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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Allgemeine Einleitung

Die Ribonukleinsduren (RNAs) gehoren neben den Desoxyribonukleinsiuren (DNAs)
und den Proteinen zu den wichtigsten Makromolekiilen in biologischen Organismen.
Die zentrale biologische Bedeutung der Ribonukleinssuren ist in den letzten Jahren
durch die Entdeckung neuer Funktionen der RNAs erkannt worden und hat daher
ein reges Interesse an der Aufklirung der RNA-Strukturen und der Reaktionsme-
chanismen in diesen RNA-Systemen ausgelst.

Bis zum Anfang der achtziger Jahre ist die Hauptfunktion der zelluliren Ri-
bonukleinsiuren, deren Synthese (Transkription) durch RNA-Polymerasen unter
der Verwendung von DNA-Matrizen erfolgt, der Proteinsynthese zugeordnet wor-
den. In diesem schon 1961 von JacoB und MONOD [72] beschriebenen ProzeS
(Translation) wird eine sog. messenger-RNA (mRNA) als Matrize fiir die Uber-
tragung der genetischen Information benutzt. Die an die sog. transfer-RNA (tRNA)
gebundenen Einzelbausteine der Proteine (Aminosiuren) gelangen durch Diffusion
zu den Ribosomen (Ribonukleoproteinpartikel), die zu einem grofen Teil aus sog.
ribosomaler-RNA (rRNA) bestehen, und werden dort iiber Peptidbindungen zu ei-
nem Protein verkniipft. In eukaryotischen Zellen werden noch weitere, geringe Men-
gen von kleineren Ribonukleinsiuren gefunden, zu denen auch die small nuclear-
RNAs (snRNAs) gehoren. Sie sind z. B. sowohl am SpleiBen der RNA-Exons als
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auch am Proteintransport im Cytosol beteiligt (155].

Die bekannten Funktionen der Ribonukleinssuren als Adapter (tRNA), Informa-
tionstriger (mRNA) und Komponente der Genexpressionsmaschinerie (rRNA) bei
der Proteinsynthese sind durch die Entdeckung von katalytisch wirksamen RNA-
Molekiilen, den sog. Ribozymen, wesentlich erweitert worden. Erstmalig ist 1982
von CECH und Mitarbeitern [75] beobachtet worden, daB sich die Vorstufe einer
ribosomalen RNA in dem Ciliaten Tetrahymena in Gegenwart von Nukleosidtri-
phosphaten und in Abwesenheit von Proteinen in vitro selbst spleifite. Aus dem
abgespaltenen Intron der Gruppe I entsteht durch zwei weitere SpleiBreaktionen die
L19-RNA, welche die QUSEEE& von Pentacytidylat (Cs) in kiirzere und langere
Oligomere (C, und Ce) katalysiert [7, 20, 21, 173]. Bei einigen nuklearen Introns
der Gruppe II sind ebenfalls in vitro Autospleifireaktionen durch Umesterungen in
einer an eine Lassoschlinge erinnernden »Lariat “-Struktur beobachtet worden [102].
In dem gleichen Zeitraum ist von ALTMAN und Mitarbeitern [54] in Abwesenheit der
Proteinuntereinheit die katalytische Fi reisetzung des aminoacylierbaren 3-Endes aus
tRNA-Vorliufern durch die RNA-Komponente des Enzyms RNase P von E. col; ent-
deckt worden. Neben diesen recht grofen Ribozymen (mehrere hundert Nukleotide)
sind in den letzten Jahren weitere kleine, 30-100 Nukleotide lange Ribozyme gefun-
den worden. Dazu gehoren das m%i&&-&m&alavgwg. das aus dem mit Hepatitis
B-Virus assoziierten Satellitenvirus stammt 9, 105], sowie ein Pb**-abhiingiges Rj-
bozym AN\S%N\S&, das 1992 bei in vitro-Selektionen von RNAs nachgewiesen wor-
den ist [96, 97]. Von groferem Interesse sind jedoch das Hairpin-Ribozym und das
QQSS%\NS&-WEON%E» die an der Replikation von mit Pflanzenviren assoziierten
Satelliten-RNAs beteiligt sind [18, 71, 124].

Die revolutionire Entdeckung der Ribozyme fiihrte 1989 nicht nur zur Verlei-
hung des Nobelpreises fiir Chemie an T. R. CECH und §. ALTMAN, sondern hat
auch neue Horizonte fiir die molekulare Evolution und ein neues Feld an thera-
peutischen Reagenzien in der Medizin eréffnet. Die bis dahin ausschlieBlich den
Proteinen zugeschriebene Fihigkeit zur Katalyse erméglicht die Vorstellung einer
»RNA-Welt“ ohne DNA und Proteine in einer friihen Phase der Evolution, in der
RNA-Molekiile ihre eigene Replikation katalysierten [22, 50, 133]. In der biomedi-
zinischen Forschung werden Ribozyme aufgrund ihrer F dhigkeit der katalytischen
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und sequenzspezifischen Spaltung anderer RNA-Molekiile iiberwiegend zur Inhibiti-
on der Genexpression eingesetzt [13, 15, 28, 38, 134]. Es ist jedoch noch ein weiter
Weg bis zur Entwicklung von Ribozymen, die es erméglichen kénnten, Krankheiten
wie z. B. AIDS oder Krebs zu therapieren.

