulturen

Die Kulturen werden angelegt, um die DNA mit Hilfe des Qiagen Plasmid Miniprep-
Kits zu isolieren und anschließend zu sequenzieren.

Die von den LB/Amp-Platten ausgewählten Einzelkolonien werden mit einer feinen
Pipettenspitze eingestochen. Das an der Pipettenspitze haftende Material wird in 2.5
ml LB-Medium (0.1 g Ampicillin pro ml) suspendiert. Man schüttelt bei 37 °C und 220
rpm über Nacht. Von der Lösung werden 200 µl mit 200 µl 40 %iger Glycerin-Lösung
als Stammlösung angesetzt, die bei -80 °C gelagert wird. Aus 2 ml der Kultur wird
mit Hilfe des QIAGEN-Kits die Plasmid-DNA für die Sequenzierung isoliert.
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6.1.17 DNA für die Sequenzierung

Die mit Hilfe des QIAGEN-Kits isolierte DNA wird anhand eines Agarosegels quantifi-
ziert. Für die Sequenzierung der DNA bei der Firma SEQLAB (Göttingen) werden für
die unkontrollierte Sequenzierung (HotShots, 300 bp) 700 ng DNA benötigt. Diese gibt
man zusammen mit jeweils 20 pmol forward- oder reversed-M13-Primer zusammen in
ein 100 µl PCR-Gefäß mit flachem Deckel und engt die Lösung an einem Vakuum-
konzentrator (SpeedVac) bis zur Trockene ein. Der Rückstand wird in 7 µl 10 mM
TRIS-Puffer pH 8.5 gelöst und zur Sequenzierung eingeschickt.

6.1.18 Anlegen von Einzelkolonien

10 µl der Glycerin-Stammlösung (6.1.16 auf der vorherigen Seite) werden mit einer
Plastikimpföse auf einer LB/Amp-Platte ausgestrichen. Man inkubiert 12-16 h bei 37
°C im Wärmeschrank.

6.1.19 Anlegen von Kulturen für die Mega-Prep

Um größere Mengen an Plasmid-DNA für die Transkription zu gewinnen, müssen
große Kulturen von E. coli angelegt werden. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgt
wiederum mit Hilfe von QIAGEN-Kits (Plasmid Mega Kit).

• Die von den LB/Amp-Platten ausgewählte Einzelkolonie wird mit einer feinen
Pipettenspitze eingestochen. Das an der Pipettenspitze haftende Material wird in
2.5-5 ml LB/Amp-Medium (0.1 g Ampicillin pro ml) suspendiert. Man schüttelt
bei 37 °C und 220 rpm für 6-8 h.

• Die Vorkultur (ca. 3-5 ml, je nach Dichte der Kultur) wird in 750 ml oder 1 l
LB/Amp-Medium geschüttet. Man läßt über Nacht unter ständigem Schütteln
(100-120 rpm) bei 37 °C wachsen.

• Aus den gewachsenen Kulturen wird nach der Vorschrift des QIAGEN-Kits die
Plasmid-DNA isoliert.

6.1.20 Schneiden mit Pst I

Zum Schneiden von 0.5–1 mg pUC19-Plasmid-DNAmit der gewünschten RNA-Sequenz
in einem Volumen von 1 ml geht man wie folgt vor:

• Die Schneidreaktion wird in einem 2 ml PP-Reaktionsgefäß durchgeführt.

• 0.5–1 mg pUC19-Plasmid in wässriger Lösung
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• 100 µl 10-f O+-Puffer von Fermentas

• 2 U Pst I Restriktionsenzym (Fermentas) pro µg Plasmid

• Mit sterilem H2O auf 1 ml auffüllen

• 3 h bei 37 °C inkubieren

• Die Vollständigkeit der Schneidreaktion wir anhand eines 0.8% Agarosegels über-
prüft. Bei unvollständigen Linearisieren wird nochmal jeweils 1 U Pst I pro µg
Plasmid zugegeben und eine weitere Stunde inkubiert.

Fällung der linearisierten Plasmid-DNA:

• Man versetzt mit gleichem Volumen einer Phenol:CHCl3:Isoamylalkohol-Mischung
(25:24:1, v/v/v), vortext und zentrifugiert 2 min bei 16100 g.

• Die wässrige Phase wird in ein neues Eppendorf-Cup überführt, mit gleichem
Volumen einer CHCl3:Isoamylalkohol-Mischung (24:1, v/v) versetzt und gevor-
text.

• Die wässrige Phase wird abgenommen (ca. 900-1000 µl) und mit dem 0.9-fachen
Volumen Isopropanol versetzt.

• Man fällt über Nacht bei -20 °C

• Das ausgefallene Plasmid wird 30 min mit 16100 g (Eppendorf-Zentrifuge) ab-
zentrifugiert; es sollte ein farbloser Niederschlag sichtbar sein. Die überstehende
Lösung wird vorsichtig dekantiert. Den Rückstand wird mit 400 µl 70%-EtOH
gewaschen. Nach kurzem Zentrifugieren wird die überstehende Lösung vorsichtig
abpipettiert.

• Der Niederschlag wird 1 h am Vakuumkonzentrator (SpeedVac) mit Heizung
Stufe I getrocknet.

• Das getrocknete Pellet wird in je nach Größe in ca. 100-300 µl Wasser gelöst
und anschließend die Konzentration per UV-Absorption bestimmt (6.1.32 auf
Seite 200). Bei zu großer Absorption wird die Lösung verdünnt.

• Die Plasmidlösung wird bei -20 °C gelagert.

6.1.21 20 ml Transkription von plasmidischer Templat-DNA

Im Folgenden sind die Bedingungen für die Transkription von u4u6a44hh7_vs bei den
optimierten Transkriptionsbedingungen von 40 mM NTPs, 45 mM Magnesiumchlorid,
1.2 µg Plasmid, 6 µl T7-Polymerase (6.2 mg/ml) über 6 h angegeben.

Für andere RNAs sind die angegebenen optimalen Transkriptionsbedingungen ent-
sprechend zu skalieren.
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Für einen typischen Reaktionsansatz von 20 ml werden folgende Mengen verwendet:

DNA-Plasmid 248 µl (600 µg)
10x T7-Transkriptionspuffer2 2 ml
ATP-Lösung (221 mM) 905 µl
CTP-Lösung (595 mM) 337 µl
GTP-Lösung (304 mM) 658 µl
UTP-Lösung (312 mM) 641 µl
PEG 8000 (0.5 g/ml) 3.2 ml
MgCl2 (500 mM) 1.8 ml
DTT-Lösung (100 mM) 200 µl
T7-Polymerase (6.2 mg/ml) 3 ml
IPP-Lösung (20 U) 80µl
Wasser 6931 µl

• Die Lösungen werden in einem PP-Zentrifugenröhrchen (40 ml) in folgender Rei-
henfolge zusammengegeben: Wasser, PEG8000, 10x T7-Transkriptionspuffer2,
DTT-Lösung, MgCl2, NTPs, Plasmid, T7-Polymerase und zum Schluß die IPP-
Lösung. Zwischen der Zugabe der einzelnen Lösungen wird das Zentrifugenröhr-
chen immer wieder auf 37 °C im Heizblock aufgewärmt, um Ausfällungen zu
vermeiden.

• Man vortext kurz und inkubiert 5 h bei 37 °C im Wärmeschrank. Nach 2 h
wird die Lösung nochmals kurz geschwenkt, meist ist die Mischung zu diesem
Zeitpunkt durch ausfallendes Pyrophosphat schon leicht getrübt.

6.1.22 Aufarbeitung einer RNA-Transkription

Im folgenden Abschnitt wird die Aufreinigung einer 10-20 ml Transkription beschrie-
ben. Der Ansatz ist für 2 ml und Transkriptionen mit geringeren Volumina entspre-
chend zu verringern.

• Die Reaktion wird durch Zugabe einer entsprechenden Menge einer 0.5 M Na-
EDTA-Lösung (pH 8.5) beendet, so daß die EDTA-Konzentration ungefähr 50
mM beträgt und damit größer als die eingesetzte Magnesiumionenkonzentration
ist. Die trübe Lösung wird klar.

• Man gibt das gleiche Volumen einer 1:1-Mischung von Phenol (äquilibriert mit
Wasser) und Chloroform/Isoamylalkohol (25:1, v/v) zu. Die Mischung wird kurz
gevortext und dann 10 min bei 5000 g (Heraeus-Zentrifuge) im Kühlraum (+4 °C)
zentrifugiert.
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• Die wäßrige Phase wird vorsichtig mit Hilfe einer Pipette abgenommen und in
ein neues Gefäß überführt. Der Rückstand wird mit 2-5 ml Wasser reextrahiert.
Die wäßrigen Phasen werden vereinigt.

• Zu den vereinigten wässrigen Phasen wird das gleiche Volumen einer Chloroform:-
Isoamylalkohollösung (25:1, v/v) gegeben und geschüttelt. Nach kurzer Zentrifu-
gation (5000 g, 5 min, Heraeus-Zentrifuge) wird die wässrige Phase abgenommen.
Die organische Phase wird mit 2 ml Wasser nochmals extrahiert. Die wässrigen
Phasen werden vereinigt und in ein oder mehrere Beckmann Zentrifugenröhrchen
(29 x 104 mm, Polyallomer, Volumen ca. 40 ml) überführt.

• Zur Fällung der roh-RNA werden die vereinigten wässrigen Phasen mit 0.9 bis 1.0
Volumenteilen kaltem Isopropanol vermischt und über Nacht bei -20 °C gelagert.

• Am nächsten Tag wird die gefällte RNA 1 h bei 25000 rpm im Beckmann-Rotor
JA 30.50 Ti abzentrifugiert. An der Wandung wird ein farbloses Pellet sichtbar.

• Die überstehende Lösung wird vorsichtig dekantiert und das zurückgebliebene
Pellet wird mit 3 ml 70 %igen EtOH versetzt, kurz gevortext und dann für 30
min bei 25000 rpm (Rotor JA 30.50 Ti, Zentrifuge JM 20) zentrifugiert.

• Die überstehende Lösung wird vorsichtig abpipettiert. Das Pellet wird mit 2 ml
100% EtOH versetzt, kurz gevortext und dann nochmals bei 25000 rpm für 10
min abzentrifugiert.

• Das Ethanol wird vorsichtig abpipettiert und das Pellet 1-2 h am Vakuumkon-
zentrator (SpeedVac, Heizung Stufe I) getrocknet.

• Das Pellet wird bei -20 °C gelagert.

6.1.23 Präparative Aufreinigung der roh-RNA über PAGE

• Man gießt ein 3 mm starkes, 53 x 43 cm großes PA-Gel. Es wird ein 2 x 35 cm
großer Kamm eingesteckt, so daß man problemlos Volumen von 5-10 ml auftragen
kann.

• Vor dem Einbau des Gels in die Apparatur zieht man den Kamm heraus, füllt die
beiden Kammern mit 1x TBE-Puffer und klemmt zur Kühlung vor die Glasplatte
eine 3 mm starke Aluminiumplatte.

• Die Probentasche des Gels wird vor der Beladung mit Hilfe einer Spritze mit 1x
TBE-Puffer gespült.

• Das vorher getrocknete Pellet (6.1.22 auf der vorherigen Seite) der roh-RNA wird
in einer 1:1-Mischung von Wasser und Probenpuffer unter intensivem Schütteln
gelöst (ca. 1-2 h !). Sollte sich nicht alles lösen, wird bis zur vollständigen Auf-
lösung auf bis zu 5 ml Gesamtvolumen verdünnt.
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• Man trägt die gelöste roh-RNA gleichmäßig mit einer Pipette in die Probentasche
auf.

• Die Elektrophorese wird mit einer Leistung von 40-60 Watt an einem Stromver-
sorgungsgerät mit einer Maximalspannung von 3000 V gestartet und läuft über
Nacht. Die Leistung wird je nach Länge der zu trennenden RNA variiert: Für
30mere reichen ca. 40 W, für 60mere sind eher 50-60 W anzuraten.

• Nach Beendigung der Elektrophorese wird das Gel vorsichtig von den Glas-
platten entfernt und in Folie eingepackt (Dow Saran-Wrap). Man legt das ein-
gepackte Gel auf mit Fluoreszenzindikator behandelten Kieselgelplatten (Roth,
DC-Fertigschichten SIL G-25 UV, λ=254 nm, 20 x 20 cm) und macht die RNA-
Banden durch Beleuchten mit einer UV-Lampe (Herolab UV-Handlampe, λ=254
nm) bei abgedunkelten Licht sichtbar und markiert sie mit einem Filzschreiber
auf der Folie (Abb. 6.5 auf der nächsten Seite).

• Die markierten Banden werden anschließend mit einem Skalpell auf eine Grö-
ße von 5 mm x 5-7 cm (Breite x Länge) zugeschnitten und mit einer Pinzette
vorsichtig aus dem Gel gelöst.

• Die Gelstücke werden entweder sofort in die Elektroelutionskammern (6.1.24)
gepackt oder können alternativ bei -20 °C für maximal einen Tag gelagert werden.

6.1.24 Elektroelution der aufgereinigten RNA aus
Polyacrylamidgelen

Es wird eine EluTrap Elektroelutionskammer der Firma Schleicher & Schüll verwen-
det. Vier Elutionskammern passen in eine Elektrophoresekammer. Die Elektroelution
wird im Kühlraum bei + 4 °C durchgeführt.

• Die Kammern werden vom Pluspol beginnend mit den Membranen BT1, BT2
und nochmals BT1 bestückt (Abb. 6.6 auf Seite 193). Dann werden die Gelstücke
mit der Pinzette zum Pluspol hin eingelegt. Die fertigen Kammern werden in die
Elektrophoresekammer eingesetzt.

• Man füllt die Elektrophoresekammer und die Elutionskammern mit 1x TBE-
Puffer soweit auf, daß die Gelstücke vollständig bedeckt sind.

• Die Kammer wird geschlossen und die Elektrophorese gestartet. Der Strom sollte
im Bereich von 40-45 mA liegen, jedoch 50 mA nicht überschreiten. Daher ist
eine regelmäßige Überprüfung der Stromstärke alle 15-30 min sinnvoll, um eine
Erwärmung des Puffers und damit verbundenen Verlusten bei der Elektroelution
zu vermeiden.
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Abbildung 6.5: Aufnahme eines präparativen PA-Gels beim UV-Shadowing zum Sichtbar-
machen der RNA-Banden. Hierzu wird eine UV-Handlampe verwendet. Die RNA-Banden
werden mit Filzschreiber auf der Folie markiert.

• Nach ca. 3 h wird ein Gelstück aus der Kammer entnommen und per UV-
Shadowing auf den RNA-Gehalt überprüft. Die eluierte RNA wird aus der Sam-
melkammer zwischen BT1- und BT2-Membran am Pluspol entnommen und die
Kammer mit frischem 1x TBE-Puffer aufgefüllt.

• Sobald keine RNA im Gel mehr nachgewiesen werden kann (ca. 6 h), werden die
Kammern für 20 s umgepolt, um an der Membran haftende RNA in Lösung zu
bringen.
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+
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BT1 BT2 BT1

Sammelkammer

Abbildung 6.6: Elutionskammer für die Elektroelution. BT1, BT2 bezeichnet die Membra-
nen. Die Kammer, in der die eluierte RNA gesammelt wird, liegt zwischen BT1 und BT2.

• Die gesammelten RNA-Fraktionen aus den Kammern werden vereinigt und mit
5 M NaCl-Lösung auf eine NaCl-Konzentration von 0.3 M gebracht.

• Die RNA wird durch Zugabe von 0.9-1 Volumenteilen Isopropanol über Nacht
im Gefrierschrank gefällt.

• Die gefällte RNA wird am nächsten Tag 1 h bei 25000 rpm im Rotor JA 30.50
Ti abzentrifugiert. Man sieht ein farbloses Pellet.

• Die überstehende Lösung wird vorsichtig abgegossen und der Rückstand mit 2.5
ml 70 %igen EtOH gewaschen.

• Man zentrifugiert nochmals für 30 min mit 25000 rpm im Rotor JA 30.50 Ti. Die
überstehende Lösung wird danach vorsichtig mit einer Pipette abgenommen. Den
farblosen Rückstand trocknet man für 1-2 h im Vakuumkonzentrator (Heizung
Stufe I).

• Die getrocknete RNA wird in Wasser aufgelöst. Die Konzentration wird per UV-
Absorption (6.1.32 auf Seite 200) bestimmt.

6.1.25 Schneidreaktion mit HH-Ribozymen

Für die Schneidreaktion der Substrat-RNAs mit den entsprechenden Hammerhead-
Ribozymen wird unter folgenden Bedingungen gearbeitet. Die gereinigten RNAs wer-
den in Wasser gelöst und auf eine Konzentration von 0.5 bis 5 mM eingestellt, um
das Volumen gering zu halten. Der Puffer besteht aus folgenden Bestandteilen: 40 mM
TRIS, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA und einem pH-Wert von 7.4.
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Analytisch

Um die Schneidreaktion zu testen, wird eine Konzentration von 50 µM für die Substrat-
RNA verwendet. Das entsprechende Ribozym wird in den entsprechenden Verhältnis-
sen (1:1, 1:2 etc.) zugegeben. Im Folgenden werden die Bedingungen für die Schnei-
dreaktion einer Substrat-RNA mit einem HH-Ribozym im Verhältnis 1:1 und eine
Magnesiumionenkonzentration von 25 mM angegeben.

Substrat-RNA (0.5 mM) 2 µl
HH-Ribozym (0.5 mM) 2 µl
TRIS (0.5 M, pH 7.4) 1.6 µl
NaCl-Lösung (1 M) 2 µl
EDTA-Lösung (100 mM) 0.4 µl
MgCl2-Lösung (1 M) 0.5 µl
H2O 11 µl

• Die Lösungen werden bis auf die Magnesiumchloridlösung zusammengegeben
und für 3 min auf 85 °C erhitzt. Man läßt anschließend im Heizblock auf 37 °C
abkühlen.

• Zugabe der Magnesiumchloridlösung und durchmischen der Lösung.

• Bei 37 °C inkubieren. Zur Überprüfung der Reaktion werden in regelmäßigen
Abständen Aliquote von 0.5 µl entnommen und mit EDTA-Lösung gestoppt.

• Auf einem denaturierenden Gel wird das Aliquot zusammen mit der Substrat-
RNA und dem HH-Ribozym als Referenz aufgetragen.

Präparativ

Die Schneidreaktion wird in einem Volumen von 1 ml und einer Substrat-Konzentration
von 0.1 mM durchgeführt. Folgende Mengen wurden eingesetzt:

Substrat-RNA (200 µM) 250 µl
HH-Ribozym (486 µM) 206 µl
TRIS (0.5 M, pH 7.4) 80 µl
NaCl-Lösung (5 M) 20 µl
EDTA-Lösung (100 mM) 20 µl
MgCl2-Lösung (1 M) 25 µl
H2O 399 µl

• Die Lösungen bis auf die Magnesiumchloridlösung. werden in einem 2 ml PP-
Reaktionsgefäß zusammengegeben.

• Man erhitzt für 3 min auf 85 °C und läßt anschließend im Heizblock auf 37 °C
abkühlen.
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• Zugabe der Magnesiumchloridlösung, die Mischung wird kurz gevortext.

• Man inkubiert bei 37 °C für vier Stunden (Reaktionskontrolle per denaturieren-
dem Gel).

• Die Schneidreaktion wird durch Zugabe von 100 µl 0.5 M EDTA-Lösung (pH
8.5) beendet und 1 ml Formamidpuffer gestoppt.

• Zur weiteren Reinigung des Reaktionsgemisches wird die Lösung auf ein präpa-
ratives Gel geladen.

6.1.26 Schneidreaktion mit DNA-Enzym

Für die Schneidreaktion von u4u6a43de1_vs mit de1_3 wurden jeweils 25 µl der RNA
bzw. DNA in einem Puffer von 20 mM MgCl2, 150 mM NaCl, 50 mM EPPS bei einem
pH-Wert von 7.5 zusammengegeben. Die Konzentration der RNA betrug dabei 2 µM;
das DNA-Enzym wurde im Verhältnis 1:1 verwendet. Die beiden getrennten Lösungen
werden auf 37 °C erwärmt und zum Start der Schneidreaktion zusammengegeben. Man
inkubiert bei 37 °C und entnimmt in bestimmten Zeitabständen Aliquote von 0.5 µl
zur Reaktionskontrolle.

6.1.27 Dephosphorylierung von RNA am 5’-Ende

Die Dephosporylierung wird mit Phosphatase vom Kalb (Calf intestinal Phosphatase,
CIP) von New England Biolabs durchgeführt. Es werden ungefähr 100 µg RNA in
einem Gesamtvolumen von 50 µl eingesetzt. Folgende Mengen werden eingesetzt:

Substrat-RNA (ca. 100 µg) 11 µl
10x NEB3-Puffer 5 µl
CIP (10000 U/ml) 5 µl
H2O 29 µl

• Die Lösungen werden in folgender Reihenfolge zusammengegeben: Wasser, 10x
NEB3-Puffer, RNA-Lösung und CIP.

• Man vortext kurz und inkubiert für 2:30 h bei 37 °C im Wärmeschrank.

• Die Reaktion wird durch Zugabe von 30 µl 0.1 M EDTA-Lösung und 20 µl
Wasser gestoppt.

• Man gibt 50 µl einer 1:1-Mischung von Phenol (äquilibriert mit Wasser) und
Chloroform/Isoamylalkohol ( 25:1, v/v) zu. Die Mischung wird kurz gevortext
und dann 7 min mit 16100 g zentrifugiert.
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• Die wäßrige Phase wird vorsichtig mit Hilfe einer Pipette abgenommen, in ein
neues Gefäß überführt und mit dem gleichen Volumen einer Chloroform:Isoamyl-
alkohollösung (25:1, v/v) geschüttelt. Nach kurzer Zentrifugation (16100 g 1 min,
Eppendorf-Zentrifuge) wird die wässrige Phase abgenommen.

• Zur Fällung der roh-RNA wird wässrige Phase mit dem 3.2fachen Volumen EtOH
vermischt und über Nacht bei -20 °C gelagert.

• Am nächsten Tag wird die gefällte RNA 45 min bei 16100 g zentrifugiert. An
der Wandung wird ein farbloses Pellet sichtbar.

• Die überstehende Lösung wird vorsichtig dekantiert und das zurückgebliebene
Pellet wird mit 50 µl 70 %igen EtOH versetzt, kurz gevortext und dann für 10
min bei 16100 g zentrifugiert.

• Das Ethanol wird vorsichtig abpipettiert und das Pellet 1 h im Vakuumkonzen-
trator (SpeedVac, Heizung Stufe I) getrocknet.

• Das Pellet wird in 20 µl Wasser gelöst.

6.1.28 Markierung mit γ-32 P-ATP

Alle Arbeiten werden unter ständiger Kontrolle mit einem Flächendetektor und hinter
einer Plexiglasabschirmung durchgeführt.
Es werden Mischungen aus 15 µl Kinasierungslösung und 5 µl RNA-Lösung zusam-
mengegeben.

• Für 45 µl Kinasierungslösung werden folgende Lösungen zusammengegeben:

10x NEB-Puffer 6 µl
γ-32P-ATP-Lösung (1.7 MBq-Aktivität) 4 µl
T4-Polynucleotid Kinase (10000 U/ml) 6 µl
H2O 29 µl

• Für die Phosphorylierung werden 5 µl RNA-Lösung (ca. 25 µg) und 5 µl Kina-
sierungslösung gemischt und 1 h bei 37 °C im Wärmeschrank hinter einer Plexi-
glasabdeckung inkubiert.

• Die Reaktion wird durch Zugabe von 20 µl Formamidpuffer gestoppt.

• Die RNA wird durch Gelelektrophorese über ein semipräparatives Gel von 20 x
20 cm und 1.5 mm Dicke aufgetrennt

• Die RNA-Banden werden über einen Phophorimager sichtbar gemacht und an-
schließend angeschnitten.

• Aus den Gelstücken wird die RNA durch Elution mit 0.3 M Natriumchloridlösung
herausgelöst und durch Zugabe von Isopropanol über Nacht bei -20 °C gefällt.
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6.1.29 NMR-Proben

Lösungen für NMR-Messungen

In der folgenden Tabelle sind die Bedingungen der untersuchten NMR-Proben der ver-
schiedenen RNAs angegeben.

RNA c(RNA) Kaliumphosphatpuffer NaCl EDTA D2O pH
u4u6a42 1 mM 10 mM 100 mM - 10 % 6.2
u4u6a44hh7 0.62 mM 10 mM - 2 mM 10 % 6.6
u4u6a46phh2 0.38 mM 10 mM - 2 mM 10 % 6.6
u4u6achem 1 mM - - - 10 % 7.6

Gemessene Spektren

Alle Messungen wurden bei einer Temperatur von 290 K durchgeführt, da die Auflö-
sung der Iminosignale am besten war. Es wurden ein- und zweidimensionale Jump &
Return-Spektren mit folgenden Parametern aufgenommen:

Spektrale Weite [Hz] 14367.82
Relaxationsdelay 1.5 s
Mischzeit 2D-NOESY 300 ms
Aufgenommene Punkte, real (TD1) 512
Aufgenommene Punkte, real (TD2) 4096
Anzahl der Scans pro Inkrement (NS) 64
Prozessierte Punkte, real (SI1) 1024
Prozessierte Punkte, real (SI2) 4096
J&R-Delay, τ 40 µs
Prozessierungsfunktion (W1) QSINE, SSB=2.5
Prozessierungsfunktion (W2) EM, lb=2.0

6.1.30 Agarosegele

• Für ein 0.9 %iges Agarosegel werden in einem 100 ml Erlenmeyerkolben 0.45 g
Agarose eingewogen.

• Man gibt 50 ml 1x TBE-Lösung hinzu und erwärmt in der Mikrowelle unter
gelegentlichem Umschwenken zum Sieden bis eine klare Lösung entsteht.

• Die fertige Agarose-Lösung wird auf ca. 60 °C abkühlt und mit 2 µl EtBr-Lösung
(Roth) versetzt.

• Die Lösung wird nun in die Apparatur gegossen. Nach ca. 15-30 min ist das Gel
fest.
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6.1.31 DNA/RNA-Polyacrylamidgele

Verwendete Lösungen

40% Acrylamidlösung

Es wird Acrylamid 4K - Lösung (40%) - Mix 19:1 der Firma AppliChem, Darmstadt
verwendet.

20% denaturierendes PAGE mit 7M Harnstoff

Für einen Liter Lösung werden folgende Mengen benötigt:
420.42 g Harnstoff (M=60.06 g/mol)
500 ml 40% Acrylamidlösung
100 ml 10x TBE-Puffer
mit Wasser auf 1 l auffüllen.

15% denaturierendes PAGE mit 7M Harnstoff

Für einen Liter Lösung werden folgende Mengen benötigt:
420.42 g Harnstoff (M = 60.06 g/mol)
375 ml 40% Acrylamidlösung
100 ml 10x TBE-Puffer
mit Wasser auf 1 l auffüllen.

12% denaturierendes PAGE mit 7M Harnstoff

Für einen Liter Lösung werden folgende Mengen benötigt:
420.42 g Harnstoff (M=60.06 g/mol)
300 ml 40% Acrylamidlösung
100 ml 10x TBE-Puffer
mit Wasser auf 1 l auffüllen.

10x TBE-Puffer

Für einen Liter Lösung werden folgende Mengen benötigt:
108 g TRIS (Base) (M=121.14 g/mol)
55 g Borsäure (M=61.83 g/mol)
20 ml einer 0.5 M Na-EDTA-Lösung pH 8.0
mit Wasser auf 1 l auffüllen.

1x TBE-Puffer

100 ml 10x TBE-Puffer werden mit Wasser auf einen Liter verdünnt.
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10% (w/v) APS-Lösung

1 g Ammoniumperoxodisulfat (APS) (M=228.2 g/mol) werden mit Wasser auf 10 ml
aufgefüllt.

Formamid-Gelpuffer

Für 50 ml werden folgende Mengen benötigt:
48 ml Formamid p.a.
2 ml Wasser
0.5 % Bromphenolblau (250 mg)
0.5 % Xylencyanol (250 mg)

Gießen der Gele

Entsprechend Tabelle 6.1 werden zu der Acrylamidlösung unter Rühren die APS-
Lösung und das TEMED gegeben. Die Lösung wird dann luftblasenfrei zwischen die
vorbereiteten Glasplatten gegossen. Abschließend wird der Kamm eingesteckt. Man
läßt ca. 30-45 min polymerisieren. Zur Überprüfung der Polymerisation schaut man
sich den Rest der Polyacrylamidlösung an.

Abmessungen Volumen fertige Volumen 10%ige Volumen
[cm x cm, mm] Acrylamidlösung [ml] APS-Lsg. [µl] TEMED [µl]
20 x 20, 0.3 20 160 10
20 x 20, 1 50 400 25
20 x 20, 1.5 70 560 35
45 x 31, 0.3 50 400 25
45 x 31, 1 150 1200 75
53 x 43, 1,5 350 2800 180
53 x 43, 3 700 5600 350

Tabelle 6.1: Benötigte Mengen zum Gießen von Polyacrylamidgelen

5% natives Polyacrylamidgel

Für 10 ml werden folgende Mengen benötigt:

• 1.6 ml 40% Acrylamidlösung 19:1

• 8.4 ml 1x TBE-Lösung

• Zum Starten der Polymerisation: 15 µl 10%-APS-Lösung und 20 µl TEMED.
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• Die hergestellte Lösung wird in eine Minigel-Apparatur gegossen. Man läßt 30–45
min polymerisieren.

• Das Gel läuft bei konstant 70 V ca. 1:10 h.

10% natives Polyacrylamidgel

Für 10 ml werden folgende Mengen benötigt:

• 3.2 ml 40% Acrylamidlösung 19:1

• 6.8 ml 1x TBE-Lösung

• Zum Starten der Polymerisation: 15 µl 10%-APS-Lösung und 20 µl TEMED.

• Die hergestellte Lösung wird in eine Minigel-Apparatur gegossen. Man läßt 30–45
min polymerisieren.

Anfärben von Polyacrylamidgelen mit Ethidiumbromid

Die Gele werden unter leichtem Schütteln (Schüttler: 150 rpm) in 1x TBE-Lösung mit
EtBr (pro 100 ml werden 5 µl EtBr-Lösung (1% in H2O) zugesetzt) für ca 15-30 min
angefärbt.

6.1.32 Konzentrationsbestimmung mit UV-Spektroskopie

Die Konzentrationsbestimmungen wurden mit einem Hewlett-Packard 8453 UV-Spek-
trometer durchgeführt.

Bestimmung der Konzentration von langen Nukleinsäuren (> 25 nt

• Für den Nullabgleich wird in eine Küvette (1 cm Schichtdicke, 1 ml Volumen)
500 µl Wasser gefüllt und ein Referenzspektrum gemessen.

• Ein Aliquot, ca. 1-2 µl der RNA- oder DNA-Stammlösung, wird zu den 500 µl
Wasser in der Küvette (Schichtdicke 1 cm) gegeben. Man schüttelt kurz und mißt
dann die Absorption bei 260 nm. Sollte die Absorption außerhalb des Bereichs
von 0.1–1.0 liegen, ist die Lösung entsprechend zu verdünnen bzw. ein kleineres
oder größeres Aliquot zu verwenden.
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• Zur Berechnung der Konzentration von DNA und großer RNA, in denen die
Verteilung der Nukleotide annähernd gleich ist, werden folgende Standardwerte
für die Konzentration bei einer Absorption von 1 bei λ=260 nm verwendet [379]:
dsDNA 50 µg/ml, ssDNA 33 µg/ml und für RNA 40 µg/ml. Die Konzentration
der Nukleinsäuren in µg/ml berechnet sich dann wie folgt:

c(Nukleinsäure) = c(Standard) · A260 · Verdünnungsfaktor (6.1)

Für die Masse in mg ergibt sich:

m(Nukleinsäure) = c(Nukleinsäure) · Volumen der Stammlsg. (6.2)

Konzentrationsbestimmung von Oligonukleotiden (< 25 nt)

Bei kürzeren Oligonukleotiden gelten die obigen Werte nicht mehr [380]. Die Berech-
nung erfolgt über das Lambert-Beer-Gesetz. Zuerst muß der molare Extinktionskoef-
fizient εOligo,260 des Oligonukleotids bei der Wellenlänge λ=260 nm berechnet werden.
Dieser setzt sich aus der Summe der molaren Extinktionskoeffizienten der einzelnen
Nukleotide im Oligonukleotid zusammen. Für die Berechnung für die einzelnen Nu-
kleotide (A: Adenosin, C: Cytosin, G: Guanosin und U: Uridin) wurden folgende Wer-
te [381] verwendet : εA = 15.02 mM−1 cm−1, εC = 7.07 mM−1 cm−1, εG = 12.08 mM−1

cm−1, εU = 9.66 mM−1 cm−1.

εOligo,260 = nA · εA + nC · εC + nG · εG + nU · εU (6.3)

n bezeichnet die Anzahl des jeweiligen Nukleotids im Oligomer. Über das Lambert-
Beer-Gesetz wird aus der gemessenen Absorption und der bekannten Schichtdicke l die
Konzentration in mM−1 des Oligonukleotids bestimmt werden:

c(Oligo) =
A260

εOligo,260 · l (6.4)

Für die Masse des gelösten Oligonukleotids ergibt sich schließlich:

m(Oligo) = c(Oligo) · V (Küvette) ·M(Oligo) (6.5)

Bestimmung der Reinheit über das Verhältnis A260/A280

Über das Verhältnis der Absorption bei λ=260 nm und λ=280 nm kann man die
Reinheit der Nukleinsäure abschätzen. Für reine RNA ohne Proteinverunreinigungen
findet man einen Wert von 2.0, für DNA liegt er bei 1.8. Die Bestimmung der Reinheit
erfolgt in gepufferter Lösung von 1–3 mM Na2HPO4 bei pH 8.0–8.5 [382].
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Berechnung des Molekulargewichts von Oligonukleotiden

Die molare Masse der mittels T7-Polymerase synthetisierten RNA-Oligonukleotide
wurde nach folgender Formel berechnet:

M(Oligo) = (An · 329.21g/mol) + (Un · 306.17g/mol) + (Cn · 305.18g/mol)

+(Gn · 345.21g/mol) + 177.96g/mol

Xn gibt dabei die Anzahl des jeweiligen Nukleotids im Oligonukleotid an. Durch Addi-
tion von 177.96 g/mol am Ende wird die Triphosphatgruppe am 5’-Ende berücksich-
tigt

6.1.33 Verwendete Chemikalien

Alle Chemikalien entsprachen der Qualität p.a. oder Biochemica (d.h. auf mikrobiologi-
sche Verunreinigungen getestet) und wurden von den Firmen AppliChem, Boehringer-
Ingelheim, Fermentas, Fluka, Merck, New England Biolabs, Roche, Roth, Sigma-
Aldrich und Stratagene bezogen.

6.1.34 Verwendete Lösungen

Alle Lösungen wurden entweder mit autoklaviertem Wasser oder nach dem Ansetzen
autoklaviert. Der pH-Wert wurde - soweit möglich - mit den entsprechenden Säuren
der gelösten Salze eingestellt.

10x Phosphorylierungspuffer

Für 100 ml Lösung werden folgende Mengen benötigt:
800 mM TRIS, entspricht 9.69 g (M=121.14 g/mol)
200 mM KCl, entspricht 1.49 g (M=74.56 g/mol)
200 mM MgCl2 · 6H2O, entspricht 4.06 g (M=203.30 g/mol)
Mit Salzsäure auf pH 8.3 einstellen und autoklavieren.

10x T7-Transkriptionspuffer1

Für 100 ml Lösung werden folgende Menge benötigt:
400 mM TRIS, entspricht 4.84 g (M=121.14 g/mol)
10 mM Spermidin, entspricht 145 mg (M=145.25 g/mol)
0.1 % Triton X-100 (v/v)
Mit Salzsäure auf pH 7.5 einstellen.
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10x T7-Transkriptionspuffer2

Für 100 ml benötigt man:
400 mM Tris-HCl, entspricht 6.3 g (M=157.60 g/mol)
10 mM Spermidin, entspricht 145 mg (M=145.25 g/mol)
50 mM DTT, entspricht 771 mg (M=154.25 g/mol)
0.1 % Triton X-100 (v/v)
Mit Salzsäure auf pH 8.0 einstellen.

2 % BSA-Lösung

20 mg BSA werden in Wasser gelöst und auf 1 ml aufgefüllt.

10 M Ammoniumacetatlösung, pH 6.8

100 ml Lösung: 77.08 g (M=77.08 g/mol) Ammoniumacetat werden mit Wasser auf
100 ml aufgefüllt.

0.5 M EDTA-Lösung (pH 8.0)

18.16 g EDTA-Na (M=372.24 g/mol) werden in 80 ml Wasser unter Rühren suspen-
diert. Dann gibt man ca. 2 g NaOH-Perlen (M=40.00 g/mol) hinzu, bis der pH 8.0
erreicht ist. Anschließend füllt man mit Wasser auf 100 ml auf.

6.1.35 Verwendete Geräte

Zentrifugen

Beckmann-Coulter Avanti J-20 (bis 20000 rpm) und J-30I (bis 30000 rpm) mit den
folgenden Rotoren: JLA 8.1000, 9.1000 (1 l), JLA 16.250 (250 ml), JA 25.50 Ti und
JA 30.50 Ti (50 ml).

Eppendorf Centrifuge 5415D (bis 16100 g, 13200 rpm) für Reaktionsgefäße von 1.5-2
ml

Qualitron Tischzentrifuge (bis 7000 rpm) für Reaktionsgefäße von 1.5-2 ml

Heraeus Biofuge primo (bis 10000 rpm) für Gefäße von 10-50 ml

Eppendorf Centrifuge 5804 (bis 9000 rpm) für Gefäße von 10-50 ml

Stromversorgungen für Gelelektrophorese

Bio-Rad PowerPac 1000 bzw. 3000 (1000 bzw. 3000 V max.)
GIBCO BRL PS9009 (bis 3000 V)
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Schüttler für Kulturen

B. Braun Biotech International Certomat R mit zugehörigen Thermostat Certomat H
Infors Multitron HT

Trocknung

Christ Alpha 2-4 mit Vacuubrand RC 4 bzw. RC 5 Pumpe
Eppendorf Concentrator 5301

PCR

HYBAID PCRSprint

UV-Messung

Beckman DU-70 Spectrophotometer
Hewlett-Packard 8453 inkl. Temperatur-Controller 89090A

Erwärmen

NeoLab Heizblock neoBlock 1 2-2503
Gebrüder Liebisch Heizblock Typ SON-DA

HPLC

JASCO-Anlage:

• MD-2010Plus, Multiwellenlängen Detektor inkl. analytischer und präparativer
Meßzelle

• PU-2080Plus, HPLC-Pumpe

• LG-2080-O4, Quarternärer Gradientenmischer

• DG-2080-54, on-line Entgaser

• AS-2055Plus, Auto-Sampler

• Säulenofen der Firma Jetstream

• Advantec SF-3120 Super Fraction Collector

pH-Messung

Knick pH-Meter 766 Calimatic mit Mettler Toledo Elektrode InLab 423 pH, Elektrolyt
9811, pH 0..14, 0..80 °C
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6.1.36 Quelltexte für Protokolle/Programme

PCR-Protokoll

HYBAID PCRSprint
Verwendetes Programm für die Durchführung der PCR:

STAGE 01 STEP 01
TEMP 95.0
TIME 0:15:00

STAGE 01 STEP 02
TEMP 04.0
TIME 0:00:00

STAGE NUMBER 01
NUMBER OF CYCLES 01
HOLDTEMP 04.0

STAGE 02 STEP 01
TEMP 95.0
TIME 0:00:50

STAGE 02 STEP 01
TEMP 95.0
TIME 0:00:50

STAGE 02 STEP 03
TEMP 72.0
TIME 0:01:00

STAGE 02 STEP 04
TEMP 04.0
TIME 0:00:00

STAGE NUMBER 02
NUMBER OF CYCLES 25
HOLDTEMP 04.0

STAGE 03 STEP 01
TEMP 72.0
TIME 0:05:00

STAGE 03 STEP 02
TEMP 04.0
TIME 0:00:00

STAGE NUMBER 03
NUMBER OF CYCLES 01
HOLDTEMP 04.0

STAGE 04 STEP 01
TEMP 04.0
TIME 0:00:00
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Quelltext des CGI-Skriptes rna_design.cgi zur Generierung von
DNA-Sequenzen

#!/usr/bin/perl -w

#Erstellt fuer eine gegebene RNA-Sequenz die entsprechenden
#DNA-Sequenzen, die fuer eine Klonierung in pUC19 mit den
#Schnittstellen EcoRI und HindIII und Linearisierung an
#PstI

use CGI qw(:standard);

if (param()){
my $rna_name = param(rna_name);
my $rna_sequenz=param(rna_sequenz);

#Ueberpruefung, ob RNA eingegeben wurde
if ($rna_sequenz =~ /([^ACGU\s]+)/i) {
print header();
print "<html><head><title>RNA-Design</title>

</head><body bgcolor=\"palegreen\">
<p><h1>Sie haben einen Fehler bei der Eingabe der RNA-Sequenz
gemacht! <br />
Bitte geben Sie die Sequenz im Formular nochmal ein.</h1></p>
<form method=\"post\" action=\"/cgi-bin/rna_design.cgi\">
<table rules=\"none\">
<tr>
<th align=\"left\">Name der Sequenz</th>
<td><input type=\"text\" name=\"rna_name\" maxlength=\"50\" />
</td>