Die Funktion einer Nukleinsiure und ihre Wechselwirkungen mit anderen Mo-
lekiilen werden durch ihre Sequenz und die daraus resultierende Struktur bestimmt
[138]. Bei der katalytischen Aktivitit von Ribozymen spielen nicht nur die Struktur,
sondern auch die Anwesenheit von Metallionen eine entscheidende Rolle. Die Me-
tallionen besitzen zwei Hauptfunktionen, denn sie sind einerseits fiir die Ausbildung
und Stabilitét der katalysefshigen RNA-Struktur mitverantwortlich und andererseits
direkt an der RNA-katalysierten Reaktion beteiligt [127]. Die Bindung von zweiwer-
tigen Kationen (besonders Mg2*) ist fiir die katalytische Aktivitst von RNAs, wie
dem Hammerhead-Ribozym, essentiell (16, 23, 126, 157). Im Gegensatz dazu ist beim
Hairpin-Ribozym auch eine wmngmnrm Aktivitdt in Abwesenheit eines zweiwerti-
gen Metallions beobachtet worden [25, 37, 172]. Die Metallionen scheinen hier keine
direkte katalytische, sondern nur eine Struktur-stabilisierende Funktion zu besitzen,
die auch von anderen Molekiilen, wie z. B. dem Polyamin Spermin, iibernommen
werden kann.

Die Wechselwirkungen zwischen den zweiwertigen Metallionen und dem Hammer-
head-Ribozym sind iiberwiegend durch die Messung der Spaltungsrate in Abhéngig-
keit von der Metallionenkonzentration bestimmt worden [104, 33, 52]. Durch den
Austausch eines Sauerstoffatoms gegen ein Schwefelatom in einer Nukleinsiure 158t
sich selektiv eine bestimmte Bindungsstelle besonders mit »weichen“ Metallionen
(wie z. B. Hg?* oder Pt2*) nach dem Konzept der harten und weichen Sauren und
Basen (HSAB, hard and soft acids and bases) von PEARSON [98] gut untersuchen.
Die Substitution von Phosphorthioaten ist sowohl am aktiven Zentrum als auch
an anderen Positionen des Hammerhead-Ribozyms vielfach durchgefiihrt worden
[32, 136, 152], wobei mit Hilfe der CD-Spektroskopie eine globale Mg?*-Bindungs-
konstante von ca. 10* M~! bestimmt worden ist [74].

Die detaillierte Analyse lokaler Bindungsstellen fiir Metallionen wie Mg?* an eine
RNA kann erst durch den selektiven Einbau einer sensitiven Reportergruppe erreicht
werden. Ein klassisches Beispiel ist die Entdeckung des Inner-Sphere-Komplexes ei-
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nes Mg®*-lons mit Hilfe der natiirlichen Y-Base als Reportergruppe in tRNAPhe
[77, 121]. Das 2-Aminopurin-Ribonukleosid (2AP) eignet sich hervorragend als sen-
sitiver Indikator von strukturellen Verénderungen in Nukleinsduren, denn das 2AP
besitzt eine fluoreszierende Gruppe, deren Fluoreszenz auf Verénderungen in den
Wechselwirkungen der Basenstapelung (base stacking) von Nukleinsiuren sehr emp-
findlich reagiert [87, 168]. Aufgrund seiner geringen Unterschiede zu den natiirlichen
Nukleosiden 148t sich 2AP ohne wesentliche Einschrankungen der natiirlichen Funk-

tion an beliebigen Positionen des Hammerhead-Ribozyms einbauen [91, 162).

1.2 Aufgabenstellung

Das Ziel dieser Arbeit liegt im wesentlichen in der Erforschung zweier Themen.
Einerseits sollte die Struktur und die Dynamik des Hammerhead-Ribozyms wei-
ter aufgeklart, andererseits die Natur der Magnesiumbindung an das Hammerhead-
Ribozym bestimmt werden. Nach dem Einbau des 2-Aminopurin-Ribonukleosids an
verschiedenen Stellen des RNA-Molekiils sollten vorwiegend Fluoreszenzmessungen
durchgefiihrt werden. Die Reportergruppe 2AP sollte auch in kiirzere und einfachere
Ribonukleinsiuren eingebaut werden, um die Eigenschaften und den Einflu der Re-
portergruppe 2AP zunichst an einfacheren RNA-Strukturen zu untersuchen und zu
verstehen. Die dazu durchgefiihrten Experimente lassen sich in zwei verschiedene
Schwerpunkte gliedern:

1. Durch die Fluoreszenztitrationen sollten die Bindungskonstanten (K ) der zu
untersuchenden Ribonukleinsiuren mit den zweiwertigen Kationen Magnesium und
Calcium bestimmt werden. Weiterhin sollten aus der jeweiligen Zu- oder Abnah-
me der Fluoreszenzintensitit bei Zugabe eines Metallions die entsprechenden rela-
tiven Quantenausbeuten (g) ermittelt werden. Da die Fluoreszenzl6schung (Quen-
ching) ein MaB fiir die Basenstapelung der Reportergruppe 2AP innerhalb eines
RNA-Molekiils ist, sollten aus dem Vergleich der normierten Fluoreszenzintensititen
der RNA-Molekiile vor der Metallionenzugabe und aus den Quantenausbeuten bei
den Titrationsmessungen qualitative Aussagen iiber die jeweilge RNA-Struktur er-
mittelt werden.

2. Mit Hilfe von Kinetikmessungen an Temperatursprung- und Stopped-Flow-

1.2. AUFGABENSTELLUNG

Apparaturen sollten neben der Struktur und der Dynamik der Ribonukleinsdu-
ren auch die Art der Magnesium-Komplexbindung nsher untersucht werden. Da-
bei sollte die Messung von n Relaxationszeiten (7) der Ribonukleinsguren vor der
Metallionenzugabe die quantitative Bestimmung von n+1 verschiedenen Konforma-
tionen eines RNA-Molekiils erméglichen. Die Titrationsmessungen mit Mg?*- und
Ca?*- Ionen sollten am Temperatursprung durchgefiihrt werden, um einen N.:Sm.?
Sphere-Komplex des Magnesiums an RNA-Molekiilen nachzuweisen. Sowohl die Ge-
schwindigkeitkonstanten als auch die méglichen Reaktionsmechanismen sollten durch

die Anpassung von Reaktionsmodellen an die kinetischen Mefidaten ermittelt wer-

den.