</tr>
<tr>
<th align=\"left\" valign=\"top\">RNA-Sequenz 5\’->3\’</th>
<td><textarea rows=\"10\" cols=\"50\" name=\"rna_sequenz\">
</textarea></td>

</tr>
<tr>
<td><input type=\"submit\" value=\"RNA designen\" /></td>
<td><input type=\"reset\" value=\"Eingabe zurÃ¼cksetzen\" />
</td>

</tr>
</table>
</form>
</body></html>";

} else {
#Entfernen von Leerzeichen aus der Sequenz.
$rna_sequenz =~ s/\s+//g;

#Bestimmung der Laenge, Zusammensetzung und MW der eingebenen RNA
my $laenge_rna_name = length $rna_sequenz;
#Zaehlen der Basen
my $rna_a = ($rna_sequenz =~ tr/Aa//);
my $rna_c = ($rna_sequenz =~ tr/Cc//);
my $rna_g = ($rna_sequenz =~ tr/Gg//);
my $rna_u = ($rna_sequenz =~ tr/Uu//);

#Berechnung des Molekulargewichtes
my $mw_rna_name = (($rna_a * 329.205941) + ($rna_c * 305.181241) +

($rna_g * 345.205341) + ($rna_u * 306.166001) +
176.967691 + 1.00794);

#Namen fuer die DNA-Oligos
my $oligo_top = $rna_name . ’_top’;
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my $oligo_bot = $rna_name . ’_bot’;

#Umwandeln in DNA-Sequenz 5’->3’
my $dna = $rna_sequenz;
$dna =~ tr/Uu/Tt/;
(my $dna_com = $dna) =~ tr/ACGTacgt/TGCAtgca/;
my $dna_comp = reverse $dna_com;

#Verknuepfung mit T7-Promotor
my $t7_promotor_top_5_3 = ’TAATACGACTCACTATA’;
my $dna_top_t7 = $t7_promotor_top_5_3 . $dna;

#Komplement bilden
my $dna_bot_t7_3_5 = $dna_top_t7;
$dna_bot_t7_3_5 =~ tr/ACGTacgt/TGCAtgca/;

#Restriktionsschnittstellen anhaengen:
my $dna_top_5_3 = ’AATTC’ . $dna_top_t7 . ’CTGCAGA’;
my $dna_bot_3_5 = ’G’ . $dna_bot_t7_3_5 . ’GACGTCTTCGA’;
my $dna_bot_5_3 = reverse $dna_bot_3_5;

#Laenge der DNA-Oligos
my $laenge_dna_top = length $dna_top_5_3;
my $laenge_dna_bot = length $dna_bot_5_3;

#DNA-Fragmente fuer die farbige Ausgabe
#mit 2 am Ende: Fuer die Transkriptionsdarstellung
#Zuerst der Top-Strand
(my $EcoRI_top = substr($dna_top_5_3, 0, 5)) =~ s/([ACGT]{3})/$1 /gi;
my $EcoRI_top2 = substr($dna_top_5_3, 0, 5);
(my $t7_top = substr($dna_top_5_3, 5, 17)) =~ s/([ACGT]{3})/$1 /gi;
my $t7_top2 = substr($dna_top_5_3, 5, 17);
(my $dna_top = $dna) =~ s/([ACGT]{3})/$1 /gi;
my $dna_top2 = $dna;
(my $PstI_top = substr($dna_top_5_3, -7, 6)) =~ s/([ACGT]{3})/$1 /gi;
my $PstI_top2 = substr($dna_top_5_3, -7, 6);
(my $HindIII_top = substr($dna_top_5_3, -1, 1)) =~ s/([ACGT]{3})/$1 /gi;
my $HindIII_top2 = substr($dna_top_5_3, -1, 1);
#Weiter mit dem Bottom-Strand
(my $EcoRI_bot = substr($dna_bot_5_3, 0, 5)) =~ s/([ACGT]{3})/$1 /gi;
my $EcoRI_bot2 = substr($dna_bot_3_5, -5, 5);
(my $PstI_bot = substr($dna_bot_5_3, 5, 6)) =~ s/([ACGT]{3})/$1 /gi;
my $PstI_bot2 = substr($dna_bot_3_5, -11, 6);
(my $dna_bot = $dna_comp) =~ s/([ACGT]{3})/$1 /gi;
(my $dna_bot2 = $dna_com) =~ s/\s+//g;
(my $t7_bot = substr($dna_bot_5_3, -18, 17)) =~ s/([ACGT]{3})/$1 /gi;
my $t7_bot2 = substr($dna_bot_3_5, 1, 17);
(my $HindIII_bot = substr($dna_bot_5_3, -1, 1)) =~ s/([ACGT]{3})/$1 /gi;
my $HindIII_bot2 = substr($dna_bot_3_5, 0, 1);

#Sequenz der transkribierten RNA
my $rna_trans = $rna_sequenz . ’C’;
my $laenge_rna_trans = length $rna_trans;

#Zaehlen der Basen
my $anzahl_a = ($rna_trans =~ tr/Aa//);
my $anzahl_c = ($rna_trans =~ tr/Cc//);
my $anzahl_g = ($rna_trans =~ tr/Gg//);
my $anzahl_u = ($rna_trans =~ tr/Uu//);

#Berechnung des Molekulargewichtes
my $mw_rna_trans = (($anzahl_a * 329.205941) + ($anzahl_c * 305.181241) +

($anzahl_g * 345.205341) + ($anzahl_u * 306.166001) +
176.967691 + 1.00794);

207



6 Experimentelle Vorschriften

#Ausgabe
print header();
print "<html><head><title>Zusammenfassung RNA-Design</title>

</head><body>

<table width=\"100%\" border=\"0\" cellspacing=\"0\"
cellpadding=\"0\">

<caption align=\"top\">
<h1>Zusammenfassung f&uuml;r $rna_name<h1/>
</caption>
<tr align=\"left\">

<th colspan=\"2\" scope=\"col\">Eingegebene Daten</th>
</tr>
<tr>

<td colspan=\"2\">Name: $rna_name</td>
</tr>
<tr>

<td colspan=\"2\">Sequenz: 5\’ \U$rna_sequenz\E 3\’
, L&auml;nge: $laenge_rna_name nt</td>

</tr>
<tr>

<td colspan=\"2\" align=\"left\">Zusammensetzung:
A: $rna_a, C: $rna_c, G: $rna_g, U: $rna_u</td>

</tr>
<tr>

<td colspan=\"2\" align=\"left\">Molekulargewicht:
$mw_rna_name g/mol</td>

</tr>
<tr>

<td>\&nbsp;</td>
<td>\&nbsp;</td>

</tr>
<tr align=\"left\">

<th colspan=\"2\" scope=\"col\" > Daraus resultierende
DNA-Oligos zum Einklonieren in pUC19 </th>

</tr>
<tr>

<td colspan=\"2\">
$oligo_top :
</td>

</tr>

<tr align=\"left\">
<td colspan=\"2\">
<font color=\"\#000000\" face=\"Courier New, Courier, mono\">
5\’
<font color=\"\#FF00FF\">$EcoRI_top</font>
<font color=\"\#00CC00\">$t7_top</font>
\U$dna_top\E
<font color=\"\#FF0000\">$PstI_top</font>
<font color=\"\#00FFFF\">$HindIII_top</font>
3\’
</font>
&nbsp; L&auml;nge: $laenge_dna_top nt
</td>

</tr>
<tr>

<td colspan=\"2\">
$oligo_bot :
</td>

</tr>

<tr align=\"left\">
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<td colspan=\"2\">
<font color=\"\#000000\" face=\"Courier New, Courier, mono\">
5\’
<font color=\"\#FF00FF\">$EcoRI_bot</font>
<font color=\"\#FF0000\">$PstI_bot</font>
\U$dna_bot\E
<font color=\"\#00CC00\">$t7_bot</font>
<font color=\"\#00FFFF\">$HindIII_bot</font>
3\’
</font>
\&nbsp; L&auml;nge: $laenge_dna_bot nt

</td>
</tr>
<tr align=\"left\">

<td colspan=\"2\">\&nbsp;</td>
</tr>
<tr>

<th colspan=\"2\" scope=\"col\" align=\"left\">Aus dem
einklonierten Plasmid transkribierte RNA </th>

</tr>
<tr align=\"left\">

<td>
<font color=\"\#000000\" face=\"Courier New, Courier, mono\">
5\’\&nbsp\;<font color=\"\#FF00FF\">$EcoRI_top2</font>
<font color=\"\#00CC00\">$t7_top2</font>\U$dna_top2\E
<font color=\"\#FF0000\">$PstI_top2</font>
<font color=\"\#00FFFF\">$HindIII_top2</font>\&nbsp\; 3\’</font>
<br />
<font color=\"\#000000\" face=\"Courier New, Courier, mono\">
3\’\&nbsp\;\&nbsp\;\&nbsp\;\&nbsp\;\&nbsp\;
<font color=\"\#00FFFF\">$HindIII_bot2</font>
<font color=\"\#00CC00\">$t7_bot2</font>\U$dna_bot2\E
<font color=\"\#FF0000\">$PstI_bot2</font>
<font color=\"\#FF00FF\">$EcoRI_bot2</font>\&nbsp\; 5\’</font>
</td>

</tr>
<tr align=\"left\">

<td colspan=\"2\">\&nbsp;</td>
</tr>
<tr>

<td colspan=\"2\">Sequenz der transkribierten RNA: </td>
</tr>
<tr>

<td colspan=\"2\" align=\"left\">5\’ \U$rna_trans\E 3\’,
L&auml;nge: $laenge_rna_trans nt</td>

</tr>
<tr>

<td colspan=\"2\" align=\"left\">\&nbsp;</td>
</tr>
</tr>
<tr>

<td colspan=\"2\" align=\"left\">Zusammensetzung:
A: $anzahl_a, C: $anzahl_c, G: $anzahl_g, U: $anzahl_u</td>

</tr>
<tr>

<td colspan=\"2\" align=\"left\">Molekulargewicht:
$mw_rna_trans g/mol</td>

</tr>
<tr>

<td align=\"left\">Sonstiges: <font face=\"bold\"
color=\"\#FF0000\">$warnung</font></td>
<td align=\"left\">\&nbsp;</td>

</tr>
</table>
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<p>Farben:<br />
<font color=\"\#00CC00\" face=\"Courier New, Courier, mono\">
T7-Promotor<br />
<font color=\"\#FF0000\">PstI<br />
<font color=\"\#333333\">RNA-Sequenz<br />
<font color=\"\#FF00FF\">EcoRI<br />
<font color=\"\#00FFFF\">HindIII<br />
</font>
</font></font>
</font>
</font></p>
</body></html>";

}
}
else
{

print header();
print "<html><head><title>RNA-Design</title>

</head><body bgcolor=\"palegreen\">
<form method=\"post\" action=\"/cgi-bin/rna_design.cgi\">
<table rules=\"none\">

<tr>
<th align=\"left\">Name der Sequenz</th>

<td><input type=\"text\" name=\"rna_name\" maxlength=\"50\" />
</td>

</tr>
<tr>
<th align=\"left\" valign=\"top\">RNA-Sequenz 5\’->3\’</th>
<td><textarea rows=\"10\" cols=\"50\" name=\"rna_sequenz\">
</textarea></td>

</tr>
<tr>
<td><input type=\"submit\" value=\"RNA designen\" /></td>
<td><input type=\"reset\" value=\"Eingabe zur&uuml;cksetzen\" />
</td>

</tr>
</table>
</form>
</body></html>";

}
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6.2 Strukturaufklärung von Minigramicidin

6.2.1 NMR-Spektroskopie

Aufnahme und Prozessierung der Spektren

Die NMR-Messungen an Minigramicidin ohne Cäsiumchlorid wurden an einer ca.
4 mM Lösung in Benzol-d6 und Aceton-d6 im Verhältnis 10:1 bei einer Temperatur
von 300 K durchgeführt.

Der Komplex wurde in einer ca. 1.5 mM, mit Cäsiumchlorid gesättigten CDCl3/CD3OH-
Lösung (3:1, v/v) bei 290 K gemessen.

Alle Messungen wurden an einem 600 MHz Spektrometer (Firma Bruker, Karlsruhe)
an der Humboldt-Universität zu Berlin durchgeführt. Die chemischen Verschiebungen
wurden auf die Aromatensignale von Benzol bei 7.15 ppm bzw. Chloroform bei 7.25
ppm kalibriert.

Die Temperaturabhängigkeit der chemischen Verschiebung der Iminoprotonen wurde
anhand einer Temperaturreihe von eindimensionalen Protonenspektren von 278 bis
293 K in 5 K-Schritten ermittelt.

Die NMR-Daten wurden mit Hilfe des Programms XWINNMR, Version 3.1 (Bruker,
Karlsruhe) prozessiert.

Die folgende Tabelle 6.2 auf der nächsten Seite faßt die zur Datenaufnahme und -
prozessierung verwendeten Parameter der zweidimensionalen NMR-Experimente an
Minigramicidin zusammen.

Zuordnung

Die Signale der Spektren wurden mit Hilfe des Programms Felix 2000 (Accelrys Inc.,
San Diego, CA) unter Verwendung des Assignment-Moduls und Anwendung etablierter
Verfahren [325,326] zugeordnet.

6.2.2 Strukturrechnung

Die Strukturrechnung erfolgt mit dem Programm X-PLOR (Version 98.1) von Axel
T. Brünger [328] mit Modifikationen und Protokollen von Michael Nilges, EMBL,
Heidelberg.
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Experiment TD1 a τm [ms] b NS c SI1 d W1 e

TD2 a SI2 d W2 e

Dimer
DQF-COSY 1024 - 24 2048 QSINE, SSB = 3

4096 4096 QSINE, SSB = 2
TOCSY 512 100 ms 24 1024 EM, lb = 2.0

2048 4096 QSINE, SSB = 2
NOESY 512 40, 80, 150 ms 32 1024 EM, lb = 2.0

2048 4096 QSINE, SSB = 2
Monomer
DQF-COSY 1024 - 32 2048 EM, lb = 1.5

4096 4096 QSINE, SSB = 2
TOCSY 512 80 ms 40 2048 QSINE, SSB = 2.3

2048 4096 QSINE, SSB = 2
NOESY 512 70, 150, 300 ms 32 2048 QSINE, SSB = 2

2048 4096 QSINE, SSB = 2

Tabelle 6.2: Aufnahme- und Prozessierungsparameter der Messungen von Minigramicidin.
Alle Messungen wurden mit einer spektralen Weite von 9090.9 Hz in beiden Dimensionen
aufgenommen. Die Temperatur lag bei 300 K für das Dimer und 290 K für das Monomer.
a) Aufgenommene Punkte (real), b) Mischzeit, c) Anzahl der Scans pro Inkrement, d) Pro-
zessierte Punkte (real), e) angewandte Prozessierungsfunktionen mit Parametern (EM =
e-Funktion, lb = line broadening, Faktor für EM, QSINE = quadratische Kosinusfunktion).
Die Spektrometerfrequenz lag bei 600.13 MHz.

Da Minigramicidin mehrere D-Aminosäuren sowie weitere Nicht-Aminosäuren enthält,
wurden die Topologie- und Parameterdateien für den Succinatlinker und den Ethanol-
aminrest angepaßt. Basierend auf den Standard-Kraftfeldern die für NMR-Rechnungen
von X-PLOR bereitgestellt werden, wurden für die D-Aminosäuren die Einträge der
normalen Aminosäuren übernommen und die Definition der Chiralität in der Topolo-
giedatei invertiert.

Für den Succinatlinker und den Ethanolaminrest wurden zuerst mit dem Programm
INSIGHT 2000 (Accelrys Inc., San Diego, CA) die entsprechenden PDB-Dateien der
Strukturen erzeugt. Aus diesen wurden mit dem Programm XPLO2D [383–386] die
Topologie- und Parameterdateien generiert. Diese wurden dann in die schon vorhan-
denen Dateien eingefügt.

Da das Minigramicidin aus zwei zueinander symmetrischen kovalent verknüpften Mo-
nomeren besteht, mußten für die Erzeugung der zur Strukturrechnung nötigen Struk-
turdateien (PSF, PDB) der Gesamtstruktur besondere sogenannte Patch-Residues er-
stellt werden, die eine umgekehrte Verknüpfung der Aminosäuren in C-N-Richtung
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und eine Verknüpfung des Succinatlinkers und des Ethanolamins mit den Aminosäu-
ren erlauben.

Für die Auswertung der Strukturen und Anfertigung der Abbildungen wurden die
Programme MOLMOL, Version 2K.1 von R. Konradi [337], AQUA und PROCHECK-
NMR von R.Laskowski [339] verwendet. Zusätzlich wurden die Ramachandran-Ab-
bildungen für die D-Aminosäuren durch Auslesen der Rückgratwinkel mit Hilfe des
Programms INSIGHT 2000 (Accelrys Inc., San Diego, CA) aus den PDB-Dateien und
Auswertung mit dem Programm Origin 6.1 (OriginLab Corporation, Northhampton,
MA) generiert.

Verwendete NOE- und Kopplungsrestraints

Die folgenden Abschnitte listen die für die Strukturrechnungen verwendeten Restraints
auf. Es sind jeweils nur die einfachen Sätze angegeben. Aufgrund der Symmetrie des
Minigramicidins wurden die Dateien für die tatsächlichen Rechnungen verdoppelt.

NOE-Restraints für das Dimer

assign (resi 1 and name H11 and segid "A") (resi 1 and name H21 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 1 and name H11 and segid "A") (resi 1 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 1 and name H12 and segid "A") (resi 1 and name H21 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 1 and name H12 and segid "A") (resi 1 and name H22 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 1 and name H12 and segid "A") (resi 1 and name HN and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 1 and name H12 and segid "B") (resi 3 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 1 and name H21 and segid "A") (resi 1 and name H11 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 1 and name H21 and segid "A") (resi 1 and name H12 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 1 and name H22 and segid "A") (resi 1 and name H12 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 1 and name H21 and segid "A") (resi 1 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 1 and name H21 and segid "A") (resi 2 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 1 and name H21 and segid "B") (resi 3 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 1 and name HN and segid "A") (resi 1 and name H11 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 1 and name HN and segid "A") (resi 1 and name H12 and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 1 and name HN and segid "A") (resi 1 and name H22 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 1 and name HN and segid "A") (resi 1 and name H21 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 1 and name HN and segid "A") (resi 2 and name HA and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 1 and name HN and segid "B") (resi 3 and name HD2* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 1 and name HN and segid "B") (resi 4 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HA and segid "A") (resi 1 and name H21 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HA and segid "A") (resi 1 and name HN and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HA and segid "A") (resi 2 and name HB1 and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HA and segid "A") (resi 2 and name HB2 and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HA and segid "A") (resi 2 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HA and segid "A") (resi 2 and name HN and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HA and segid "A") (resi 3 and name HA and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HA and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HA and segid "B") (resi 4 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HB1 and segid "A") (resi 2 and name HA and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HB1 and segid "A") (resi 2 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HB1 and segid "A") (resi 2 and name HN and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HB2 and segid "A") (resi 2 and name HA and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HB2 and segid "A") (resi 2 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HB2 and segid "A") (resi 2 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HD1 and segid "A") (resi 2 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HD1 and segid "A") (resi 2 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HD1 and segid "A") (resi 2 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HD1 and segid "A") (resi 2 and name HE1 and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HD1 and segid "A") (resi 3 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HD1 and segid "B") (resi 4 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HE3 and segid "A") (resi 2 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HE3 and segid "A") (resi 2 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HE3 and segid "A") (resi 2 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HE3 and segid "A") (resi 2 and name HZ3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HE3 and segid "B") (resi 4 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HE3 and segid "B") (resi 4 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HE3 and segid "B") (resi 5 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HE3 and segid "B") (resi 5 and name HB1 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HE3 and segid "B") (resi 5 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
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assign (resi 2 and name HE3 and segid "B") (resi 5 and name HD1* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HE3 and segid "B") (resi 5 and name HD2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HN and segid "A") (resi 2 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HN and segid "A") (resi 2 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HN and segid "A") (resi 2 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HN and segid "A") (resi 3 and name HA and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HN and segid "A") (resi 3 and name HD2* and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HN and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 2 and name HN and segid "B") (resi 4 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 2 and name HZ3 and segid "A") (resi 2 and name HE3 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HA and segid "A") (resi 1 and name H12 and segid "B") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HA and segid "A") (resi 1 and name H21 and segid "B") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HA and segid "A") (resi 2 and name HA and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HA and segid "A") (resi 2 and name HN and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HA and segid "A") (resi 3 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HA and segid "A") (resi 3 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HA and segid "A") (resi 3 and name HD1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HA and segid "A") (resi 3 and name HD2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HA and segid "A") (resi 3 and name HG and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HA and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HA and segid "A") (resi 4 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HA and segid "A") (resi 4 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HB1 and segid "B") (resi 1 and name H12 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HB1 and segid "A") (resi 2 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HB1 and segid "A") (resi 2 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HB1 and segid "A") (resi 3 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HB1 and segid "A") (resi 3 and name HG and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HB1 and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HB1 and segid "A") (resi 4 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HB1 and segid "B") (resi 5 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HB1 and segid "B") (resi 5 and name HD2* and segid "A") 6.00 3.80 0.50
assign (resi 3 and name HB1 and segid "B") (resi 6 and name HD1 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HB2 and segid "A") (resi 2 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HB2 and segid "A") (resi 3 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HB2 and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HD1* and segid "B") (resi 1 and name H12 and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HD1* and segid "A") (resi 2 and name HN and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HD1* and segid "A") (resi 3 and name HA and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HD1* and segid "A") (resi 3 and name HB1 and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 3 and name HD1* and segid "A") (resi 3 and name HG and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 3 and name HD1* and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HD1* and segid "B") (resi 5 and name HN and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HD1* and segid "B") (resi 6 and name HD1 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HD1* and segid "B") (resi 6 and name HE1 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HD2* and segid "B") (resi 1 and name H12 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HD2* and segid "B") (resi 1 and name H21 and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HD2* and segid "A") (resi 2 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HD2* and segid "A") (resi 3 and name HA and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HD2* and segid "A") (resi 3 and name HB1 and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HD2* and segid "A") (resi 3 and name HG and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 3 and name HD2* and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HD2* and segid "A") (resi 4 and name HD1 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HD2* and segid "A") (resi 4 and name HE1 and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HG and segid "A") (resi 3 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HG and segid "A") (resi 3 and name HD2* and segid "A") 3.50 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HG and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HG and segid "A") (resi 4 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HG and segid "B") (resi 6 and name HD1 and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HN and segid "A") (resi 1 and name H12 and segid "B") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HN and segid "A") (resi 2 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HN and segid "A") (resi 3 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HN and segid "A") (resi 3 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HN and segid "A") (resi 3 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HN and segid "A") (resi 3 and name HD1* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HN and segid "A") (resi 3 and name HD2* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HN and segid "A") (resi 3 and name HG and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HN and segid "A") (resi 4 and name HA and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HN and segid "A") (resi 4 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HN and segid "A") (resi 4 and name HB2 and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HN and segid "A") (resi 4 and name HE3 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HN and segid "A") (resi 4 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HN and segid "B") (resi 5 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HN and segid "B") (resi 5 and name HD2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 3 and name HN and segid "B") (resi 6 and name HD1 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 3 and name HN and segid "B") (resi 6 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HA and segid "A") (resi 3 and name HA and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HA and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HA and segid "A") (resi 4 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HA and segid "A") (resi 4 and name HB2 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HA and segid "A") (resi 4 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HA and segid "A") (resi 4 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HB1 and segid "B") (resi 1 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HB1 and segid "B") (resi 2 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HB1 and segid "B") (resi 2 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HB1 and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HB1 and segid "A") (resi 4 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HB1 and segid "A") (resi 4 and name HB2 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HB1 and segid "A") (resi 4 and name HD1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
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assign (resi 4 and name HB1 and segid "A") (resi 4 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HB1 and segid "A") (resi 4 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HB1 and segid "B") (resi 6 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HB2 and segid "B") (resi 2 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HB2 and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HB2 and segid "A") (resi 4 and name HA and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HB2 and segid "A") (resi 4 and name HB1 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HB2 and segid "A") (resi 4 and name HD1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HB2 and segid "A") (resi 4 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HB2 and segid "A") (resi 4 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HB2 and segid "B") (resi 6 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HD1 and segid "B") (resi 2 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HD1 and segid "A") (resi 3 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HD1 and segid "A") (resi 3 and name HD2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HD1 and segid "A") (resi 4 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HD1 and segid "A") (resi 4 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HD1 and segid "A") (resi 4 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HD1 and segid "A") (resi 4 and name HE1 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HD1 and segid "B") (resi 6 and name HB* and segid "A") 4.40 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HE1 and segid "A") (resi 3 and name HD2* and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HE1 and segid "A") (resi 3 and name HG and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HE1 and segid "A") (resi 4 and name HD1 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HE1 and segid "B") (resi 6 and name HB* and segid "A") 5.15 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HE3 and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HE3 and segid "A") (resi 4 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HE3 and segid "A") (resi 4 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HE3 and segid "A") (resi 4 and name HB2 and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HE3 and segid "A") (resi 4 and name HZ3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HE3 and segid "B") (resi 6 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HE3 and segid "B") (resi 7 and name HA and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HE3 and segid "B") (resi 7 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HE3 and segid "B") (resi 7 and name HB2 and segid "A") 4.50 2.80 0.50
assign (resi 4 and name HE3 and segid "B") (resi 7 and name HD1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HE3 and segid "B") (resi 7 and name HD2* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HN and segid "A") (resi 1 and name HN and segid "B") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HN and segid "A") (resi 2 and name HA and segid "B") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HN and segid "B") (resi 2 and name HE3 and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HN and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HN and segid "A") (resi 4 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HN and segid "A") (resi 4 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HN and segid "A") (resi 4 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HN and segid "A") (resi 5 and name HA and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HN and segid "A") (resi 5 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HN and segid "A") (resi 5 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HN and segid "A") (resi 5 and name HD2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HN and segid "A") (resi 5 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HN and segid "B") (resi 6 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 4 and name HZ2 and segid "A") (resi 4 and name HE1 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 4 and name HZ3 and segid "A") (resi 4 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HA and segid "B") (resi 3 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HA and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "B") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HA and segid "A") (resi 4 and name HB1 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HA and segid "A") (resi 4 and name HB2 and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HA and segid "A") (resi 4 and name HN and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HA and segid "A") (resi 5 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HA and segid "A") (resi 5 and name HB2 and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HA and segid "A") (resi 5 and name HD1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HA and segid "A") (resi 5 and name HD2* and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HA and segid "A") (resi 5 and name HG and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HA and segid "A") (resi 5 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HA and segid "A") (resi 6 and name HA and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HB1 and segid "A") (resi 4 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HB1 and segid "A") (resi 5 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HB1 and segid "A") (resi 5 and name HB2 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HB1 and segid "A") (resi 5 and name HD1* and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HB1 and segid "A") (resi 5 and name HD2* and segid "A") 6.00 2.80 0.50
assign (resi 5 and name HB1 and segid "A") (resi 5 and name HG and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HB1 and segid "A") (resi 5 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HB1 and segid "B") (resi 8 and name HD1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HB2 and segid "B") (resi 2 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HB2 and segid "A") (resi 4 and name HB2 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HB2 and segid "A") (resi 4 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HB2 and segid "A") (resi 5 and name HA and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HB2 and segid "A") (resi 5 and name HB1 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HB2 and segid "A") (resi 5 and name HD1* and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 5 and name HB2 and segid "A") (resi 5 and name HD2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HB2 and segid "A") (resi 5 and name HG and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HB2 and segid "A") (resi 5 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HB2 and segid "B") (resi 8 and name HD1 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HD1* and segid "B") (resi 2 and name HE1 and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HD1* and segid "A") (resi 4 and name HB2 and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HD1* and segid "A") (resi 4 and name HE3 and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HD1* and segid "A") (resi 4 and name HN and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HD1* and segid "A") (resi 5 and name HA and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HD1* and segid "A") (resi 5 and name HB1 and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HD1* and segid "A") (resi 5 and name HB2 and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 5 and name HD1* and segid "A") (resi 5 and name HD2* and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HD1* and segid "A") (resi 5 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
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assign (resi 5 and name HD1* and segid "A") (resi 6 and name HA and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HD1* and segid "B") (resi 8 and name HD1 and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HD1* and segid "B") (resi 8 and name HE1 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HD2* and segid "B") (resi 2 and name HA and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HD2* and segid "B") (resi 2 and name HE3 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HD2* and segid "B") (resi 3 and name HB1 and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 5 and name HD2* and segid "B") (resi 3 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HD2* and segid "A") (resi 4 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HD2* and segid "A") (resi 5 and name HA and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HD2* and segid "A") (resi 5 and name HB1 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HD2* and segid "A") (resi 5 and name HB2 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HD2* and segid "A") (resi 5 and name HD1* and segid "A") 5.00 2.80 0.75
assign (resi 5 and name HD2* and segid "A") (resi 5 and name HG and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 5 and name HD2* and segid "A") (resi 5 and name HN and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HD2* and segid "A") (resi 6 and name HA and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HD2* and segid "A") (resi 6 and name HB* and segid "A") 5.90 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HD2* and segid "A") (resi 6 and name HE1 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HD2* and segid "B") (resi 8 and name HD1 and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 5 and name HG and segid "A") (resi 5 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HG and segid "A") (resi 5 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HG and segid "A") (resi 5 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HG and segid "A") (resi 5 and name HD2* and segid "A") 3.50 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HG and segid "A") (resi 5 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HN and segid "A") (resi 4 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HN and segid "A") (resi 5 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HN and segid "A") (resi 5 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HN and segid "A") (resi 5 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HN and segid "A") (resi 5 and name HD1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HN and segid "A") (resi 5 and name HD2* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HN and segid "A") (resi 5 and name HG and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HN and segid "A") (resi 6 and name HA and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HN and segid "A") (resi 6 and name HB* and segid "A") 4.40 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HN and segid "A") (resi 6 and name HD1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HN and segid "A") (resi 6 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HN and segid "B") (resi 7 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 5 and name HN and segid "B") (resi 8 and name HB1 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 5 and name HN and segid "B") (resi 8 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HA and segid "A") (resi 5 and name HA and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HA and segid "A") (resi 5 and name HN and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HA and segid "A") (resi 6 and name HB* and segid "A") 2.90 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HA and segid "A") (resi 6 and name HD1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HA and segid "A") (resi 6 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HA and segid "A") (resi 6 and name HN and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HA and segid "B") (resi 8 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HA and segid "B") (resi 8 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HA and segid "B") (resi 8 and name HN and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HB* and segid "B") (resi 3 and name HN and segid "A") 4.40 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HB* and segid "B") (resi 4 and name HE3 and segid "A") 4.40 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HB* and segid "A") (resi 5 and name HN and segid "A") 4.40 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HB* and segid "A") (resi 6 and name HA and segid "A") 2.90 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HB* and segid "A") (resi 6 and name HD1 and segid "A") 4.15 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HB* and segid "A") (resi 6 and name HE3 and segid "A") 4.40 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HB* and segid "A") (resi 6 and name HN and segid "A") 4.40 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HB* and segid "B") (resi 8 and name HN and segid "A") 5.40 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HD1 and segid "B") (resi 3 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HD1 and segid "B") (resi 3 and name HD1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HD1 and segid "B") (resi 3 and name HD2* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HD1 and segid "B") (resi 3 and name HG and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HD1 and segid "A") (resi 5 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HD1 and segid "A") (resi 5 and name HB1 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HD1 and segid "A") (resi 5 and name HD1* and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HD1 and segid "A") (resi 5 and name HD2* and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 6 and name HD1 and segid "A") (resi 5 and name HG and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HD1 and segid "A") (resi 5 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HD1 and segid "A") (resi 6 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HD1 and segid "A") (resi 6 and name HB* and segid "A") 4.15 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HD1 and segid "A") (resi 6 and name HE1 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HD1 and segid "A") (resi 6 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HD1 and segid "B") (resi 8 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HD1 and segid "B") (resi 8 and name HB2 and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HD1 and segid "B") (resi 8 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HD1 and segid "B") (resi 9 and name HG1* and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HE1 and segid "B") (resi 3 and name HD1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HE1 and segid "A") (resi 5 and name HD2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HE1 and segid "A") (resi 6 and name HB* and segid "A") 5.15 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HE1 and segid "A") (resi 6 and name HD1 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HE3 and segid "A") (resi 6 and name HA and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HE3 and segid "A") (resi 6 and name HB* and segid "A") 4.40 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HE3 and segid "A") (resi 6 and name HZ3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HE3 and segid "B") (resi 8 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HE3 and segid "B") (resi 8 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HE3 and segid "B") (resi 8 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HE3 and segid "B") (resi 9 and name HB and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HE3 and segid "B") (resi 9 and name HG1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HN and segid "A") (resi 3 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HN and segid "B") (resi 4 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HN and segid "A") (resi 5 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HN and segid "A") (resi 6 and name HA and segid "A") 3.25 1.80 0.75
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assign (resi 6 and name HN and segid "A") (resi 6 and name HB* and segid "A") 4.15 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HN and segid "A") (resi 6 and name HD1 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HA and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HD1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 6 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HG and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 6 and name HN and segid "B") (resi 8 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HA and segid "B") (resi 4 and name HE3 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HA and segid "B") (resi 5 and name HB2 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HA and segid "A") (resi 5 and name HN and segid "B") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HA and segid "A") (resi 6 and name HB* and segid "A") 5.40 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HA and segid "A") (resi 6 and name HN and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HA and segid "A") (resi 7 and name HB1 and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HA and segid "A") (resi 7 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HA and segid "A") (resi 7 and name HD1* and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HA and segid "A") (resi 7 and name HD2* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HA and segid "A") (resi 7 and name HG and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HA and segid "A") (resi 7 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HA and segid "A") (resi 8 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HB1 and segid "B") (resi 4 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HB1 and segid "A") (resi 6 and name HB* and segid "A") 4.40 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HB1 and segid "A") (resi 6 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HB1 and segid "A") (resi 7 and name HA and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HB1 and segid "A") (resi 7 and name HB2 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HB1 and segid "A") (resi 7 and name HD2* and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 7 and name HB1 and segid "A") (resi 7 and name HG and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HB1 and segid "A") (resi 7 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HB1 and segid "B") (resi 9 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HB2 and segid "B") (resi 4 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HB2 and segid "A") (resi 6 and name HB* and segid "A") 5.15 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HB2 and segid "A") (resi 6 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HB2 and segid "A") (resi 7 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HB2 and segid "A") (resi 7 and name HB1 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HB2 and segid "A") (resi 7 and name HD2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HB2 and segid "A") (resi 7 and name HG and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HB2 and segid "A") (resi 7 and name HN and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HB2 and segid "B") (resi 9 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HD1* and segid "A") (resi 7 and name HA and segid "A") 4.15 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HD1* and segid "A") (resi 7 and name HB1 and segid "A") 4.15 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HD2* and segid "B") (resi 4 and name HE3 and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HD2* and segid "A") (resi 7 and name HA and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HD2* and segid "A") (resi 7 and name HB1 and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 7 and name HD2* and segid "A") (resi 7 and name HB2 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HD2* and segid "A") (resi 7 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HG and segid "A") (resi 7 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HG and segid "A") (resi 7 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HG and segid "A") (resi 7 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HD1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HD2* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HG and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HN and segid "A") (resi 8 and name HA and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 7 and name HN and segid "A") (resi 8 and name HB1 and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HN and segid "A") (resi 8 and name HB2 and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HN and segid "A") (resi 8 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 7 and name HN and segid "B") (resi 9 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HA and segid "A") (resi 7 and name HB1 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HA and segid "A") (resi 8 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HA and segid "A") (resi 8 and name HB2 and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HA and segid "A") (resi 8 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HA and segid "A") (resi 8 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HA and segid "B") (resi 10 and name HB* and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HA and segid "B") (resi 10 and name HG2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HA and segid "B") (resi 10 and name HN and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HA and segid "B") (resi 11 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HB1 and segid "B") (resi 5 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HB1 and segid "B") (resi 6 and name HD1 and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HB1 and segid "B") (resi 6 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HB1 and segid "A") (resi 8 and name HA and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HB1 and segid "A") (resi 8 and name HB2 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HB1 and segid "A") (resi 8 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HB1 and segid "A") (resi 8 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HB1 and segid "A") (resi 9 and name HG1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HB1 and segid "B") (resi 10 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HB2 and segid "B") (resi 6 and name HD1 and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HB2 and segid "B") (resi 6 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HB2 and segid "A") (resi 8 and name HA and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HB2 and segid "A") (resi 8 and name HB1 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HB2 and segid "A") (resi 8 and name HE3 and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HB2 and segid "A") (resi 8 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HB2 and segid "A") (resi 9 and name HG1* and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 8 and name HB2 and segid "B") (resi 10 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HD1 and segid "B") (resi 5 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HD1 and segid "B") (resi 5 and name HB2 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
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assign (resi 8 and name HD1 and segid "B") (resi 5 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HD1 and segid "B") (resi 6 and name HB* and segid "A") 5.40 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HD1 and segid "A") (resi 7 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HD1 and segid "A") (resi 7 and name HD1* and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HD1 and segid "A") (resi 8 and name HA and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HD1 and segid "A") (resi 8 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HD1 and segid "A") (resi 8 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HD1 and segid "A") (resi 8 and name HE1 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HD1 and segid "B") (resi 10 and name HG2* and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HE1 and segid "A") (resi 7 and name HD1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HE1 and segid "A") (resi 7 and name HD2* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HE1 and segid "A") (resi 8 and name HD1 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HE3 and segid "A") (resi 7 and name HD1* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HE3 and segid "A") (resi 8 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HE3 and segid "A") (resi 8 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HE3 and segid "A") (resi 8 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HE3 and segid "A") (resi 8 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HE3 and segid "A") (resi 8 and name HZ3 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HE3 and segid "B") (resi 10 and name HB and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HE3 and segid "B") (resi 10 and name HG2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HE3 and segid "B") (resi 11 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HE3 and segid "B") (resi 11 and name HB and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HE3 and segid "B") (resi 11 and name HG1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HE3 and segid "B") (resi 11 and name HG2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HN and segid "A") (resi 5 and name HN and segid "B") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HN and segid "B") (resi 6 and name HB* and segid "A") 4.40 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HN and segid "B") (resi 6 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HG and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HN and segid "A") (resi 7 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HN and segid "A") (resi 8 and name HA and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HN and segid "A") (resi 8 and name HB1 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HN and segid "A") (resi 8 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HN and segid "A") (resi 8 and name HD1 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HN and segid "A") (resi 9 and name HA and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HN and segid "A") (resi 9 and name HB and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HN and segid "A") (resi 9 and name HG1* and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 8 and name HZ3 and segid "A") (resi 7 and name HD2* and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HZ3 and segid "A") (resi 8 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HZ3 and segid "A") (resi 8 and name HE3 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 8 and name HZ3 and segid "B") (resi 10 and name HB and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HZ3 and segid "B") (resi 10 and name HG2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HZ3 and segid "B") (resi 11 and name HB and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 8 and name HZ3 and segid "B") (resi 11 and name HG1* and segid "A") 6.00 2.80 0.50
assign (resi 8 and name HZ3 and segid "B") (resi 11 and name HG2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HA and segid "B") (resi 6 and name HB* and segid "A") 4.40 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HA and segid "B") (resi 7 and name HB1 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 9 and name HA and segid "B") (resi 7 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HA and segid "A") (resi 7 and name HN and segid "B") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 9 and name HA and segid "A") (resi 8 and name HB1 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 9 and name HA and segid "A") (resi 8 and name HB2 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 9 and name HA and segid "A") (resi 8 and name HN and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 9 and name HA and segid "A") (resi 9 and name HB and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HA and segid "A") (resi 9 and name HG1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HA and segid "A") (resi 9 and name HG2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HA and segid "A") (resi 9 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HA and segid "A") (resi 10 and name HA and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HA and segid "A") (resi 10 and name HG2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HA and segid "B") (resi 11 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 9 and name HB and segid "B") (resi 6 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HB and segid "A") (resi 8 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HB and segid "A") (resi 9 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HB and segid "A") (resi 9 and name HG1* and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 9 and name HB and segid "A") (resi 9 and name HG2* and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 9 and name HB and segid "A") (resi 9 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HB and segid "B") (resi 11 and name HA and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HG1* and segid "B") (resi 6 and name HB* and segid "A") 5.90 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HG1* and segid "B") (resi 6 and name HD1 and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 9 and name HG1* and segid "B") (resi 6 and name HE3 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HG1* and segid "A") (resi 8 and name HA and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HG1* and segid "A") (resi 8 and name HB1 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HG1* and segid "A") (resi 8 and name HB2 and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 9 and name HG1* and segid "A") (resi 8 and name HN and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 9 and name HG1* and segid "A") (resi 9 and name HA and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HG1* and segid "A") (resi 9 and name HB and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 9 and name HG1* and segid "A") (resi 9 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HG1* and segid "A") (resi 10 and name HN and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HG2* and segid "B") (resi 6 and name HB* and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HG2* and segid "A") (resi 8 and name HA and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 9 and name HG2* and segid "A") (resi 8 and name HN and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HG2* and segid "A") (resi 9 and name HA and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HG2* and segid "A") (resi 9 and name HB and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 9 and name HG2* and segid "A") (resi 9 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HG2* and segid "A") (resi 10 and name HN and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HG2* and segid "B") (resi 11 and name HA and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HN and segid "A") (resi 8 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HN and segid "A") (resi 9 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HN and segid "A") (resi 9 and name HB and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HN and segid "A") (resi 9 and name HG1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
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assign (resi 9 and name HN and segid "A") (resi 9 and name HG2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HN and segid "A") (resi 10 and name HA and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 9 and name HN and segid "A") (resi 10 and name HB and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HN and segid "A") (resi 10 and name HG2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 9 and name HN and segid "B") (resi 11 and name HA and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 9 and name HN and segid "B") (resi 11 and name HB and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 9 and name HN and segid "B") (resi 11 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 9 and name HN and segid "B") (resi 12 and name HB* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HA and segid "A") (resi 9 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 10 and name HA and segid "A") (resi 9 and name HN and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 10 and name HA and segid "A") (resi 10 and name HB and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HA and segid "A") (resi 10 and name HG1* and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 10 and name HA and segid "A") (resi 10 and name HG2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HA and segid "A") (resi 10 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HA and segid "A") (resi 11 and name HA and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HA and segid "A") (resi 11 and name HB and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 10 and name HA and segid "A") (resi 11 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HA and segid "B") (resi 12 and name HB* and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 10 and name HA and segid "B") (resi 12 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HB and segid "B") (resi 8 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HB and segid "B") (resi 8 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HB and segid "B") (resi 8 and name HZ3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HB and segid "A") (resi 9 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 10 and name HB and segid "A") (resi 10 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HB and segid "A") (resi 10 and name HG1* and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 10 and name HB and segid "A") (resi 10 and name HG2* and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 10 and name HB and segid "A") (resi 10 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HB and segid "A") (resi 11 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 10 and name HG1* and segid "B") (resi 8 and name HE3 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HG1* and segid "B") (resi 8 and name HZ3 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HG1* and segid "A") (resi 10 and name HA and segid "A") 5.00 2.80 0.50
assign (resi 10 and name HG1* and segid "A") (resi 10 and name HB and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 10 and name HG1* and segid "A") (resi 10 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HG1* and segid "B") (resi 12 and name HB* and segid "A") 6.50 2.80 0.50
assign (resi 10 and name HG2* and segid "B") (resi 8 and name HA and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HG2* and segid "B") (resi 8 and name HE3 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HG2* and segid "B") (resi 8 and name HZ3 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HG2* and segid "A") (resi 9 and name HA and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HG2* and segid "A") (resi 9 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HG2* and segid "A") (resi 10 and name HA and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HG2* and segid "A") (resi 10 and name HB and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 10 and name HG2* and segid "A") (resi 10 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HG2* and segid "A") (resi 11 and name HA and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 10 and name HN and segid "B") (resi 8 and name HB1 and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HN and segid "B") (resi 8 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HN and segid "A") (resi 10 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HN and segid "A") (resi 10 and name HB and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HN and segid "A") (resi 10 and name HG1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HN and segid "A") (resi 10 and name HG2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HN and segid "A") (resi 11 and name HA and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 10 and name HN and segid "A") (resi 11 and name HB and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HN and segid "A") (resi 11 and name HG1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 10 and name HN and segid "A") (resi 11 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HA and segid "B") (resi 8 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HA and segid "B") (resi 8 and name HE3 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HA and segid "A") (resi 9 and name HA and segid "B") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HA and segid "B") (resi 9 and name HB and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HA and segid "A") (resi 9 and name HN and segid "B") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HA and segid "A") (resi 10 and name HA and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HA and segid "A") (resi 10 and name HB and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HA and segid "A") (resi 10 and name HG2* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HA and segid "A") (resi 10 and name HN and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HA and segid "A") (resi 11 and name HB and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HA and segid "A") (resi 11 and name HG1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HA and segid "A") (resi 11 and name HG2* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HA and segid "A") (resi 11 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HA and segid "A") (resi 12 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HA and segid "A") (resi 12 and name HB* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HB and segid "B") (resi 8 and name HB2 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HB and segid "B") (resi 8 and name HE3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HB and segid "B") (resi 8 and name HZ3 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HB and segid "B") (resi 9 and name HN and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HB and segid "A") (resi 10 and name HB and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HB and segid "A") (resi 10 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HB and segid "A") (resi 11 and name HA and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HB and segid "A") (resi 11 and name HG1* and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 11 and name HB and segid "A") (resi 11 and name HG2* and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 11 and name HB and segid "A") (resi 11 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HG1* and segid "B") (resi 8 and name HE3 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HG1* and segid "B") (resi 8 and name HZ3 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HG1* and segid "B") (resi 9 and name HN and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HG1* and segid "A") (resi 11 and name HA and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HG1* and segid "A") (resi 11 and name HB and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 11 and name HG1* and segid "A") (resi 11 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HG2* and segid "B") (resi 8 and name HE3 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HG2* and segid "B") (resi 8 and name HZ3 and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HG2* and segid "B") (resi 9 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HG2* and segid "A") (resi 10 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
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assign (resi 11 and name HG2* and segid "A") (resi 11 and name HA and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HG2* and segid "A") (resi 11 and name HB and segid "A") 4.75 2.80 0.75
assign (resi 11 and name HG2* and segid "A") (resi 11 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HG2* and segid "B") (resi 13 and name H21 and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HG2* and segid "B") (resi 13 and name H22 and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HN and segid "A") (resi 10 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HN and segid "A") (resi 11 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HN and segid "A") (resi 11 and name HB and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HN and segid "A") (resi 11 and name HG1* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HN and segid "A") (resi 11 and name HG2* and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HN and segid "A") (resi 12 and name HA and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HN and segid "A") (resi 12 and name HB* and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HN and segid "A") (resi 12 and name HN and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 11 and name HN and segid "B") (resi 13 and name H21 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 11 and name HN and segid "B") (resi 13 and name H22 and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 12 and name HA and segid "B") (resi 9 and name HN and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 12 and name HA and segid "A") (resi 11 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 12 and name HA and segid "A") (resi 11 and name HN and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 12 and name HA and segid "A") (resi 12 and name HB* and segid "A") 3.50 1.80 0.75
assign (resi 12 and name HA and segid "A") (resi 12 and name HN and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 12 and name HA and segid "A") (resi 13 and name H21 and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 12 and name HA and segid "A") (resi 13 and name H22 and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 12 and name HB* and segid "B") (resi 9 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 12 and name HB* and segid "B") (resi 10 and name HA and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 12 and name HB* and segid "B") (resi 10 and name HG2* and segid "A") 5.50 1.80 0.50
assign (resi 12 and name HB* and segid "B") (resi 10 and name HN and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 12 and name HB* and segid "A") (resi 11 and name HA and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 12 and name HB* and segid "A") (resi 11 and name HN and segid "A") 5.00 1.80 0.50
assign (resi 12 and name HB* and segid "A") (resi 12 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.75
assign (resi 12 and name HB* and segid "A") (resi 12 and name HN and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 12 and name HB* and segid "A") (resi 13 and name H21 and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 12 and name HB* and segid "A") (resi 13 and name H22 and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 12 and name HN and segid "A") (resi 10 and name HA and segid "B") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 12 and name HN and segid "A") (resi 11 and name HN and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 12 and name HN and segid "A") (resi 12 and name HA and segid "A") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 12 and name HN and segid "A") (resi 12 and name HB* and segid "A") 4.75 1.80 0.75
assign (resi 12 and name HN and segid "A") (resi 13 and name H21 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 12 and name HN and segid "A") (resi 13 and name H22 and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 13 and name H21 and segid "A") (resi 11 and name HN and segid "B") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 13 and name H21 and segid "A") (resi 12 and name HA and segid "A") 4.50 1.80 0.50
assign (resi 13 and name H21 and segid "A") (resi 12 and name HB* and segid "A") 6.00 1.80 0.50
assign (resi 13 and name H21 and segid "A") (resi 12 and name HN and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 13 and name H21 and segid "A") (resi 13 and name H22 and segid "A") 2.00 1.80 0.75
assign (resi 13 and name H22 and segid "A") (resi 11 and name HN and segid "B") 3.50 1.80 0.50
assign (resi 13 and name H22 and segid "A") (resi 12 and name HA and segid "A") 4.25 1.80 0.75
assign (resi 13 and name H22 and segid "A") (resi 12 and name HB* and segid "A") 5.75 1.80 0.75
assign (resi 13 and name H22 and segid "A") (resi 12 and name HN and segid "A") 3.25 1.80 0.75
assign (resi 13 and name H22 and segid "A") (resi 13 and name H21 and segid "A") 2.00 1.80 0.75