O A LT NSO,




Kapitel 2

Grundlagen

2.1 RNA-Strukturen

2.1.1 Allgemeines

Die Entdeckung der Doppelhelixstruktur von komplementéren Desoxyribonuklein-
sauren (DNA) im Jahre 1953 ist der grundlegende Beitrag zur Aufklarung der Funk-
tion der Nukleinssiuren gewesen [169]. Die Ribonukleinsiure ist wie die DNA ein
Polynukleotid, wobei jedes Nukleotid einer RNA aus einem Zucker (D-Ribose), ei-
nem Phosphat und einer Purinbase (Guanin oder Adenin) oder einer Pyrimidinbase
(Cytosin oder Uracil) besteht [159].

Die RNA ist in der Natur fast immer — aufler in einigen Viren — einzelstrdngig.
Jedoch entstehen durch intramolekulare Riickfaltungen in einer RNA-Struktur dop-
pelhelikale Bereiche, die aufgrund der 2'-Hydroxylgruppe an der Ribose der A-DNA
entsprechende, rechtsgingige Doppelhelices sind. Im Unterschied zu der in wafri-
gen Losungen bevorzugten B-DNA-Doppelhelix ( Watson-Crick-Helix) besitzen die
Desoxyriboseeinheiten in der A-DNA wegen ihrer Faltung (puckering) eine Cy-endo-
Konformation.

Die Struktur einer Ribonukleinsiure wird in erster Linie durch ihre Primérstruktur
bestimmt, die durch die Sequenzfolge der Nukleotide in der konventionellen 5 — 3-
Richtung gekennzeichnet ist. Die Sekundarstruktur entsteht unter Ausbildung von
stabilen doppelhelikalen Bereichen durch die zweidimensionale Faltung einer RNA.

7




phatgruppen. Bei der thermodynamisch bedingte

8

.m%:mm:% werden bei der Tertidrstruktur die rdumlichen Wechselwirkungen von
Interagierenden Sekundérstrukturelementen berticksichtigt. Diese Sekundérstruktur-
elemente (s. Abb. 2.1) sind sowohl einzel- und doppelstringige Bereiche als auch

Haarnadeln (hairpin), Ausbuchtungen (bulge), innere Schleifen (internal loop) und
Kreuzungen (junction) [24].

ungepaarten Nukleotiden (

Eine symmetrische innere Schleife mit einem oder zwei

keine S\aag-QiQ?w%m:vmmamv je Strang wird auch als
Basenfehlpaar oder Hmuamawmmm:mmEvmmH bezeichnet,.

Ausbuchtung (bulge) : Un ide i :
ng (] 7 Ungepaarte Nukleotide innerhalb einer D ;
nere Schieife (internal loop ), 6. Kreuzungen (junction ): Embw@?mwwwmw,mwﬂamwwm\?

Die Wechselwirkungen innerhalb einer RNA-Struktur bestehen im wesentlichen
aus den Smmmmamﬂomd&nwmagErEmo: zwischen d

en Basen, den Basenstapelun
. ) gen
(base stacking) und den elektrostatischen Wechs

elwirkungen zwischen den Phos-
n Riickfaltung einer RNA zur Se-
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kundérstruktur werden neben den kanonischen Watson-Crick-Basenpaaren G-C und
A-U hiufig auch G-U Basenpaare ( Wobble-Basenpaare) gefunden (s. Anhang A). Au-
Ber den Watson-Crick-Basenpaaren gibt es zuweilen auch die Hoogsteen-Basenpaare
sowie deren reversen Basenpaare. Weitere Wechselwirkungen zwischen einzelnen Ba-
sen, wie z. B. die Ausbildung von Basentripletts und Pseudoknoten, sowie zwischen
den Gruppen einzelner Nukleotidbausteine, wie z. B. Base und Ribose, bestimmen
letztendlich die Tertidrstruktur. Die tRNA-Struktur veranschaulicht die Komple-
xitét ausgezeichnet, denn wihrend die Sekundérstruktur einem Kleeblatt shnelt, ist

die Tertidrstruktur L-formig [19a].

2.1.2 Struktur von Haarnadelschleifen

Die RNA-Struktur einer Haarnadel (hairpin) entsteht durch die Ausbildung eines
antiparallen Doppelstrangs [63]. Ihre Sekundérstruktur (s. Abb. 2.1) enthélt einen
basengepaarten, doppelstringigen, helicalen Abschnitt, den sog. Stamm (stem), und
eine am einen Ende aus ungepaarten Nukleotiden bestehende Schleife (loop). Die
Umkehrung des Strangverlaufs bedingt eine Anderung der Struktur des
RNA-Riickgrats im Verlauf der Schleifennukleotidkette. Die Sequenz und die An-
zahl der Schleifennukleotide bestimmen schliefllich die Struktur. Fiir die Ausbil-
dung einer Haarnadelschleife wird die Anwesenheit von mindestens drei Schleifen-
nukleotiden angenommen, weil einerseits die Distanz zwischen den zu verkniipfenden
3'- und 5'-Sauerstoffatomen am Ende eines RNA-Duplexes ca. 16 A betréigt und an-
dererseits die Entfernung benachbarter Phosphoratome einer Internukleotidbindung
in Abhéngigkeit von der RNA-Konformation zwischen 6 und 8 A liegt.
Thermodynamische Studien an Haarnadelschleifen mit den Sequenzen (A),, (C),
und (U), fiir n = 3-9 haben gezeigt, daf} die stabilsten Schieifen 4 oder 5 Nukleotide
enthalten [53]. Diese Ergebnisse sind mit den am haufigsten, natiirlich vorkommen-
den Haarnadelschleifen konsistent, denn die Haarnadelschleifen bestehen z. B. in
ribosomaler RNA zu ca. 40-60 % aus Tetranukleotidschleifen und zu ca. 10-25 %
aus Pentanukleotidschleifen. Die Tetranukleotidschleifen der rRNA lassen sich in drei
Sequenzklassen einteilen: C(GNRA)G, C(UNCG)G und C(CUUG)G mit N £ be-
liebiges Nukleotid und R £ G oder A. Bei allen drei Sequenzklassen schlieft ein
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G-C Basenpaar die Schleife ab, wobei die C(GNRA)G-Tetranukleotidschleife mit
ca. 53 % am héufigsten vorkommt [171].