Kopplungskonstanten-Restraints für das Dimer

assign (resid 2 and name HN and segid "A") (resid 2 and name N and segid "A")
(resid 2 and name CA and segid "A") (resid 2 and name HA and segid "A") 7.54 0.50

assign (resid 3 and name HN and segid "A") (resid 3 and name N and segid "A")
(resid 3 and name CA and segid "A") (resid 3 and name HA and segid "A") 9.02 0.50

assign (resid 4 and name HN and segid "A") (resid 4 and name N and segid "A")
(resid 4 and name CA and segid "A") (resid 4 and name HA and segid "A") 6.39 0.50

assign (resid 5 and name HN and segid "A") (resid 5 and name N and segid "A")
(resid 5 and name CA and segid "A") (resid 5 and name HA and segid "A") 9.26 0.50

assign (resid 6 and name HN and segid "A") (resid 6 and name N and segid "A")
(resid 6 and name CA and segid "A") (resid 6 and name HA and segid "A") 7.10 0.50

assign (resid 7 and name HN and segid "A") (resid 7 and name N and segid "A")
(resid 7 and name CA and segid "A") (resid 7 and name HA and segid "A") 9.65 0.50

assign (resid 8 and name HN and segid "A") (resid 8 and name N and segid "A")
(resid 8 and name CA and segid "A") (resid 8 and name HA and segid "A") 6.27 0.50

assign (resid 9 and name HN and segid "A") (resid 9 and name N and segid "A")
(resid 9 and name CA and segid "A") (resid 9 and name HA and segid "A") 8.94 0.50

assign (resid 10 and name HN and segid "A") (resid 10 and name N and segid "A")
(resid 10 and name CA and segid "A") (resid 10 and name HA and segid "A") 8.50 0.50

assign (resid 11 and name HN and segid "A") (resid 11 and name N and segid "A")
(resid 11 and name CA and segid "A") (resid 11 and name HA and segid "A") 9.81 0.50

assign (resid 12 and name HN and segid "A") (resid 12 and name N and segid "A")
(resid 12 and name CA and segid "A") (resid 12 and name HA and segid "A") 9.24 0.50
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Wasserstoffbrücken-Restraints für das Dimer

assign (resid 3 and name O and segid "A") (resid 4 and name N and segid "B") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 3 and name O and segid "A") (resid 4 and name HN and segid "B") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 3 and name O and segid "B") (resid 4 and name N and segid "A") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 3 and name O and segid "B") (resid 4 and name HN and segid "A") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 5 and name O and segid "A") (resid 6 and name N and segid "B") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 5 and name O and segid "A") (resid 6 and name HN and segid "B") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 5 and name O and segid "B") (resid 6 and name N and segid "A") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 5 and name O and segid "B") (resid 6 and name HN and segid "A") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 7 and name O and segid "A") (resid 8 and name N and segid "B") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 7 and name O and segid "A") (resid 8 and name HN and segid "B") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 7 and name O and segid "B") (resid 8 and name N and segid "A") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 7 and name O and segid "B") (resid 8 and name HN and segid "A") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 9 and name O and segid "A") (resid 10 and name N and segid "B") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 9 and name O and segid "A") (resid 10 and name HN and segid "B") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 9 and name O and segid "B") (resid 10 and name N and segid "A") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 9 and name O and segid "B") (resid 10 and name HN and segid "A") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 11 and name O and segid "A") (resid 12 and name N and segid "B") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 11 and name O and segid "A") (resid 12 and name HN and segid "B") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 11 and name O and segid "B") (resid 12 and name N and segid "A") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 11 and name O and segid "B") (resid 12 and name HN and segid "A") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 6 and name O and segid "A") (resid 3 and name N and segid "B") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 6 and name O and segid "A") (resid 3 and name HN and segid "B") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 6 and name O and segid "B") (resid 3 and name N and segid "A") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 6 and name O and segid "B") (resid 3 and name HN and segid "A") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 8 and name O and segid "A") (resid 5 and name N and segid "B") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 8 and name O and segid "A") (resid 5 and name HN and segid "B") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 8 and name O and segid "B") (resid 5 and name N and segid "A") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 8 and name O and segid "B") (resid 5 and name HN and segid "A") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 10 and name O and segid "A") (resid 7 and name N and segid "B") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 10 and name O and segid "A") (resid 7 and name HN and segid "B") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 10 and name O and segid "B") (resid 7 and name N and segid "A") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 10 and name O and segid "B") (resid 7 and name HN and segid "A") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 12 and name O and segid "A") (resid 9 and name N and segid "B") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 12 and name O and segid "A") (resid 9 and name HN and segid "B") 2.4 2.4 0.0
assign (resid 12 and name O and segid "B") (resid 9 and name N and segid "A") 3.3 3.3 0.0
assign (resid 12 and name O and segid "B") (resid 9 and name HN and segid "A") 2.4 2.4 0.0

NOE-Restraints für das Monomer

assign (resi 1 and name H1*) (resi 1 and name H22) 3.65 2.15 1.25
assign (resi 1 and name H1*) (resi 7 and name HB1) 3.65 2.15 1.25
assign (resi 1 and name H1*) (resi 7 and name HB2) 4.25 1.85 1.85
assign (resi 1 and name H1*) (resi 7 and name HD2*) 5.75 1.85 1.85
assign (resi 1 and name H21) (resi 1 and name H22) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 1 and name H21) (resi 7 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 1 and name H21) (resi 7 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 1 and name H21) (resi 7 and name HD1*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 1 and name H21) (resi 7 and name HD2*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 1 and name H22) (resi 1 and name H21) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 1 and name HN) (resi 1 and name H1*) 3.65 2.15 1.25
assign (resi 1 and name HN) (resi 1 and name H21) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 1 and name HN) (resi 1 and name H22) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 1 and name HN) (resi 2 and name HA) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 1 and name HN) (resi 2 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 2 and name HA) (resi 1 and name H21) 3.65 1.85 1.85
assign (resi 2 and name HA) (resi 2 and name HB1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 2 and name HA) (resi 2 and name HB2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 2 and name HD1) (resi 2 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 2 and name HD1) (resi 2 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 2 and name HE1) (resi 2 and name HD1) 2.15 0.65 0.65
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assign (resi 2 and name HE1) (resi 2 and name HZ2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 2 and name HN) (resi 2 and name HA) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 2 and name HN) (resi 2 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 2 and name HN) (resi 2 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 2 and name HN) (resi 2 and name HD1) 3.35 1.85 1.85
assign (resi 2 and name HN) (resi 3 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 2 and name HN) (resi 8 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 2 and name HN) (resi 9 and name HB) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 2 and name HN) (resi 9 and name HG2*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 3 and name HA) (resi 3 and name HB1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 3 and name HA) (resi 3 and name HB2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 3 and name HA) (resi 9 and name HB) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 3 and name HB1) (resi 3 and name HB2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 3 and name HB2) (resi 3 and name HA) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 3 and name HB2) (resi 3 and name HB1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 3 and name HN) (resi 2 and name HN) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 3 and name HN) (resi 3 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 3 and name HN) (resi 4 and name HA) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 3 and name HN) (resi 4 and name HB*) 3.65 2.15 1.25
assign (resi 4 and name HA) (resi 10 and name HG1*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 4 and name HA) (resi 4 and name HB*) 3.03 0.63 0.63
assign (resi 4 and name HB*) (resi 4 and name HA) 3.65 2.15 1.25
assign (resi 4 and name HD1) (resi 4 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 4 and name HD1) (resi 4 and name HB*) 3.65 2.15 1.25
assign (resi 4 and name HE1) (resi 4 and name HB*) 4.25 1.85 1.85
assign (resi 4 and name HE1) (resi 4 and name HD1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 4 and name HE1) (resi 4 and name HZ2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 4 and name HN) (resi 10 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 4 and name HN) (resi 10 and name HG2*) 4.85 3.35 1.85
assign (resi 4 and name HN) (resi 11 and name HB) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 4 and name HN) (resi 11 and name HN) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 4 and name HN) (resi 4 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 4 and name HN) (resi 4 and name HB*) 3.03 0.63 0.63
assign (resi 4 and name HN) (resi 5 and name HA) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 4 and name HN) (resi 5 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 4 and name HN) (resi 5 and name HD1*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 4 and name HN) (resi 5 and name HD2*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 5 and name HA) (resi 11 and name HB) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 5 and name HA) (resi 11 and name HG*) 4.85 3.35 1.25
assign (resi 5 and name HA) (resi 5 and name HD1*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 5 and name HA) (resi 5 and name HD2*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 5 and name HB1) (resi 5 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 5 and name HB1) (resi 5 and name HB2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 5 and name HB2) (resi 5 and name HB1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 5 and name HD1*) (resi 11 and name HG*) 7.35 5.85 1.25
assign (resi 5 and name HD1*) (resi 12 and name HB*) 4.85 3.35 1.85
assign (resi 5 and name HD1*) (resi 6 and name HB1) 4.85 3.35 1.85
assign (resi 5 and name HD1*) (resi 6 and name HB2) 4.85 3.35 1.85
assign (resi 5 and name HD2*) (resi 5 and name HB1) 3.63 0.63 0.63
assign (resi 5 and name HN) (resi 5 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 5 and name HN) (resi 5 and name HB1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 5 and name HN) (resi 5 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 5 and name HN) (resi 5 and name HD1*) 4.85 3.35 1.85
assign (resi 5 and name HN) (resi 6 and name HA) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 5 and name HN) (resi 6 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 5 and name HN) (resi 6 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 6 and name HA) (resi 6 and name HB1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 6 and name HA) (resi 6 and name HB2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 6 and name HB1) (resi 12 and name HB*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 6 and name HB1) (resi 6 and name HB2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 6 and name HB2) (resi 12 and name HB*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 6 and name HB2) (resi 6 and name HB1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 6 and name HD1) (resi 6 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 6 and name HD1) (resi 6 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 6 and name HD1) (resi 6 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
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assign (resi 6 and name HE1) (resi 6 and name HD1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 6 and name HE1) (resi 6 and name HZ2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 6 and name HE3) (resi 6 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 6 and name HE3) (resi 6 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 6 and name HE3) (resi 6 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 6 and name HH2) (resi 6 and name HZ2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 6 and name HN) (resi 12 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 6 and name HN) (resi 12 and name HB*) 4.85 3.35 1.25
assign (resi 6 and name HN) (resi 12 and name HB*) 4.85 3.35 1.85
assign (resi 6 and name HN) (resi 13 and name H21) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 6 and name HN) (resi 13 and name H21) 2.75 1.25 1.50
assign (resi 6 and name HN) (resi 13 and name H22) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 6 and name HN) (resi 13 and name H22) 2.75 1.25 1.50
assign (resi 6 and name HN) (resi 6 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 6 and name HN) (resi 6 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 6 and name HN) (resi 6 and name HB2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 6 and name HN) (resi 6 and name HD1) 3.35 1.85 1.85
assign (resi 6 and name HN) (resi 7 and name HA) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 6 and name HN) (resi 7 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 6 and name HN) (resi 7 and name HD1*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 7 and name HA) (resi 13 and name H21) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 7 and name HA) (resi 13 and name H21) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 7 and name HA) (resi 13 and name H22) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 7 and name HA) (resi 13 and name H22) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 7 and name HA) (resi 6 and name HA) 3.05 1.25 1.25
assign (resi 7 and name HA) (resi 6 and name HB1) 3.35 1.85 1.85
assign (resi 7 and name HA) (resi 6 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 7 and name HA) (resi 7 and name HB1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 7 and name HA) (resi 7 and name HB2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 7 and name HA) (resi 7 and name HD1*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 7 and name HA) (resi 7 and name HD2*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 7 and name HB1) (resi 1 and name H1*) 3.65 2.15 1.25
assign (resi 7 and name HB1) (resi 1 and name H21) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 7 and name HB1) (resi 7 and name HB2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 7 and name HB1) (resi 7 and name HG) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 7 and name HB2) (resi 7 and name HB1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 7 and name HD1*) (resi 1 and name H21) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 7 and name HD2*) (resi 1 and name H21) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 7 and name HN) (resi 1 and name H21) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 7 and name HN) (resi 1 and name H22) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 7 and name HN) (resi 7 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 7 and name HN) (resi 7 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 7 and name HN) (resi 7 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 7 and name HN) (resi 8 and name HA) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 8 and name HA) (resi 7 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 8 and name HA) (resi 8 and name HB1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 8 and name HA) (resi 8 and name HB2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 8 and name HB2) (resi 8 and name HB1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 8 and name HD1) (resi 8 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 8 and name HD1) (resi 8 and name HB2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 8 and name HE1) (resi 8 and name HD1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 8 and name HE1) (resi 8 and name HH2) 3.35 1.85 1.85
assign (resi 8 and name HE1) (resi 8 and name HZ2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 8 and name HN) (resi 10 and name HG1*) 4.85 3.35 1.85
assign (resi 8 and name HN) (resi 10 and name HG2*) 4.85 3.35 1.85
assign (resi 8 and name HN) (resi 13 and name H21) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 8 and name HN) (resi 13 and name H21) 2.75 1.25 1.50
assign (resi 8 and name HN) (resi 14 and name HB*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 8 and name HN) (resi 8 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 8 and name HN) (resi 8 and name HB1) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 8 and name HN) (resi 8 and name HB2) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 8 and name HN) (resi 9 and name HA) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 8 and name HN) (resi 9 and name HG2*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 9 and name HA) (resi 10 and name HA) 3.35 1.85 1.85
assign (resi 9 and name HA) (resi 14 and name HB*) 4.85 3.35 1.85
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assign (resi 9 and name HA) (resi 8 and name HB1) 3.35 1.85 1.85
assign (resi 9 and name HA) (resi 8 and name HB1) 3.35 1.85 1.85
assign (resi 9 and name HA) (resi 8 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 9 and name HA) (resi 9 and name HB) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 9 and name HA) (resi 9 and name HG1*) 3.63 1.63 0.63
assign (resi 9 and name HA) (resi 9 and name HG2*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 9 and name HB) (resi 9 and name HG1*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 9 and name HB) (resi 9 and name HG2*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 9 and name HN) (resi 10 and name HA) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 9 and name HN) (resi 3 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 9 and name HN) (resi 3 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 9 and name HN) (resi 4 and name HB*) 3.65 2.15 1.25
assign (resi 9 and name HN) (resi 9 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 9 and name HN) (resi 9 and name HB) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 9 and name HN) (resi 9 and name HG1*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 9 and name HN) (resi 9 and name HG2*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 10 and name HA) (resi 10 and name HB) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 10 and name HA) (resi 11 and name HA) 3.35 1.85 1.85
assign (resi 10 and name HA) (resi 4 and name HB*) 3.65 2.15 1.25
assign (resi 10 and name HA) (resi 9 and name HG2*) 4.85 3.35 1.85
assign (resi 10 and name HA) (resi 9 and name HG2*) 4.85 3.35 1.85
assign (resi 10 and name HG1*) (resi 10 and name HA) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 10 and name HG1*) (resi 9 and name HG2*) 5.75 4.25 1.25
assign (resi 10 and name HG2*) (resi 10 and name HA) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 10 and name HN) (resi 10 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 10 and name HN) (resi 10 and name HB) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 10 and name HN) (resi 10 and name HG1*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 10 and name HN) (resi 10 and name HG2*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 10 and name HN) (resi 11 and name HA) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 10 and name HN) (resi 9 and name HN) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 11 and name HA) (resi 11 and name HB) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 11 and name HA) (resi 11 and name HG*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 11 and name HB) (resi 10 and name HG2*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 11 and name HB) (resi 11 and name HG*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 11 and name HB) (resi 5 and name HD1*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 11 and name HB) (resi 5 and name HD2*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 11 and name HG*) (resi 5 and name HD1*) 7.35 5.85 1.25
assign (resi 11 and name HN) (resi 11 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 11 and name HN) (resi 11 and name HB) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 11 and name HN) (resi 11 and name HG*) 4.85 3.35 1.25
assign (resi 11 and name HN) (resi 12 and name HA) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 11 and name HN) (resi 12 and name HB*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 11 and name HN) (resi 12 and name HB*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 11 and name HN) (resi 5 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 11 and name HN) (resi 5 and name HB2) 3.35 1.85 1.85
assign (resi 11 and name HN) (resi 5 and name HD1*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 11 and name HN) (resi 5 and name HD2*) 4.25 1.85 1.85
assign (resi 11 and name HN) (resi 6 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 11 and name HN) (resi 6 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 12 and name HA) (resi 12 and name HB*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 12 and name HA) (resi 6 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 12 and name HA) (resi 6 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 12 and name HB*) (resi 11 and name HG*) 6.35 4.85 1.85
assign (resi 12 and name HB*) (resi 18 and name HB1) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 12 and name HB*) (resi 5 and name HD1*) 6.35 1.85 1.85
assign (resi 12 and name HB*) (resi 7 and name HB1) 5.15 2.10 2.10
assign (resi 12 and name HN) (resi 11 and name HN) 3.35 1.85 1.85
assign (resi 12 and name HN) (resi 12 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 12 and name HN) (resi 12 and name HB*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 12 and name HN) (resi 13 and name H21) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 12 and name HN) (resi 13 and name H22) 2.15 0.65 0.65
assign (resi 12 and name HN) (resi 14 and name HN) 3.35 1.85 1.85
assign (resi 12 and name HN) (resi 18 and name HB1) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 12 and name HN) (resi 18 and name HB2) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 12 and name HN) (resi 18 and name HN) 2.75 1.25 1.25
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assign (resi 12 and name HN) (resi 7 and name HA) 2.75 1.25 1.25
assign (resi 12 and name HN) (resi 7 and name HD1*) 4.85 3.35 1.85
assign (resi 13 and name H21) (resi 19 and name HD2*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 13 and name H21) (resi 7 and name HD1*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 13 and name H21) (resi 7 and name HD1*) 4.25 2.75 1.25
assign (resi 13 and name H22) (resi 7 and name HD2*) 4.25 2.75 1.50

Kopplungskonstanten-Restraints für das Monomer

assign (resid 2 and name HN) (resid 2 and name N)
(resid 2 and name CA) (resid 2 and name HA) 8.91 0.50

assign (resid 3 and name HN) (resid 3 and name N)
(resid 3 and name CA) (resid 3 and name HA) 9.59 0.50

assign (resid 4 and name HN) (resid 4 and name N)
(resid 4 and name CA) (resid 4 and name HA) 9.25 0.50

assign (resid 5 and name HN) (resid 5 and name N)
(resid 5 and name CA) (resid 5 and name HA) 9.40 0.50

assign (resid 6 and name HN) (resid 6 and name N)
(resid 6 and name CA) (resid 6 and name HA) 8.69 0.50

assign (resid 7 and name HN) (resid 7 and name N)
(resid 7 and name CA) (resid 7 and name HA) 9.69 0.50

assign (resid 8 and name HN) (resid 8 and name N)
(resid 8 and name CA) (resid 8 and name HA) 9.89 0.50

assign (resid 9 and name HN) (resid 9 and name N)
(resid 9 and name CA) (resid 9 and name HA) 9.42 0.50

assign (resid 10 and name HN) (resid 10 and name N)
(resid 10 and name CA) (resid 10 and name HA) 9.56 0.50

assign (resid 11 and name HN) (resid 11 and name N)
(resid 11 and name CA) (resid 11 and name HA) 9.38 0.50

assign (resid 12 and name HN) (resid 12 and name N)
(resid 12 and name CA) (resid 12 and name HA) 9.69 0.50

Verwendete Protokolle für die Strukturrechnungen

Simulated Annealing Protokoll (sa.inp)

remarks xplor file simulated annealing for a proteine

{**************************************************}
{*** reading data ***}
{**************************************************}

@read_all_global.dat

evaluate( $iniseed = 283745)

evaluate( $init_t = 2000) { initial simulated annealing temperature }
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evaluate( $high_steps = 6500)
evaluate( $cool1_steps = 5000)
evaluate( $cool2_steps = 2000)
evaluate( $coup_steps = 4000)
evaluate( $final1_t = 1000) { K }
evaluate( $final2_t = 100) { K }
evaluate( $tempstep = 50) { K }

structure @@minigrami_A.psf end
structure @@minigrami_B.psf end

coor@minigrami_A.pdb
coor@minigrami_B.pdb

parameter @@$file_paramete end

parameter
bond ( name sg)( name sg) 0.0 TOKEN
angle ( all)( name sg)( name sg) 0.0 TOKEN

end

@@read_experimental_data.xplor { reads experimental data }

{**************************************************}
{*** setting parameters ***}
{**************************************************}

flags exclude * include bonds angle impr vdw end
if( $flag_diheangl = 1) then flags include dihe end end if
if( $flag_restrain = 1) then flags include noe end end if
if( $flag_dihedral = 1) then flags include cdih end end if
if( $flag_relaxate = 1) then flags include rela end end if

vector do( fbeta = 10)( all) { friction coefficient for MD heatbath, in 1/ps }
vector do( mass = 100)( all)

evaluate( $kcdih = 5)
restraints dihedral scale = $kcdih end {initial weight - will be modified later}

{**************************************************}
{*** simulated annealing main loop ***}
{**************************************************}

evaluate ($count = $ini_count)
while ($count < $end_count ) loop main

evaluate( $count = $count + 1)
evaluate( $nreassign = 0)
coor @@$file_startpdb
evaluate( $seed = $count * $iniseed)
set seed $seed end

@sa_l_randomchain.xplor

evaluate( $cpu1 = $cpu)

evaluate( $ncycle = ( $init_t-$final1_t) / $tempstep)
evaluate( $nstep = int( $cool1_steps / $ncycle))

@setup_swapnew.xplor

vector ident( store2)( store1)
parameter

improper( store2)( store2)( all)( all) 0.0 TOKEN TOKEN
improper( all)( all)( store2)( store2) 0.0 TOKEN TOKEN
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end

@@sa_l_initial_values.xplor

parameter
angle( store2)( all)( store2) $ini_flt TOKEN
angle( all) ( all)( store2) $ini_flt TOKEN

end

parameter
nbonds
atom
cutnb = 12
tolerance = 3.5
repel = 1.2
wmin = 0.5
rexp = 2
irexp = 2
rcon = 1.
nbxmod = 4

end
end

@@sa_l_reduced.xplor { defines store1 }

constraints
interaction( all)( not store1) weights * 1 angl 1.0 impr 1.0 dihe 1.0 vdw 0.0 elec 0 end
interaction( store1)( store1) weights * 1 angl 1.0 impr 1.0 dihe 1.0 vdw 0.1 elec 0 end

end

{ 1 ================================================= initial minimization }

evaluate( $filename = $file_strucpdb + "start_" + encode($count) + ".pdb")
@@print_coorheader.xplor

if( $flag_compare = 1) then @compare_structures.xplor end if
restraints dihedral scale=5. end
noe potential * soft scale * 1.0 asymptote * 2.0 end
minimize powell nstep=50 drop=10. nprint=10 end
if( $flag_compare = 1) then @compare_structures.xplor end if

{ 2 ============================================ high temperature dynamics }

@sa_l_hightemp.xplor

{ 3 ============================================================ cooling 1 }

@sa_l_cool1.xplor

{ 4 ============================================================ cooling 2 }

@sa_l_cool2.xplor

{ 5 ============================================ using coupling restraints }

if( $flag_coupling = 1) then @sa_l_coupling.xplor end if
{increases coupling force constant}

{ 6 =================================================== final minimization }

if( $flag_restrain = 1)
then

flags exclude * include noe end
evaluate ($swap = 1.001)
@swap15v.xplor
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flags include bonds angle impr vdw end
if( $flag_diheangl = 1) then flags include dihe end end if
if( $flag_dihedral = 1) then flags include cdih end end if
if( $flag_relaxate = 1) then flags include rela end end if
if( $flag_coupling = 1) then flags include coup end end if

end if
minimize powell nstep=200 drop=10.0 nprint=25 end

if( $flag_compare = 1) then @compare_structures.xplor end if

{ 7 ===================================== write out the final structure(s) }

evaluate( $filename = $file_strucpdb + encode($count) + ".pdb")
@@print_coorheader.xplor
write coordinates sele =( all) output = $filename end

end loop main

stop

Einlesen der Parameter und Dateien (read_all_global.dat)

remark file for global parameters for xplor md run for peptides

evaluate( $file_topology = "minigrami.top")
evaluate( $file_paramete = "minigrami.param")
evaluate( $file_sequence = "")
evaluate( $file_disulfid = "")
evaluate( $file_pepbonds = "minigrami.link")
evaluate( $file_strucpsf = "minigrami.psf")
evaluate( $file_startpdb = "minigrami_start.pdb")
evaluate( $file_struclis = "../str/")
evaluate( $file_strucpdb = "../str/minimono_")

evaluate( $flag_diheangl = 0) {* dihedral angle from topology file *}
evaluate( $flag_disulfid = 0) {* disulfid bridges *}
evaluate( $flag_restrain = 1) {* noe and other distance restraints *}
evaluate( $flag_ambivale = 0) {* ambivalent distance restraints *}
evaluate( $flag_relaxate = 0) {* relaxation matrix approach *}
evaluate( $flag_dihedral = 0) {* dihedral angle retsraints *}
evaluate( $flag_coupling = 1) {* couplings at karplus curve fitting *}
evaluate( $flag_compare = 0) {* compare structure with other *}

evaluate( $file_restrain = "../rst/noes_minimonomer.upl")
evaluate( $file_ambivale = "../rst/")
evaluate( $file_relaxate = "../rst/")
evaluate( $file_dihedral = "../rst/")
evaluate( $file_coupling = "../rst/j_minimono.upl")
evaluate( $file_compare = "../rst/")

evaluate( $start_compare = 1) { start count for comparing }
evaluate( $end_compare = 99) { end count for comparing }
evaluate( $ini_count = 0) { starting count }
evaluate( $end_count = 100) { final count }

Randomisierung der Struktur (sa_l_randomchain.xplor)

remarks xplor file randomize chain coordinates for a proteine

{**************************************************}
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{*** setting parameters ***}
{**************************************************}

set message off echo off end

vector do( store1 = 0)( all)
vector do( store2 = 0)( all)

{**************************************************}
{*** loop throu all alpha carbons ***}
{**************************************************}

for $id in id (name ca) loop pept

vector show element( resid)( id $id)
evaluate( $res = $result)

vector show element( segid)( id $id)
evaluate( $seg = $result)

vector do( store2 = 1)( byres( id $id))

evaluate( $phi = random() * 360 - 180)
evaluate( $psi = random() * 360 - 180)

{*** all atoms up to the present ca are held fixed for phi rotation ***}

vector do( store1 = 1)(( store2 and( name n or name hn or name ht* or name ca)))

{*** rotate phi ***}

coor
rotate sele = ( attribute store1 = 0)
center( head( store2 and name ca))
axis( head( store2 and name ca)

head( store2 and name ca)
tail( store2 and name n)) $phi

end

{*** fix the sidechain of the current residue for psi rotation ***}

vector do( store1 = 1)(( store2 and not( name c or name o or name ot#)))

{*** rotate psi ***}

coor
rotate sele = ( attribute store1 = 0 and segid $seg)
center( head( store2 and name c))
axis( head( store2 and name c)

tail( store2 and name ca)) $psi
end

{*** fix all of current residue ***}

vector do( store1 = 1)( store2)
vector do( store2 = 0)( byres( id $id))

end loop pept

set message on echo on end
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Definition der enantiotopen Protonen für das Swap-Modul
(setup_swapnew.xplor)

remarks xplor file setting up hydrogens fo exchange for a proteine

{**************************************************}
{*** setting up hydrogens vor exchange ***}
{**************************************************}

vector do( q = 0)( all)
vector do( store1 = 0)( all)
vector do( store1 = store1 + 1)((resn dle and name cd*)
or (resn val and name cg*)
or (resn dl1 and name cd*)
or (resn va1 and name cg*))

set echo off message off end
for $id in id
((resn dle and name hb1)
or (resn dl1 and name hb1)
or (resn eta and name h11)
or (resn eta and name h21)
or (resn et1 and name h11)
or (resn et1 and name h21)
or (resn suc and name h21)
or (resn suc and name h31)
or (resn trp and name hb1)
or (resn tr1 and name hb1))

loop meth
vector show element( resid)( id $id)
eval( $resid = $result)

vector show element( name)( id $id)
eval( $name = $result - "1" + "%")

coor sele =( resid $resid and name $name) end
if( $select = 2) then

vector do( store1 = store1 + 1)( resid $resid and name $name)
end if

end loop meth

set echo on message on end

Definition der Kraftkonstanten für die Rechnungen
(sa_l_initial_values.xplor)

remarks xplor file setting starting parameters for sa of a proteine

{**************************************************}
{*** setting initial parameters ***}
{**************************************************}

evaluate( $ini_rad = 0.9) evaluate( $fin_rad = 0.78)
evaluate( $ini_con = 0.003) evaluate( $fin_con = 4.0)
evaluate( $ini_flt = 5) evaluate( $fin_flt = 500)
evaluate( $ini_ang = 1.0) evaluate( $fin_ang = 1.0)
evaluate( $ini_imp = 1.0) evaluate( $fin_imp = 1.0)
evaluate( $ini_dih = 1.0) evaluate( $fin_dih = 1.0)
evaluate( $ini_amb = 1.0) evaluate( $fin_amb = 50.0)
evaluate( $ini_cen = 1.0) evaluate( $fin_cen = 10.0)
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evaluate( $ini_bor = 1.0) evaluate( $fin_bor = 40.0)

evaluate( $bath = $init_t)

evaluate( $k_vdw = $ini_con)
evaluate( $k_vdwfact = ( $fin_con / $ini_con)^( 1 / $ncycle))

evaluate( $radius = $ini_rad)
evaluate( $radfact = ( $fin_rad / $ini_rad)^( 1 / $ncycle))

evaluate( $k_flt = $ini_flt)
evaluate( $flt_fac = ( $fin_flt / $ini_flt)^( 1 / $ncycle))

evaluate( $k_ang = $ini_ang)
evaluate( $ang_fac = ( $fin_ang / $ini_ang)^( 1 / $ncycle))

evaluate( $k_imp = $ini_imp)
evaluate( $imp_fac = ( $fin_imp / $ini_imp)^( 1 / $ncycle))

evaluate( $k_dih = $ini_dih)
evaluate( $dih_fac = ( $fin_dih / $ini_dih)^( 1 / $ncycle))

evaluate( $k_amb = $ini_amb)
evaluate( $amb_fac = ( $fin_amb / $ini_amb)^( 1 / $ncycle))

evaluate( $k_cen = $ini_cen)
evaluate( $cen_fac = ( $fin_cen / $ini_cen)^( 1 / $ncycle))

evaluate( $k_bor = $ini_bor)
evaluate( $bor_fac = ( $fin_bor / $ini_bor)^( 1 / $ncycle))

Hochtemperaturphase (sa_l_hightemp.xplor)

remarks xplor file high tmperature phase for a proteine

{**************************************************}
{*** reading data ***}
{**************************************************}

@read_all_global.dat

{**************************************************}
{*** setting parameters ***}
{**************************************************}

evaluate( $nstep1 = int( $high_steps / 5.0))

vector do( vx = maxwell( $init_t))( all)
vector do( vy = maxwell( $init_t))( all)
vector do( vz = maxwell( $init_t))( all)

{**************************************************}
{*** main cycle ***}
{**************************************************}

for $knoe in (3.125 6.25 12.5 25 50) loop anne
noe scale dist $knoe scale ambi $ini_amb scale hbon $ini_amb end

if( $flag_restrain = 1)
then

display SWAP
energy end
flags exclude * include noe end
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evaluate( $swap = 1.001)
@swap15v.xplor
flags include bonds angle impr vdw end
if( $flag_diheangl = 1) then flags include dihe end end if
if( $flag_dihedral = 1) then flags include cdih end end if
if( $flag_relaxate = 1) then flags include rela end end if
display SWAP
energy end

end if

evaluate( $kvdw = $knoe * 0.002)
constraints
interaction( all)( not store1) weights * 1 angl 1.0 impr 1.0 vdw 0.0 elec 0 end
interaction( store1)( store1) weights * 1 angl 1.0 impr 1.0 vdw $kvdw elec 0 end

end

dynamics verlet
nstep = $nstep1
timestep = 0.005
iasvel = current
firstt = $init_t
tcoupling = true
tbath = $init_t
nprint = 50
iprfrq = 0
ntrfrq = 9999

end

if( $flag_compare = 1) then @compare_structures.xplor end if

{**************************************************}
{*** abort conditions ***}
{**************************************************}

evaluate( $critical = $temp / $init_t)
if( $critical > 1.2) then
evaluate( $nreassign = $nreassign + 1)
mini powell nstep 100 end
vector do( vx = maxwell( $init_t))( all)
vector do( vy = maxwell( $init_t))( all)
vector do( vz = maxwell( $init_t))( all)

end if
end loop anne

Erste Abkühlphase (sa_l_cool1.xplor)

remarks xplor file first cooling phase for a proteine

{**************************************************}
{*** reading data ***}
{**************************************************}

@read_all_global.dat

{**************************************************}
{*** setting parameter ***}
{**************************************************}

vector do( vx=maxwell( $init_t))( all)
vector do( vy=maxwell( $init_t))( all)
vector do( vz=maxwell( $init_t))( all)

evaluate ($swap = 0.05)