_wma Struktur des GNRA- Tetraloops ist an C(GNAA)G-Haarnadelschleifen mit
N = C, A oder U sowohl durch NMR-Studien [62] als auch an Kristallstrukturen
[108, 145] von Hammerhead-Ribozymen erfolgreich untersucht worden. Die Ab-
v.:a:nm 2.2 zeigt die Struktur der C(GAAA)G-Haarnadelschleife in der Helix II
eines Hammerhead-Ribozyms [170]. Das Guanosin an der Position 1.2.1 (Gr2a) bil-

det insgesamt drei Wasserstoffbriicken zu den gegeniiberliegenden Ribo
aus. Diese sind zwischen der 2’

nukleotiden
. -Hydroxlgruppe von Gr21 und N7 von Arss und
zwischen der auflercyclischen Aminogruppe von Gra1 und N7 von Ajs.4 sowie der
@wo-ﬁﬁ-m%anoxﬁmgvvm eines Phosphats lokalisiert. Starke Wmmmnm&wv&:rmmsgrmmr
wirkungen zwischen den drei Adenosinen stabilisieren zusitzlich die Loop-Struktur.

Abbildung 2.2: Stereo

head- Rinen i bild der Q\r\»m-H&Ssi&%&&..ﬁgga&&mnim&\m wm Hammer-

Die Haarnadelschleifen des GN RA-Typs scheinen auch bei Proteinbindungsstellen
[176] und bei der Ausbildung von RNA-Tertisrstrukturen [88]

. ' d eine wichtige Rolle
zu spielen. Die in Modellrechnungen [73, 86]

. . . vorhergesagten Wechselwirkungen von
etranukleotidschleifen in RNA-Tertiarstrukturen sind in kristallographischen Un-

tersuchungen bestétigt worden [109]. Dabei sind Wechselwirkungen zwischen einem

GAAA-Tetraloop und einer benachbarten Doppelhelixregion gefunden worden. die
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aus mehreren Wasserstoffbriickenbindungen unter Beteiligung von 2'-Hydroxylgrup-

pen bestehen.

2.1.3 Struktur des Hammerhead-Ribozyms

Das Hammerhead-Ribozym-Motiv ist 1986 in einigen kleinen Satelliten-RNAs iden-
tifiziert worden, die als molekulare Parasiten, immer assoziiert mit bestimmten
RNA-Pflanzenviren, wie z. B. dem Tobacco Ringspot-Virus, vorkommen [18]. Diese
in multimeren Formen auftretenden Satelliten-RNAs konnen sich selbst in vivo und
in vitro zu linearen, biologisch aktiven RNA-Monomeren spleifien [124]. Sequenzen
des gleichen Typs sind auch in Transkripten einer repetitiven Molch-DNA [42] und
in der (4)- und (-)-RNA des Avocado Sunblotch Viroids (71] entdeckt worden.

2.1.3.1 Die Konsensus-Sekundirstruktur

Die Primér- und Sekundérstruktur des Hammerhead-Ribozyms ist durch Sequenz-
vergleich der spaltenden Regionen bekannter pathogener Satelliten- und Viroid-
RNAs bestimmt worden [17, 148]. Der charakteristischen T-Form der zweidimensio-
nalen Struktur des katalytischen Zentrums hat das Hammerhead-Ribozym seinen
Namen zu verdanken. Die Sekundérstruktur ist eine Kreuzung (s. Abb. 2.1) aus drei
aufeinander zulaufenden, basengepaarten Helices, die im Kern (core) durch einzelne,
hochkonservierte Nukleotidschleifen verkniipft sind. Der Kern enthélt insgesamt 14
konservierte Positionen. Mit Hilfe eines einheitlichen Numerierungssystem [58] ist
1992 die Konsensus-Struktur des Hammerhead-Ribozyms eingefiihrt worden (s. Abb.
2.3).

Die aus Mutagenese-Studien abgeleitete Sekundérstruktur ist durch thermodyna-
mische Kalkulationen [48, 26] und NMR-Studien [60, 61, 93, 99] bestitigt worden.
Aus 2D-NOE-Spektren von 'H-NMR-Studien sind die postulierten Doppelhelices
nachgewiesen worden. Mit neueren heteronuklearen (**C oder '*N)-NMR-Studien
sind auch Konformationsinderungen im katalytischen Kern bei der Spaltung des
RNA-Substrates festgestellt worden [151].

Die natiirlichen Hammerhead-Ribozyme bestehen vor der Spaltung aus einem

einzigen langen RNA-Molekiil. Es sind jedoch aus kurzen, synthetisch hergestellten
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Oligonukleotiden katalytisch aktive Hammerhead-Ribozyme hergestellt worden, in
denen die Konsensus-Struktur zwar erhalten blieb, aber nur eine oder keine Schlei-

fe vorhanden war [57, 165]. Diese Hammerhead-Strukturen arbeiten wie klassische

Enzyme, weil sie mehrere Spaltungen (multiple-turnover cleavage) hintereinander

katalysieren konnen. Dadurch ergibt sich eine Einteilung in zwei Arten v
tungsreaktionen:

on Spal-

¢ cis-Spaltung: Intramolekulare Spaltung oder Selbstspaltung, bei der die Ham-
merhead-Konsensus-Sequenz aus nur einem RNA-Strang besteht.
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e trans-Spaltung: Intermolekulare Spaltung nach Bildung eines Ribozym-Sub-
strat-Komplexes, bei der die entsprechende Hammerhead-Konsensus-Sequenz
aus zwei oder drei separaten RNA-Stringen besteht. Voraussetzung dafiir ist
jedoch, daf alle Helices durch eine geniigend grofie Anzahl von Basen stabi-
lisiert werden. Eine Unterteilung in katalytisch wirkende Enzym-RNA (Ribo-
zym) und spaltbare Substrat-RNA ist die Folge.

Kinetische Studien an modifizierten Hammerhead-Ribozymen unter Austausch
von einzelnen Basen oder begrenztem Austausch von Basenpaaren [135, 147] haben
die Sequenz von konservierten Nukleotiden bestétigt. Mit Ausnahme von Substi-
tutionen am U; reduziert ein Basenaustausch im Kern die katalytische Aktivitat,
wobei Substitutionen am Gj oder A4 die Spaltungsaktivitdt vollig zerstdren [81].
Der Einflu8 von selektiv modifizierten funktionellen Gruppen einzelner Basen ist
ebenfalls durch zahlreiche kinetische Studien untersucht worden (76, 81]. Dabei ist
die Anwesenheit der 2’-Hydroxylgruppe an der Ribose des X fiir eine katalytische
Ribozymaktivitéit absolut erforderlich [31]. In Abhéngigkeit von der Sequenz und
der Spaltungsart (cis oder trans) sind fiir das Spaltungstriplett (UX*N) (s. Abb.
2.3) Aktivitatsreihen bestimmt worden [149, 174].

2.1.3.2 Die Tertidrstruktur

Die unabhingige Anwendung von vier verschiedenen biophysikalischen Techniken
hat das bestehende dreidimensionale Bild des Hammerhead-Ribozyms wesentlich
gepréagt. Mit den Techniken der elektrischen Doppelbrechung (2], der elektrophore-
tischen Mobilitdt [8] und des Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfers (FRET) [163]
ist die réumliche Positionierung der drei Doppelhelices des Hammerhead-Ribozyms
bestimmt worden. Die Rontgenstrukturanalyse [108, 145, 146] hat jedoch zusitzlich
auch die atomare Auflésung der Kernstruktur erméglicht. Trotz vieler Gemeinsam-
keiten hat es zwischen der Kristallstruktur und dem FRET-Model Unterschiede in
der relativen Orientierung von den Helices I und II gegeben. Allerdings ist die Kri-
stallstruktur durch interhelikales Cross-linking in zwei Hammerhead-Ribozymen und
anschlieBenden Aktivitdtsmessungen [150] bestitigt worden.

In Anwesenheit von Mg?*-Ionen besitzt die Tertidrstruktur des Hammerhead-
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Ribozyms (s. Abb. 2.4) eine Y-férmige (wishbone) Gestalt, in der die Helices I und
IT die Arme und Helix IIT die Basis der Y-Form bilden. Dabei sind die Helices
IT und III beinahe kollinear. Die Mg

. +_Tonen haben hier eine grofe stabilisierende
Wirkung auf die Struktur.

g Eine leicht verinderte Tertidrstruktur ist in Abwesenheit
von Mg**-Tonen gefunden worden, denn in diesem Fall lie

gt ein kollineare Anord
der Helices I und II vor 2, 8] nordnung

Tetraloop

Stem |

Uridine Tumn

nutzt worden.

Abbildung 2.4: Tertigrstruktur des Hammerhead-Ribozyms [1 08].

. Wihrend PLEY und McKay [108] fiir die Réntgenstrukturanalyse ein DNA-
&umﬁmﬁ verwendet haben, sind von SCOTT und KLUG sowohl ein RNA-Substrat
mit einem 2'-O-Methyleytidin an der Position 17 [145]

zur Unterdriickung d -
tungsreaktion E: g der Spal

als auch ein unmodifiziertes Hammerhead-Ribozym (146] be-
rden Neben den A-RNA-Helices L II und III besitzt der katalyt
Kern zwei weitere strukturelle Doméanen. Die Doméne I (
(sharp turn), dessen Struktur auch in vielen tR.

ische
Cs—Ag) ist der sog. U-turn
. NAs vorhanden ist [128]. Stabilisiert
wird der U-turn durch zwei Wasserstoffbriicken, die zwischen der 2

-Hydoxylgruppe
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vom Ug und dem N7 von Ag sowie zwischen dem N3 von U, und der pro-Sp-
Phosphatgruppe des U; liegen. Die Domine II (U;—Ag und Gi2-Ay4) besitzt ein
G/A-Tandembasenfehlpaar (tandem G-A mismatch), das schon aus NMR-Studien
von Doppelhelices kurzer Oligoribonukleotide bekannt ist {140]. In die stabilisieren-
den Wasserstoffbriickenbindungen ist bei beiden Basenfehlpaaren immer die Ribose
eines Nukleotids mit eingebunden. Beide Kristallstrukturen zeigten nur geringe Un-
terschiede im Bereich der Spaltregion und der Doméne II [81, 170]. Auflerdem ist
in beiden Strukturen die Bindung eines zweiwertigen Metallions am N7 von Gg und

der pro-Rp-Phosphatgruppe von Ay identifiziert worden.

2.1.3.3 Kinetik und Mechanismus der Spaltungsreaktion

Zur Charakterisierung der Kinetik der RNA-Spaltungsreaktion des Hammerhead-
Ribozyms sind zunsichst Messungen im stationiren Zustand (steady state) unter
Michaelis-Menten-Bedingungen durchgefiihrt worden [45, 103]. Dabei erfolgt die
Untersuchung des Spaltungsmechanismus (s. Abb. 2.5) entweder unter Multiple-
Turnover- oder Single- Turnover-Bedingungen. Im ersten Fall liegt das Substrat im
UberschuB vor, und das Ribozym ist in der Lage, mehrere Substratmolekiile zu
spalten. Wenn diese Bedingungen ungeeignet sind, wie z. B. bei der Spaltung von
mehrere tausend Nukleotide langen RNA-Transkripten, werden Single-Turnover-
Bedingungen gewiihlt, d. h., das Ribozym liegt — relativ zum Substrat — im Uber-
schuBl vor. Spatere Messungen im vorstationiren Zustand (pre-steady state) haben
die Erstellung eines minimalen Mechanismus der ribozymkatalysierten Substratspal-
tung (s. Abb. 2.5) ermdglicht [46, 59].