232



6.2 Strukturaufklärung von Minigramicidin

restraints dihedral scale=200. end

parameter { parameters for the repulsive energy term }
nbonds

repel = 1. { initial value for repel - modified later }
rexp = 2
irexp = 2
rcon = 1.
nbxmod = 3
wmin = 0.01
cutnb = 4.5
ctonnb = 2.99
ctofnb = 3.
tolerance = 0.5

end
end

{**************************************************}
{*** cooling cycle ***}
{**************************************************}

evaluate( $ncycle = ( $init_t - $final1_t) / $tempstep)
evaluate( $nstep = int( $cool1_steps / $ncycle))

evaluate ($i_cool = 0)
while ($i_cool < $ncycle) loop cool
evaluate( $i_cool = $i_cool + 1)

evaluate( $bath = $bath - $tempstep)
evaluate( $k_vdw = min( $fin_con, $k_vdw * $k_vdwfact))
evaluate( $radius = max( $fin_rad, $radius * $radfact))
evaluate( $k_flt = $k_flt * $flt_fac)
evaluate( $k_ang = $k_ang * $ang_fac)
evaluate( $k_imp = $k_imp * $imp_fac)
evaluate( $k_amb = $k_amb * $amb_fac)
evaluate( $k_cen = $k_cen * $cen_fac)

if( $flag_restrain = 1)
then

flags exclude * include noe end
@swap15v.xplor
flags include bonds angle impr vdw end
if( $flag_diheangl = 1) then flags include dihe end end if
if( $flag_dihedral = 1) then flags include cdih end end if
if( $flag_relaxate = 1) then flags include rela end end if

end if

parameter
angle( store2)( all)( store2) $k_flt TOKEN
angle( all)( all)( store2) $k_flt TOKEN
nbonds repel = $radius end

end

constraints
interaction( all)( all) weights * 1 vdw $k_vdw end

end
noe scale dist $knoe scale ambi $k_amb scale hbon $k_amb end

dynamics verlet
nstep = $nstep
time = 0.005
iasvel = current
firstt = $bath
tcoup = true

233



6 Experimentelle Vorschriften

tbath = $bath
nprint = $nstep
iprfrq = 0
ntrfrq = 99999

end

if( $flag_compare = 1) then @compare_structures.xplor end if

{**************************************************}
{*** abort conditions ***}
{**************************************************}

evaluate( $critical = $temp / $bath)
if( $critical > 1.2) then

evaluate( $nreassign = $nreassign + 1)
mini powell nstep 100 end
vector do( vx=maxwell( $bath))( all)
vector do( vy=maxwell( $bath))( all)
vector do( vz=maxwell( $bath))( all)

end if

end loop cool

Zweite Abkühlphase (sa_l_cool2.xplor)

remarks xplor file second cooling phase for a proteine

{**************************************************}
{*** reading data ***}
{**************************************************}

@read_all_global.dat

{**************************************************}
{*** setting parameter ***}
{**************************************************}

constraints interaction( all)( all) weights * 1. vdw 4. end end

{**************************************************}
{*** cooling cycle ***}
{**************************************************}

evaluate( $ncycle = ( $bath - $final2_t) / $tempstep)
evaluate( $nstep = int( $cool2_steps / $ncycle))

evaluate( $i_cool = 0)
while( $i_cool < $ncycle) loop cool
evaluate( $i_cool = $i_cool + 1)

evaluate( $bath = $bath - $tempstep)

if( $flag_restrain = 1)
then

flags exclude * include noe end
@swap15v.xplor
flags include bonds angle impr vdw end
if( $flag_diheangl = 1) then flags include dihe end end if
if( $flag_dihedral = 1) then flags include cdih end end if
if( $flag_relaxate = 1) then flags include rela end end if

end if
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dynamics verlet
nstep = $nstep
time = 0.005
iasvel = current
firstt = $bath
tcoup = true
tbath = $bath
nprint = $nstep
iprfrq = 0
ntrfrq = 9999

end

if( $flag_compare = 1) then @compare_structures.xplor end if

{**************************************************}
{*** abort conditions ***}
{**************************************************}

evaluate( $critical = $temp / $bath)
if( $critical > 1.2) then

evaluate( $nreassign = $nreassign + 1)
mini powell nstep 100 end
vector do( vx = maxwell( $bath))( all)
vector do( vy = maxwell( $bath))( all)
vector do( vz = maxwell( $bath))( all)

end if

end loop cool

Einbindung der Kopplungskonstanten (sa_l_coupling.xplor)

remarks xplor file high tmperature phase for a proteine

{**************************************************}
{*** reading data ***}
{**************************************************}

@read_all_global.dat

{**************************************************}
{*** setting parameters ***}
{**************************************************}

evaluate( $nstep1 = int( $coup_steps / 4.0))

vector do( vx = maxwell( $final2_t))( all)
vector do( vy = maxwell( $final2_t))( all)
vector do( vz = maxwell( $final2_t))( all)

{**************************************************}
{*** main cycle ***}
{**************************************************}

for $kcou in (0.3125 0.625 1.25 2.5) loop anne
coup class standard force = $kcou end

if( $flag_restrain = 1)
then

flags exclude * include noe end
evaluate ($swap = 1.001)
@swap15v.xplor
flags include bonds angle impr vdw end
if( $flag_diheangl = 1) then flags include dihe end end if
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if( $flag_dihedral = 1) then flags include cdih end end if
if( $flag_relaxate = 1) then flags include rela end end if
if( $flag_coupling = 1) then flags include coup end end if

end if

dynamics verlet
nstep = $nstep1
timestep = 0.005
iasvel = current
firstt = $final2_t
tcoupling = true
tbath = $final2_t
nprint = 50
iprfrq = 0
ntrfrq = 9999

end

{**************************************************}
{*** abort conditions ***}
{**************************************************}

evaluate( $critical = $temp / $final2_t)
if( $critical > 1.2) then

evaluate( $nreassign = $nreassign + 1)
mini powell nstep 100 end
vector do( vx = maxwell( $final2_t))( all)
vector do( vy = maxwell( $final2_t))( all)
vector do( vz = maxwell( $final2_t))( all)

end if
end loop anne
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6.3 Experimentelle Daten des molekularen
Schalters

6.3.1 NMR-Spektroskopie

Aufnahme und Prozessierung der Spektren

Die NMR-Messungen der Verbindung 13 wurden an einer ca. 10 mM Lösung, die für 16
an einer ca. 2 mM Lösung in CDCl3 bei einer Temperatur von 293 K durchgeführt.

Alle Messungen wurden an 800 und 600 MHz Spektrometern (Firma Bruker, Karlsru-
he) am MPI in Göttingen und an der Humboldt-Universität zu Berlin durchgeführt.
Die chemischen Verschiebungen wurden auf das Signal von Chloroform bei 7.25 ppm
kalibriert.

Die NMR-Daten wurden mit Hilfe des Programms XWINNMR, Version 3.1 (Bruker,
Karlsruhe) prozessiert.

Die folgende Tabelle 6.3 auf der nächsten Seite faßt die zur Datenaufnahme und -
prozessierung verwendeten Parameter der zweidimensionalen NMR-Experimente an
den molekularen Schaltern 13 und 16 zusammen.
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Experiment B0 SWH TD1a τm [ms]b NSc SI1d W1e

[MHz] [Hz] TD2 a SI2 d W2 e

13
DQF-COSY 600 4807.22 1024 – 12 2048 QSINE, SSB = 2

8192 8192 QSINE, SSB = 3.5
DQF-COSY 800 2790.18 1024 – 16 2048 QSINE, SSB = 2

8192 16384 QSINE, SSB = 3.5
TOCSY 600 4807.22 512 100, 150 8 1024 QSINE, SSB = 2

4096 4096 QSINE, SSB = 2.5
ROESY 600 4807.22 512 100, 200, 16 1024 QSINE, SSB = 2

4096 300 4096 QSINE, SSB = 3.5
16
DQF-COSY 600 7246.37 512 - 48 1024 QSINE, SSB = 2

2048 4096 QSINE, SSB = 2
ROESY 600 7246.37 512 400 40 2048 QSINE, SSB = 2

2048 4096 QSINE, SSB = 2

Tabelle 6.3: Aufnahme- und Prozessierungsparameter der Messungen der molekularen
Schalter 13 und 16. Alle Messungen wurden bei einer Temperatur von 293 K durchge-
führt. a) Aufgenommene Punkte (real), b) Mischzeit, c) Anzahl der Scans pro Inkrement,
d) Prozessierte Punkte (real), e) angewandte Prozessierungsfunktionen mit Parametern (EM
= e-Funktion, QSINE = quadratische Kosinusfunktion). Die Spektrometerfrequenzen lagen
bei 600 und 800 MHz.
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Zuordnung

Die Zuordnung der Signale wurde von Dr. Michael Karle aus dem Arbeitskreis von
Prof. Koert in Marburg mit dem Programm XWINNMR 3.2 durch Kombination der
DQF-COSY-, TOCSY- und ROESY-Spektren durchgeführt. In der folgenden Tabel-
le 6.4 sind die Zuordnungen für die Protonen in den Dekalingerüsten von 13 und 16
aufgelistet.

Proton 1Hδ[ppm]13 1Hδ[ppm]16
1 ax 2.033 1.575
1 äq 1.560 1.879
1’ ax 1.971 1.285
1’ äq 1.793 1.744
2 1.461 1.460
2’ 1.489 1.845
3 1.563 1.264
3’ 1.707 1.703
4 ax 1.921 1.647
4 äq 1.377 1.340
4’ ax 1.564 2.127
4’ äq 1.601 1.417
4a 1.853 1.496
4a’ 1.511 –
5 ax 1.599 1.685
5 äq 1.504 1.889
5’ ax 1.588 1.240
5’ äq 1.750 1.771
6 3.443 4.795
6’ 3.324 3.140
7 3.647 4.915
7’ 3.433 3.225
8 ax 1.617 1.917
8 äq 1.606 1.490
8’ ax 1.806 1.320
8’ äq 1.433 1.725
8a 1.925 2.044
8a’ 1.562 –

Tabelle 6.4: Zuordnung der Dekalinprotonen von 13 und 16.
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6.3.2 Strukturrechnung

Die Strukturrechnung erfolgte mit dem InsightII, Version 2000.1 und demModul Disco-
ver 2 (Accelrys Incl., San Diego, CA). Es wurde das in Insight enthaltene cvff -Kraftfeld
im Vakuum genutzt. Die entsprechenden Topologie- und Parameter-Dateien sind schon
in Insight II/Discover implementiert. Die MD-Rechnung wurde mit Starttemperaturen
von 1500 K begonnen und dann auf 298 K abgekühlt. Dann wurde die restraints akti-
viert und eine finale Minimierung durchgeführt. Es wurden jeweils Ensembles von 100
Strukturen berechnet und davon die zehn energetisch niedrigsten weiter analysiert.

Die Auswertung der gerechneten Strukturen erfolgte mit dem Programm Insight, Ver-
sion 2000.1.

Für die Rechnungen verwendetes MD-Protokoll

! INPUT FILE FOR DISCOVER GENERATED BY INSIGHT
!
! Beispielfile fuer Simulated Annealing
! bei 1500 K (10*1ps) und Abkuehlung auf 200 K
!
!

overlap = 0.1
timtmp = 0.050000
cutoff = 10000.000000
cutdis = 9999.000000
swtdis = 1.5

begin simulation
* add-automatic bond torsion valence out-of-plane
scale 1-4 parameters by 0.500000
set dielectric= 1*r

initialize dynamics
* for 1000 iterations
* at 1500.000 K
* steps of 1.000
* no morse
* no cross
* write history file every 500 steps

!
! Dynamik bei 1500 K fuer 1 ps
!

ifile = 1
loop resume dynamics

* for 500 iterations
* no morse
* no cross

!
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! Abkuehlung auf 298 K
!

resume dynamics
* for 500 iterations
* at 298 K
* no morse
* no cross

!
! Minimierung der eingefrorenen Struktur

constrain using "abr22.rstrnt"
!

Minimize
* no morse
* no cross
* for 500 iterations
* using steep descents
* until the maximum derivative is less than 1.000000000 kcal/A

!
Minimize
* no morse
* no cross
* for 3000 iterations
* using conjugate gradients
* until the maximum derivative is less than 0.100000000 kcal/A

!
Minimize
* no cross
* for 3000 iterations
* using conjugate gradients
* until the maximum derivative is less than 0.010000000 kcal/A
log energy summary
log noe_dist violations
log dihedral violations
log hbonds

!
! Archivierung der ermittelten Struktur
!

archive as file number ifile
!
! Wiedererhitzen auf 1500 K
!

Minimize
* no morse
* no cross
* using steep descents
* until the maximum derivative is less than 1

!
resume dynamics
* for 1000 iterations
* at 1500 K
* no morse
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* no cross
!

ifile = ifile + 1
if ifile .le. 100 then loop

!
end

Verwendete ROE- und Dihedralwinkelrestraints

Die folgenden Abschnitte listen die für die Strukturrechnungen verwendeten Restraints
für die Verbindungen 13 und 16 auf.

ROE-Restraints für 13

!BIOSYM restraint 1
#NOE_distance
1:CYHX_1J:H31 1:CYHX_1J:H4 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1J:H31 1:METH_1M:H12 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1J:H31 1:CYHX_1J:H2 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1J:H32 1:CYHX_1J:H2 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1J:H1 1:CYHX_1J:H2 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1J:H62 1:CYHX_1J:H1 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1J:H62 1:CYHX_1J:H4 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1O:H1 1:CYHX_1J:H32 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1O:H1 1:METH_1N:H12 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1P:H1 1:METH_1M:H11 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1P:H1 1:METH_1N:H11 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1P:H1 1:CYHX_1J:H5 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1:H31 1:CYHX_1:H2 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1AB:H11 1:CYHX_1:H61 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1AB:H11 1:METH_1AD:H1 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1AB:H12 1:METH_1AE:H1 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1AC:H12 1:METH_1AD:H1 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1:H4 1:CYHX_1:H32 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1:H4 1:CYHX_1:H31 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1:H5 1:CYHX_1:H62 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1:H5 1:CYHX_1:H61 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0

ROE- und Dihedralwinkel-Restraints für 16

!BIOSYM restraint 1
#NOE_distance
1:CYHX_1:H4 1:CYHX_1:H31 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1:H4 1:CYHX_1:H2 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1:H4 1:CYHX_1:H62 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1:H5 1:CYHX_1:H61 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1:H5 1:METH_1AB:H12 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:CYHX_1:H5 1:CYHX_1:H32 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1AD:H1 1:METH_1AB:H12 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1AD:H1 1:METH_1AE:H1 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
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1:METH_1P:H1 1:METH_1N:H12 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1P:H1 1:METH_1N:H11 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1O:H1 1:METH_1M:H11 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
1:METH_1O:H1 1:METH_1M:H12 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
!1:CYHX_1J:H1 1:CYHX_1J:H32 1.80 2.50 0.000 1.000 50.000 1000.0
#3J_dihedral
1:CYHX_1J:H1 1:CYHX_1J:C1 1:CYHX_1J:C2 1:CYHX_1J:H2 0 0 50.00 50.00 1000.000 180.00
1:METH_1P:H1 1:METH_1P:C1 1:METH_1O:C1 1:METH_1O:H1 0 0 50.00 50.00 1000.000 60.00
1:CYHX_1:H5 1:CYHX_1:C5 1:CYHX_1:C4 1:CYHX_1:H4 0 0 50.00 50.00 1000.000 180.00
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Kationenkontrolle bei der
Funktionsprogrammierung von Helices:
Strukturen eines d,l-Peptid-Ionenkanals**

Hans-Dieter Arndt, Dirk Bockelmann,
Andrea Knoll, Stefanie Lamberth,
Christian Griesinger* und Ulrich Koert*

Molek¸le, die sich kontrolliert in helicale Strukturen falten,
eignen sich hervorragend zur Erzeugung von Funktionsein-
heiten. Helices dienen dazu, Information zu speichern und zu
prozessieren (DNS-Doppelhelix),[1] bilden die Grundlage f¸r
steife Materialien (Tripelhelix des Kollagens),[2] vermitteln
Transportprozesse (b-Helix der d,l-Peptide)[3] und kˆnnen
dazu verwandt werden, photo-, elektro- oder transportaktive
Gruppen dreidimensional anzuordnen.[4] Die Entwicklung
synthetischer Verbindungen mit einem vorhersagbaren Fal-
tungsverhalten (πprogrammiertes Falten™) wird aktuell er-
forscht,[5] wobei sich der ¸berwiegende Teil der Arbeiten auf
die Beschreibung der Strukturen beschr‰nkt.
Unser Interesse an der funktionalen Faltung von k¸nst-

lichen Ionenkan‰len[6] f¸hrte uns dazu, d,l-Peptide als
Strukturtemplate f¸r Ether-d-peptide einzusetzen, um so
Ionenkan‰le mit neuartigen Funktionen zu generieren.[7]

Ausgangspunkt daf¸r war der Ionenkanal, der vom d,l-
Peptid Gramicidin A (gA) gebildet wird (Abbildung 1a).[3]

gA selbst kann eine Vielzahl von Konformationen einneh-
men, deren Besetzung vom umgebenden Medium bestimmt
wird. In organischen Lˆsungsmitteln bildet gA bevorzugt
dimere Doppelhelices, die sich in ihrer H‰ndigkeit und
Topologie unterscheiden.[8] Wenn diese Doppelhelices Katio-
nen binden, erweitert sich der Durchmesser der Helix.[9] Nur
in membranartiger Umgebung bildet gA aus zwei rechts-
g‰ngigen, einzelstr‰ngig vorliegenden b-Helices ein einzig-
artiges, Kopf-an-Kopf-assoziiertes Dimer.[10] Diese Konfor-
mation mit 6.3 Aminos‰uren pro Windung gilt allgemein als
die ionenkanalaktive Spezies.[11a±c] Da es aber bislang nicht
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gelungen ist, diese b6.3-Helix in isotroper Lˆsung oder durch
Einkristallstrukturanalyse zu untersuchen, wurde ihre Bedeu-
tung auch kontrovers diskutiert.[11d]

Wir konnten zeigen, dass das synthetische 22mer πMini-
gramicidin™ 1 (Abbildung 1a) in Phospholipiddoppelschich-
ten als Ionenkanal aktiv ist (Abbildung 1b), wobei die
Aktivit‰t stark von der Membrandicke abh‰ngt.[12a] Vorunter-
suchungen ergaben au˚erdem, dass 1 einen eingeschr‰nkte-
ren Konformationsraum aufweist als gA.[12b] Mit dem Ziel, die
Aktivkonformation von 1 besser zu verstehen, unternahmen
wir Strukturuntersuchungen in An- und Abwesenheit von
Csþ-Ionen.
Die Verbindung 1 setzt sich aus den terminalen 11mer-

Peptiden von gA zusammen, die durch ein Succinatmolek¸l
kovalent Kopf-an-Kopf-verkn¸pft sind. Diese Verkn¸pfung
verhindert das Auftreten des lateralen Dissoziationsgleich-
gewichts,[12b] das bei gA Strukturuntersuchungen ersch-
wert.[13,14] Die terminalen tert-Butyldiphenylsilyl(TBDPS)-
Gruppen in 1 erhˆhen die Lˆslichkeit in organischen Lˆ-
sungsmitteln, was die Strukturuntersuchungen erleichtert.
Einzelkanalstrommessungen an planaren Lipiddoppelschich-
ten zeigten, dass 1 hochaktive Csþ-Kan‰le bildet ([1]¼ 10�14m
in der w‰ssrigen Badlˆsung, siehe Hintergrundinformatio-
nen). Es wurde nur eine Art von Ionenkan‰len beobachtet,
was darauf hinweist, dass eine einzige Aktivkonformation in
der Membran vorliegt (Abbildung 1b).
Die Struktur von 1 in Abwesenheit von Metallionen wurde

in [D6]Benzol/[D6]Aceton 10:1 und in CDCl3/[D3]MeOH 1:1
durch NMR-Spektroskopie bestimmt. Beide Lˆsungsmittel-
gemische imitieren die Polarit‰t einer Zellmembranumge-
bung,[15] und in beiden Medien lag das Peptid in derselben,
hochsymmetrischen Struktur A vor: Ein Peptid-Dimer bildet
eine linksg‰ngige b-Doppelhelix der Ganghˆhe 5.7 mit einer
L‰nge von etwa 38 ä (Abbildung 2), wobei das Succinatmo-
lek¸l eine antiperiplanare Konformation aufweist. Eine ent-
sprechende Sekund‰rstruktur nimmt gA nur in Gegenwart
von CaCl2 ein.[8g]

Bei Zugabe von Csþ-Salzen wandelt sich die gesamte
Struktur in eine neue Spezies um. Nach S‰ttigung mit CsI liegt
das Peptid 1 in CDCl3/[D3]MeOH 1:1 oder 3:1 als Monomer
in der Konformation B vor (Abbildung 3). Hierbei bildet sich
eine rechtsg‰ngige b-Helix mit ca. 6.3 Aminos‰uren pro

Windung und einer L‰nge von etwa 17 ä. Das Succinatmo-
lek¸l verkn¸pft die beiden Einfachhelices symmetrisch (C2-
Achse) und antiklinal (gemittelte Struktur).
Die Struktur B besitzt alle Merkmale der wahrscheinlichen

Aktivkonformation von gA ± im Gegensatz zur Csþ-freien b-
Doppelhelix A. Der Porendurchmesser steigt von 1.2 ä im
Dimer A auf 4.5 ä in der monomeren b6.3-Helix B, weit
genug, um Csþ-Ionen aufzunehmen. Die Struktur B enth‰lt
einen durchgehenden Kanal, welcher dem Kopf-an-Kopf-
Dimer von gA in membran‰hnlicher Umgebung gleicht.[11] In
der Struktur B f¸gen sich die Amidcarbonylgruppen des
Succinatmolek¸ls in das Gesamtmuster der Carbonylfunk-
tionen des Peptids ein. Sie vervollst‰ndigen somit die Koor-
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Abbildung 1. a) Prim‰rsequenz von gA und 1. b) Repr‰sentative Strom-
spur von 1 in planaren Lipiddoppelschichten (1m CsCl, 120 mV, Sojaleci-
thin). F¸r Einzelheiten siehe Hintergrundinformationen.

Abbildung 2. Gemittelte Struktur A (PDB-Referenzcode 1 KQE; berech-
net aus den 16 energetisch g¸nstigsten Strukturen) von 1 in [D6]Benzol/
[D6]Aceton 10:1. Die TBDPS-Endgruppen konnten wegen Signal¸berla-
gerungen nicht ber¸cksichtigt werden. Das verbindende Succinatmolek¸l
ist rot dargestellt. Alle NMR-Spektren wurden bei 600 MHz aufgenommen
(Bruker AMX). Die Zuordnung erfolgte mit Felix 2000 (Accelrys, San
Diego, CA) durch die kombinierte Auswertung von DQF-COSY-, NOE-
SY- und TOCSY-Experimenten nach dem ¸blichen Verfahren.[16] H-H-
Abst‰nde wurden den NOESY-Spektren bei einer Mischzeit von 150 und
300 ms entnommen. Insgesamt wurden 688 NOE-Kreuzsignale ausgewer-
tet (330 Aminos‰urerest-interne, 138 sequenzielle und 220 von mittlerer
Reichweite). F¸r jede Aminos‰ure konnten 3J(HN,Ha) Kopplungskon-
stanten bestimmt werden, die alle im f¸r b-Faltbl‰tter typischen Bereich
lagen. Die H-H-Abst‰nde und HN,Ha-Kopplungskonstanten dienten als
Parameter f¸r eine Strukturrechnung durch πsimulated annealing™[17] mit
dem Programm X-PLOR.[18] Die mittlere Standardabweichung der R¸ck-
gratatomkoordinaten in den so erhaltenen 16 Strukturen mit minimaler
Energie betrug 0.61 ä.



dinationsumgebung der Csþ-Ionen, die vermutlich symme-
trische Positionen besetzen.[19]

Die Konformationsumwandlung von A nach B lie˚ sich
durch NMR-Titration mit CsI in CDCl3/[D3]MeOH 1:1
verfolgen (Abbildung 4a, siehe Hintergrundinformationen).
Verschiedene Modellrechnungen (1±2 Ionen, kein Aggregat
oder das Peptid als Dimer, Trimer oder Tetramer) nach der
Methode der kleinsten Fehlerquadrate ergaben, dass nur das
in Abbildung 4b gezeigte Szenario die Daten sinnvoll wieder-
gibt: Das Dimer A dissoziiert in zwei Monomere C (KD). Ein
Monomer C bindet nacheinander zwei Csþ-Ionen (K1, K2). Es
gelang wegen der starken Kopplung von KD und K1 nicht,
einen verl‰sslichen Wert f¸r KD aus den Daten zu erhalten.
Mit einem N‰herungswert von KD¼ 0.00126m0.5 (98% Dimer
bei [Csþ]¼ 0) erhielten wir f¸r die BindungskonstantenWerte
von K1¼ (63� 5) î 103m�1 und K2¼ 36� 20m�1 (siehe Hinter-
grundinformationen). Das erste Csþ-Ion bindet wesentlich
fester als das zweite (DG1¼�28 kJmol�1, DG2¼
�9 kJmol�1). Dies zeigt an, dass f¸r die Konformationsum-
wandlung vor der Bindung des ersten Csþ-Ions weniger
Energie aufgebracht werden muss als f¸r die ‹berwindung

der Coulomb-Absto˚ung, die bei der Bindung des zweiten
Ions auftritt.
Um diese Befunde mit denen f¸r gA vergleichen zu

kˆnnen,[8f, 12b] wurden die Sekund‰rstrukturen von 1 durch
Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie charakterisiert (Ab-
bildung 5). In organischen Lˆsungsmitteln wie CH3CN oder
C2H4Cl2/MeOH werden zwei negative Cotton-Effekte bei l¼
228 und 208 nm beobachtet (Abbildung 5a, Spektren c und
d),[12b] was mit der linksg‰ngigen, parallelen b-Doppelhelix A
im Einklang steht.[12b,20] F¸r den Csþ-Komplex Bwird dagegen
in C2H4Cl2/MeOH oder MeOH ein positiver Cotton-Effekt
bei l¼ 230 nm beobachtet (Abbildung 5a; Spektren a und b),
was die Rechtsg‰ngigkeit der b-Helix anzeigt. Allerdings
unterscheiden sich die CD-Spektren von B deutlich vom
Spektrum von 1 in DMPC-Vesikeln,[20] welches wiederum mit
dem von gA in diesem Lipidmedium nahezu ¸bereinstimmt
(Abbildung 5b) und ¸blicherweise der rechtsg‰ngigen b6.3-
Helix zugeordnet wird.[8f] Letzteren Helixtyp haben wir jedoch
zweifelsfrei f¸r den Komplex B in organischen Lˆsungsmitteln
nachgewiesen. Wir kˆnnen diese Unstimmigkeit zum jetzigen
Zeitpunkt nicht erkl‰ren, vermuten jedoch, dass die vonein-
ander abweichenden CD-Spektren ihre Ursache in lokal
unterschiedlichen Konformationen haben, welche die globale
Struktur nicht beeinflussen (Manuskript in Vorbereitung).
Um herauszufinden, ob die Konformationsumwandlungen

von 1 mit dem Transportprozess in der Membran korrelieren,
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Abbildung 3. Gemittelte Struktur B von 1 in CDCl3/[D3]MeOH 3:1
ges‰ttigt mit CsI. a) Seitenansicht, b) Aufsicht. Die Struktur wurde wie
f¸r A beschrieben (Abbildung 2) bestimmt. In diesem Fall wurden 213
NOE-Kreuzsignale ausgewertet (97 Aminos‰urerest-interne, 51 sequen-
zielle und 65 von mittlerer Reichweite). Die mittlere Standardabweichung
der R¸ckgratatomkoordinaten der zehn Strukturen mit minimaler Energie
lag bei 0.91 ä.

Abbildung 4. a) NMR-Titration von 1 mit CsI in CDCl3/[D3]MeOH 1:1,
die angepasste Funktion ist gepunktet dargestellt ; b) schematische
Darstellung der Konformationsgleichgewichte f¸r die Umwandlung von
A nach B ¸ber das angenommene Monomer C und den 1:1-KomplexD bei
Csþ-Zugabe.



untersuchten wir die Ionenkanalleitf‰higkeit L in Abh‰ngig-
keit von der Csþ-Konzentration in der Badlˆsung (Abbil-
dung 6a).[21] Die so gewonnenen Daten zeigen drei Besonder-
heiten: 1) Selbst bei sehr niedrigen Csþ-Konzentrationen
konnte Einzelkanalleitf‰higkeit nachgewiesen werden. 2) Im
mittleren Konzentrationsbereich (10±100 mm) w‰chst die
Leitf‰higkeit L supralinear an. 3) Bei ca. 1.5m durchl‰uft L
ein Maximum. Diese Merkmale weisen auf einen Transport-
vorgang mit mehreren Bindungsstellen hin.[21b] Ein Kinetik-
modell mit zwei symmetrischen Bindungsstellen und vier
Zust‰nden[22] gab die Daten sehr gut wieder (Abbildung 6b).
Die scheinbaren Geschwindigkeitskonstanten ergeben sich
(� 30%) daraus zu A¼ 5.2 î 108 Lmol�1 s�1, B¼ 4.9 î 106 s�1,
K¼ 5.1 î 107 s�1,D¼ 4.4 î 107 Lmol�1 s�1 und E¼ 5.4 î 107 s�1.
Offensichtlich wird also ein doppelt besetzter Zustand von 1
w‰hrend des Transportprozesses populiert, gerade bei hˆhe-
ren Csþ-Konzentrationen.
Wir konnten hiermit zeigen, dass das Minigramicidin 1 in

unpolaren Medien ein stabfˆrmiges, doppelhelicales Aggre-
gatA bildet, dessen Deaggregierung in die kanalaktive Kon-
formation entweder durch den Einbau in eine Membranum-
gebung oder durch das Binden von Csþ-Ionen ausgelˆst wird.
Letzteres gestattete es uns, die rechtsg‰ngige b-Helix der d,l-
Peptide zum ersten Mal in Lˆsung zu charakterisieren. Die
Struktur B sollte der Aktivkonformation (im von zwei Csþ-
Ionen besetzten Zustand) des Ionenkanals 1 in der Membran
sehr ‰hnlich sein.

Eingegangen am 9. Januar 2002,
vera» nderte Fassung am 29. Juli 2002 [Z18500]
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Abbildung 5. a) CD-Spektren von 1 in organischen Lˆ-
sungsmitteln (T¼ 22 8C, [1]¼ 10�5m). Spektrum a:
C2H4Cl2/MeOH 1:1, ges‰ttigt mit CsCl (±±±); Spektrum b:
50 mm CsCl in MeOH (- - - -); Spektrum c: CH3CN (****);
Spektrum d: C2H4Cl2/MeOH 1:1 (––); b) CD-Spektren
von 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin-
(DMPC)-Vesikeln[20] (T¼ 22 8C, [gA] oder [1]¼ 10�5m).
Spektrum e: gA (****); Spektrum f: 1 (––). Die Form der
Spektren a und d war bei [1]¼ 10�3m unver‰ndert (nicht
gezeigt). [qres]¼Mittlere molare Elliptizit‰t pro Amidcar-
bonylgruppe.

Abbildung 6. a) Konzentrationsabh‰ngigkeit der Csþ-Einzelkanalleitf‰-
higkeit von 1 bei T¼ 22 8C in Sojalecithin (n> 50). b) Kinetisches Modell
mit zwei symmetrischen Bindungsstellen und vier Zust‰nden, das die
Konzentrationsabh‰ngigkeit der Leitf‰higkeit wiedergibt.[22]
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Unter den genkodierten nat¸rlichen Aminos‰uren kommt
Tryptophan in Proteinen nur selten vor (ca. 1.2%),[1] nimmt
jedoch wegen der Beteiligung an vielf‰ltigen spezifischen
inter- und intramolekularen Wechselwirkungen eine beson-
dere Stellung ein.[2] Tryptophan ist haupts‰chlich f¸r die UV-
Absorption und Fluoreszenz von Proteinen verantwortlich[3]

und wurde fr¸hzeitig als n¸tzliche intrinsische Sonde f¸r
Struktur- und Funktionsuntersuchungen von Proteinen sowie
als attraktives Target f¸r klassisches Protein-Engineering und
-design erkannt. Die klassischen Protein-Engineering-Ver-
fahren sind auf das Standardrepertoire der kanonischen
Aminos‰uren beschr‰nkt. Diese Limitierung konnte aber in
den letzten Jahren durch neuere Methoden ¸berwunden
werden, die eine Erweiterung des Aminos‰urerepertoires
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Bikonformativer Bisdecalin-Schalter

Konformative Kupplung zweier
Konformationsschalter**
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Als molekulare Schalter bezeichnet man Molek�le, die auf
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Schalter,[3] schaltbare Rotaxane und Catenane[4] sowie schalt-
bare allosterische Rezeptoren.[5] Konformationsschalter
weisen ein bikonformatives Grundger�st auf. Bikonformative
cis-Decaline[6] und cis,anti,cis-Perhydroanthracene[7] haben
sich bereits als Schaltelemente zur molekularen Signaltrans-
duktion durch konformative Transmission bew�hrt.[8]

Ein 2,3,6,7-tetrasubstituiertes cis-Decalin vom Typ 1 kann
die beiden Grundzustandskonformationen 2 und 3 einneh-
men (Schema 1).[6] Der doppelte Ringflip der beiden all-
Sesselkonformere von 1 l�sst sich auch mit einer Newman-
Projektion entlang der gr�n gekennzeichneten C-C-Bindun-
gen veranschaulichen (4!5).

Um mit Konformationsschaltern gr�ßere Distanzen zu
�berbr�cken (etwa zur Signaltransduktion) oder um sie zu
molekularen Schaltkreisen zu verkn�pfen, m�ssen zwei oder
mehrere Konformationsschalter gekuppelt werden.[9] Hier
untersuchen wir, ob sich ein 14-gliedriges Makrobislactam
vom Typ 6 zur konformativen Kupplung zweier cis-Decalin-
Schalter eignet.[10] Laut Kraftfeldrechungen sollte der 14-
gliedrige Ring in 6 zwei Niedrigenergiekonformationen ein-
nehmen: eine mit einer all-�quatorialen Orientierung der vier
Ankn�pfungspunkte an die beiden Decalineinheiten (Posi-
tionen 2,3,6’,7’ in 6) und eine mit einer all-axialen Orientie-
rung. Hier berichten wir �ber die Synthese von 6 und geben
eine Antwort auf die Frage, ob ein Doppelringflip in der
„linken“ Decalineinheit �ber den 14-gliedrigen Bislactamring

hinweg einen Doppelringflip in der „rechten“ Decalineinheit
ausl�sen kann.

Eine bereits beschriebene Synthese von 1 liefert das
Produkt nur in racemischer Form.[6a] Um aber zwei Decaline
vorhersagbar und kontrolliert zu verkn�pfen, musste ein
enantioselektiver Syntheseweg zu tetrasubstituierten Decali-
nen vom Typ 1 entwickelt werden (Schema 2). Angewendet

wurde eine stereoselektive Diels-Alder-Reaktion[11] von
Dimenthylfumarat (7) mit 1,3-Butadien zum Cyclohexen 8.
Nach Abspaltung der chiralen Auxiliare wurde in wenigen
Stufen der Alkohol 9 erreicht. Details der Synthese und
experimentelle Daten zu wichtigen Syntheseprodukten befin-
den sich in den Hintergrundinformationen. Nach Abspaltung
der beiden Silylether in 9 k�nnen die beiden resultierenden
prim�ren Hydroxygruppen durch Bildung des Benzyliden-
acetals 10 differenziert werden. Aus 10 wurde analog zur
racemischen Route das Azidoaminomethyldecalin 11 erhal-
ten, der vollst�ndig funktionalisierte linke Decalinbaustein
f�r 6 (siehe Hintergrundinformationen).

Ein Schl�sselschritt bei der Synthese des rechten Decalin-
bausteins war die regioselektive Gffnung des Epoxids 12 mit
Benzylalkohol zum trans-diaxialen b-Benzyloxyalkohol 13,
der �ber die Zwischenstufe 14 in die Monocarbons�ure 15
�berf�hrt werden konnte (Schema 3 und Hintergrundinfor-
mationen).

Die Synthese des 14-gliedrigen Bislactams 17 begann mit
der HBTU-vermittelten Kupplung von 11 und 15 zum Amid
16 (Schema 4). Nach Hydrolyse des Ethylesters und anschlie-
ßender Azidreduktion konnte die resultierende Aminocar-
bons�ure zu dem Bislactam 17 cyclisiert werden.

Die Bisacetalgruppe in 17 fixiert die O-Substituenten an
C6 und C7 in �quatorialen Positionen. Die Struktur des
Gesamtmolek�ls, die sich durch diese kovalente Klammerung
der linken Decalineinheit ergibt, und insbesondere die axial/

Schema 1. Tetrasubstituiertes cis-Decalin 1 mit Doppelringflip 2!3
(4!5 in der Newman-Projektion). 6 ist der Prototyp eines gekuppelten
Bisdecalins.

Schema 2. Enantioselektive Synthese des tetrasubstituierten Azidoami-
nomethyldecalins 11. TBDPS= tert-Butyldiphenylsilyl.
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�quatorial-Anordnungen der vier Substituenten jeder Deca-
lineinheit, konnte durch DQF-COSY- und ROESY-Experi-
mente in CDCl3 zweifelsfrei bestimmt werden. Die Struktur-
parameter (ROE-Kontakte und Torsionswinkel, siehe Hin-
tergrundinformationen) wurden als Grundlage f�r Molecular-
Modeling-Rechnungen verwendet (InsightII/Discover,
CVFF). Es wurden zehn strukturell verwandte Niedrig-
energieformen (z. B. 18 in Schema 5) mit Doppelsesselkon-
formation der Decalineinheiten identifiziert. Strukturelle
Unterschiede ergaben sich in der lokalen Konformation des
14-gliedrigen Bislactamrings.

In der linken Decalineinheit f�hrt die �quatoriale Veran-
kerung der C6- und C7-Substituenten zu einer axialen
Positionierung der C2- und C3-Substituenten. Dies wiederum
bewirkt eine axiale Orientierung der C6’- und C7’-Substi-
tuenten in der rechten Decalineinheit, was schließlich zur

Schema 3. Synthese des enantiomerenreinen Decalins 15.

Schema 5. Das L?sen der Bisacetalklammer (17!20) f:hrt zu einem Doppelringflip in der linken Decalineinheit, der durch konformative Kupp-
lung :ber das 14-gliedrige Bislactam einen Doppelringflip in der rechten Decalineinheit induziert (18!21 oder 19!22). 19 und 22 sind Newman-
Projektionen entlang der gr:n markierten C-C-Bindungen in 17 bzw. 20.

Schema 4. Verkn:pfung der beiden Decalinbausteine zum Amid 16
und Ringschluss zum Bislactam 17. HOBt=1-Hydroxybenzotriazol,
HBTU=2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluo-
rophosphat, DIPEA=Diisopropylethylamin, HATU=2-(1-Hydroxy-7-
azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat,
HOAt=1-Hydroxy-7-azabenzotriazol.
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�quatorialen Orientierung der C2’- und C3’-Substituenten am
�ußeren rechten Molek�lende f�hrt.

Die kovalente Bisacetalklammer wurde durch Einwir-
kung von HF gespalten, wobei die TBDPS-Gruppen bemer-
kenswerterweise nicht beeintr�chtigt wurden.[12] Das resultie-
rende Diol wurde als Diacetat 20 gesch�tzt, um die NMR-
Analysen zu erleichtern. Wiederum ergaben die auf Grund-
lage der NMR-Daten (ROE-Kontakte und Torsionswinkel,
siehe Hintergrundinformationen) durchgef�hrten Kraftfeld-
rechungen von 20 mehrere energiearme Konformationen mit
einer eindeutigen, einheitlichen Struktur (z. B. 21 in
Schema 5) der beiden Decalindoppelsessel und Variationen
im 14-gliedrigen Ring. In der linken Decalineinheit sind die
beiden O-Substituenten an C6 und C7 nun in axiale Positio-
nen gewechselt.[13] Daraus resultiert ein Doppelringflip der
Decalineinheit und eine �quatoriale Anordnung der Substi-
tuenten an C2 und C3. Dieser Konformationswechsel wird
�ber den 14-gliedrigen Bislactamring an die rechte Decalin-
einheit weitergegeben und f�hrt dort ebenfalls zu einem
Doppelringflip. Die Substituenten an C6’ und C7’ nehmen
nun �quatoriale Positionen ein, und die vormals �quatorialen
Substituenten an C2’ und C3’ wechseln in axiale Positionen.

Dies ist das erste Beispiel f�r die konformative Kupplung
zweier Decalinschalter durch einen 14-gliedrigen Bislactam-
ring. Die Schaltdistanz vom linken (C6, C7) zum rechten
Molek�lende (C2’, C3’) betr�gt ca. 15 M. Die Methode sollte
die Reihenschaltung von mehr als zwei bikonformativen
Decalinen erm�glichen. Eine Funktionskette von drei Deca-
linen, die �ber zwei Bislactamringe gekuppelt sind, k�nnte
hinreichend lang sein, um den lipophilen Bereich einer
Phospholipid-Doppelschicht zu �berbr�cken und so die
Signaltransduktion durch Membranen zu erm�glichen.

Zusammenfassend wurde die Kupplung zweier bikon-
formativer Decalineinheiten �ber einen 14-gliedrigen Bislac-
tamring beschrieben. Damit ist der Weg frei f�r Anwendun-
gen von gekuppelten Konformationsschaltern, z. B. in der
Signaltransduktion, zum Schalten von Ionenkan�len oder in
molekularen Schaltkreisen.[14]
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