Das Hammerhead-Ribozym katalysiert eine Phosphordiester-Umesterung, wobei
durch eine 3', 5'-Phosphordiesterspaltung zwei Fragmente, eine 5'-Hydroxyl-RNA
und eine 2', 3'-zyklische Phosphat-RNA, entstehen [165]. Die ribozymkatalysierte
RNA-Spaltung ist nur in Anwesenheit von zweiwertigen Metallionen (wie Mg?*,
Mn?*, Co?*, Ca?* und andere) beobachtet worden [32, 33, 57, 74]. Die Verwendung
von alternativen Gegenionen, wie dem Polyamin Spermidin oder dem Alkalimetall-
Kation Na*t, hat die zur Spaltung erforderliche Konzentration von zweiwertigen

Kationen zwar drastisch gesenkt, aber immer noch deren Anwesenheit erfordert
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ben einen Beleg fiir ein koordiniertes Metallion am pro-R p-Phosphatsauerstoffatom
> der Spaltstelle erbracht und somit die stereochemische Aufklirung des Reaktions-
+ mechanismus ermoglicht. Beim Austausch des pro-Rp-O gegen ein Schwefelatom ist
m + m _A._ —Aomﬁ in Gegenwart der Mg?*-Ionen eine starke, jedoch bei Mn?*-Ionen nur eine schwa-
AI.- m ° m ——p m + v\— + UN che Reduzierung der Spaltungsreaktion beobachtet worden. Im Gegensatz dazu ist
_A‘_ sowohl beim Austausch des pro-Sp-O gegen S als auch bei den unmodifizierten
Substraten im wesentlichen kein Unterschied zwischen der Spaltungsreaktionsge-
schwindigkeit unter Verwendung der Metallionen Mg?* und Mn?* entdeckt worden
[32, 74, 152, 166]. Weil das harte Mg®*-Ion bevorzugt an Sauerstoff und das weiche
Mn?*-Ion bevorzugt an Schwefel nach dem HSAB-Konzept der harten und weichen
Séuren und Basen von PEARSON [98] bindet [101], kann die verdnderte Metall-
ionenspezifitit nach dem Austausch von pro-Rp-O gegen S als Nachweis fiir eine
Metallionenbindungsstelle dienen. Unter Beriicksichtigung der stereochemisch defi-
nierten phosphorothioathaltigen Substrate verlauft die Spaltung nach einem klas-
sischen Sy2(P)-Mechanismus [85], wobei die 2’-Hydroxylgruppe das Phosphoratom
unter Inversion der Konfiguration angreift (s. Abb. 2.6).

Ein &hnlicher stereochemischer Reaktionsverlauf ist auch in den durch Ribonu-
mngQ einer einfachen Michaelis-Menten - Enz: Mymmwmmm-m&cwwim.. A. Reaktions- | klease (RNase) A katalysierten Reaktionen festgestellt worden [14, 137]. Zur Sta-
mus einer intermolekularen Hammerh teymisatalyse, B. Minimaler Mechanis- - : : T : :

Mitarbeitern 146, 59 mer. mma-.\w&euws\ﬂai.ﬁm nach UHLENBECK und bilisierung der Abgangsgruppe ist auch die Anwesenheit eines zweiten Metallions
vorgeschlagen worden [141]. Dieser in-line-attack-Mechanismus bedingt jedoch eine
o Konformationsénderung des Grundzustandes (A-RNA), um den Angriff des 2'-O am

ﬂ Y.
et nur an der Stabilisierung der Phosphoratom der Base X;7 zu erméglichen. SCOTT und Mitarbeiter haben kiirz-

de . . .
) w Spaltungsreaktion beteiligt. Wei- lich ein Ribozym mit einem 5-Methyladenosin an der Position 1.1 kristallographisch
abhingigen Wmmwao:mmmmorsm:&mwm: mit

ierten Metallionen als ein Indiz dafiir ge-

Abbildung 2.5: Reaktionsmechanismen des Ham

[32]. Demnach sind zweiwertige Metallionen
W2>-‘Ho§m~m$:§=b sondern auch direkt an
terhin wird die lineare Korrelati

ation der pH- :
R erwendeton e untersucht, dessen Struktur den fiir diesen Mechanismus erforderlichen Ubergangs-

wertet, daB koordinierte Metallionen-hydr zustand beschreiben kénnte [89].

oxo-aqua-Komplexe in die Protonier

. etal ungs-

und Deprotonierungsschritte Involviert sind [33]. Jedoch wird auch eine direkt
. e

émorm&s:wzum der Metallionen mit den Sauerstoffatomen vermutet [141]. Aller-
dings hat die Kristallstruktur durch den Nachweis .

einen indirekten Beweis fiir die zmam_:ozmbgumzum
Die Substitution des Phosphats an der Spaltstell
Rp-und S p-Phosphorothioate und die anschlieBend

Einen interessanten Aspekt haben die Untersuchungen der Funktion zweiwertiger

Metallionen an der Spaltungsreaktion des Hairpin-Ribozyms geliefert. Im Gegen-

satz zum Hammerhead-Ribozym ist beim Hairpin-Ribozym in Abwesenheit von

von Lésungsmittelclustern nur
an der Spaltstelle geliefert [145].
e XpN durch die diastereomeren
e Analyse der Spaltprodukte ha-

zweiwertigen Metallionen unter Verwendung von alternativen Gegenionen, wie den
Polyaminen Spermidin [25] und Spermin [37] und inerten Co(III)-Komplexen [172],
eine Spaltungsaktivitit beobachtet worden, die in den beiden letzten Fillen mit der

bei Mg**-Prisenz gefundenen Spaltungsaktivitit vergleichbar war. Im Gegensatz
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2.2 Fluoreszenz-Spektroskopie

2.2.1 Allgemeines

Spektroskopische Methoden erméglichen die Untersuchung von Atomen, Molekiilen
oder Festkdrpern durch deren Wechselwirkungen mit elektromagnetischer Strah-
lung. Mit der Fluoreszenz-Spektroskopie kénnen viele Eigenschaften, wie z. B. Kon-
formationen, Bindungen von Liganden oder Wechselwirkungen mit Solventien, von
Biomolekiilen bestimmt werden [6, 19b].

Die Fluoreszenz-Spektroskopie ist durch die relativ lange Lebensdauer der ange-
regten Molekiileviel empfindlicher und selektiver als die Absorptionsspektroskopie.
Wiihrend dieser relativ langen Lebensdauer konnen viele Prozesse, wie Konforma-
tionsinderungen oder Reaktionen infolge von Translation oder Rotation der Mo-
lekiile, ablaufen. Die empfindliche Reaktion auf Veranderungen in der Umgebung
des Chromophors erlaubt die Verfolgung kinetischer Prozesse, wie Faltung einer
RNA oder Bindung eines Liganden. Die Fluoreszenzintensitét einiger Molekiile wird
in wafrigen Losungen stark geldscht, wihrend die Fluoreszenz in unpolarer bzw.
'starrer’” Umgebung meist um mehr als den Faktor 20 erhéht wird.

Nach der Anregung durch die Absorption von Photonen (Photolumineszenz) kann
ein elektronisch angeregtes Molekiil durch verschiedene photophysikalische Prozesse
wieder in den Grundzustand (Sp) iiberfiihrt werden. Durch einige strahlungslose
Prozesse, wie Schwingungsrelaxation oder interne Umwandlung (internal conver-
sion), erfolgt zunéchst eine Desaktivierung zum niedrigsten Schwingungsniveau des
ersten angeregten Zustandes (S;). Unter Emission von Licht wird der Ubergang von
diesem angeregten Zustand in den Grundzustand als Fluoreszenz bezeichnet. Die
Energie dieses Singulett-Singulett-Ubergangs ist theoretisch im Grenzfall genauso
grof (Resonanzfluoreszenz), in der Praxis aber kleiner als die der Anregung, d. h.,
die Fluoreszenz ist lingerwelliger als die absorbierte Strahlung. Die Absorptions-
und Fluoreszenzbanden verhalten sich annihernd wie Bild und Spiegelbild, wenn die
Schwingungsniveaus des Grund- und des ersten elektronisch angeregten Zustandes
shnlich sind. Das Fluoreszenzlicht wird im wesentlichen durch folgende Parameter

charakterisiert:
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1. Die spektrale Zusammensetzung des Lichtes (Fluoreszenzspektrum) wird fiir |

die Identifizierung und Strukturaufklirung einer fluoreszierenden Substanz be-

nutzt.

2. Die Fluoreszenz-Quantenausbeute (¢r) ist definiert als der Anteil der angereg-
ten Zustande, der durch Fluoreszenz in den Grundzustand iiberfiihrt wird und
ist somit gleich dem Verhéltnis der durch Fluoreszenz emittierten Photonen
zu den absorbierten Photonen eines Systems. Die Abklingzeit der Fluoreszenz
(7r) kann durch direkte zeitaufgeléste Messung der Fluoreszenzintensitit nach
einem kurzen Anregungspuls bestimmt werden und ist gleich dem Produkt der

Emissionszeitkonstante (7z) und der Fluoreszenz-Quantenausbeute (¢ ):

k
ér = z -x
ke + kic + kisc + \ab . ﬁQ_ TE AM.HV

_ 1
kg + kic + krsc + ko - Q)

—_ . (2.2)

mit kg = Geschwindigkeitskonstante der Emission
kic = Geschwindigkeitskonstante der internen Umwandlung
[Q] = Konzentration geloster Stoffe (Quencher)
krsc= Geschwindigkeitskonstante der Umwandlung vom angeregten

Singulett-Zustand in den angeregten Triplett-Zustand
(intersystem crossing)

3. Die Fluoreszenzintensitit (F(A)) wird zur Konzentrationsbestimmung einer
fluoreszierenden Substanz verwendet, wobei aufgrund konzentrationsabhéin-

giger Desaktivierungsprozesse fiir die quantitative Bestimmung Eichkurven
erforderlich sind. Es gilt:

F(A\)=2303-¢(A\)-c-d-Io-dp- f(N) -6

(2.3)

Extinktionskoeffizient bei der Wellenléinge A (Anregung)
Konzentration der fluoreszierenden Substanz
optische Schichtdicke
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Iy — Lichtintensitit des Anregungslichtes
f(A) = Anteil der Emission bei der Wellenldnge A
) = geometrischer Faktor

4. Die Polarisation der Fluoreszenz liefert Informationen iiber Gré8e, Form und
Flexibilitit von Makromolekiilen. Bei Anregung mit linear polarisiertem Licht
erfolgt durch Photoselektion eine anisotrope Verteilung angeregter Molekiile.
Die Folge ist eine anisotrope Emission. Fiir die Polarisation (P) und Aniso-
tropie (A) gilt:

L -4

_ 2.4
Iy+ 1y 0

P

L -4

_ 25
.N__ +2I, A v

A

Fluoreszenzintensitat parallel zur Polarisationsebene

mit N__

I, Fluoreszenzintensitit senkrecht zur Polarisationsebene

I

2.2.2 2-Aminopurin-Ribonukleosid als chromophore Grup-

pe

Die natiirlichen Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Uracil einer RNA-Struktur
besitzen nur sehr geringe Fluoreszenz-Quantenausbeuten (ca. 107*) und auffallend
kurze Fluoreszenz-Lebensdauern von 7p < 20 ps [19Db]. Die Fluoreszenzuntersuchung
einer RNA-Struktur oder Dynamik mufl also mit anderen Chromophoren erfolgen.

Eine hiufige Anwendung ist der Einbau einer chromophoren Gruppe, wie z. B.
Rhodamin- oder Fluorescein-Farbstoffe, in die RNA iiber einen Linker, der meist
{iber die Hydroxylgruppen der Phosphate verestert wird. Dabei besteht jedoch im-
mer die Gefahr, dafl die natiirliche Struktur eines Makromolekiils wie der RNA
verindert wird und so die gewiinschte Strukturaufklirung nicht moglich ist. Die
Verwendung von natiirlich vorkommenden Basen mit erhohter Eigenfluoreszenz oder
synthetisch modifizierten Basen beeinflussen die RNA-Struktur in viel geringerem

MaBe und eignen sich deshalb besser als chromophore Gruppen. Die natiirlichen,
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| i iir di ntersuchungen ist die
fluoreszierenden Y-Basen (Wyosine) in t-RNAP sind fiir die Struktur- und Dy- mit steigender Temperatur ab. Entscheidend fiir die mﬂ:wﬁ_..:ﬁw . . awm e
. . o . ird, je mehr
namikaufkldrung der t-RNA intensiv genutzt worden, und haben z. B. den Beweis Tatsache, dafl die Fluoreszenzintensitdt umso schwécher wird, j

insi i tapelung unterliegt.
eines Inner-Sphere-Komplexes eines Mg?*-Ions in der t-RNAP* durch Fluoreszenz-  einer Nukleinsurestruktur den Wechselwirkungen der Basenstapelung

| i inopuri hl in RNA- als auch in
Temperatursprung-Experimente erméglicht [77]. Synthetisch modifizierte, fluores- . Der Einsatz der Reportergruppe 2-Aminopurin erfolgte mMSM [ VA alsauch 1
i n
Nmmﬁmzam memuu Mmba z. B. Qm.m MHTGSONQQ—HOMMS OQ@H ng Nl}BmﬂOﬁEHmb. U2>|m®ﬁ:®5Nm~u. wmﬁ der CﬂﬁmHmSGWCEW Q@H HWN.MQUUNQNS@O selwir. .C g iy
2-Aminopurin-substituierten DNA-Doppelbelices wurden sowohl ein 2AP/ atson-
H J Crick-Basenpaar [92] als auch ein 2AP/C Basenfehlpaar [43, 55] gefunden. Eben-
falls sind Fluoreszenzmessungen zur Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen
Zv Polyribonukleotiden [142] und DNA-PNA-Strukturen [49] nach Substitution mmm
H 2-Aminopurins durchgefiihrt worden. DNA-Protein-Wechselwirkungen HWmmmw. sich
I/Z N mit 2-Aminopurin auch gut untersuchen, weil auch in Gegenwart der Aminosauren
. . salich ist
___ Tyrosin und Tryptophan eine selektive Anregung der Reportergruppe moglich is
[64, 95].
IO.IOIm 0
H H
- H H
bi b

|

Abbildung 2.7: Struktur des 2-Aminopurin- Ribonukleosids (2AP).

Das Potential der Reportergruppe 2-Aminopurin fiir E:oSmNm:N:Emamznvc:mms
von 2-Aminopurin-substituierten Nukleinssuren ist schon lange bekannt, denn be-
reits 1969 sind zum 2-Aminopurin-Ribonukleosid (2AP) erste Fluoreszenz-Studien
angefertigt worden [168]. Das 2AP (s. Abb. 2.7) besitzt eine Fluoreszenz-Quantenaus-
beute von ca. 0.7 und eine Fluoreszenz-Lebensdauer von ca. 7 ns. Maxima des
Anregungs- und Emissionsspektrum liegen in einem pH-Bereich von 4-11 bei 303
und 370 nm. Aufgrung einer Protonierung des 2APs (PK = 3.4) ist im sauren Milieu
eine kontinuierliche Verschiebung dieser Maxima zu einer Wellenlinge von 312 und
383 nm (bei pH 2) zu beobachten. Die pH- und temperaturabhingige relative Fluo
reszenzintensitéit erreicht im Bereich von pH 5-11 ein maximales Niveay und nimm
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2.3 Relaxationsmethoden

Theorie und Methoden der chemischen Relaxation sind in mehreren
ausfiihrlich erértert worden [11, 19¢, 40, 154].

Abhandlungen
Daher wird hier nur eine kurze Dar-
stellung der Zusammenhiinge gegeben.

2.3.1 Die ngvmamﬂ:wmﬁwczm.zmﬁroam

Die Gleichgewichtskonstante (K) einer Reaktion ist eine Funktion der Tempera-
tur (T), des Drucks (P) und, bei einer Anderung der Ladungsverteilung (Dipol-
moment oder ionische Ladungen), auch eine Funktion der elektrischen Feldstirke.
Diese Abhingigkeit von einer intensiven Gréfle wie der Temperatur machen sich
die Sprungmethoden (transient methods) zunutze. Die HvamwmﬁEmgwbmwmwo: der
Gleichgewichtskonstanten wird durch die van’t Hoffsche Gleichung beschrieben:

dlnK _ AH
oT p RaT?2

(2.6)

mit AH
R,

I

Reaktionsenthalpie in J mol~!
molare Gaskonstante mit dem Wert 8.314 JK!

mol~!

Wenn die _HmSvaﬂ:wmz%Ecm hinreichend klein ist, ergibt sich eine direkte Pro-
portionalitit:

AK

=

AH

R AT (2.7)

Der Temperatursprung kann durch die Umwandlung von elektrischer Energie in
Wirme (joule heating) erreicht werden. Die Entladung eines Kondensators ist dabei
die am meisten angewandte Methode zur Temperaturerhshung (AT)
tional zur zugefithrten Wirmemenge ist:

, die propor-

cU?
AT = ——— .
2¢c,0V (28)
mit C = Kondensatorkapazitit in F
U = Spannung zwischen den Kondensatorplatten in V
¢p = spezifische Warme bei konstantem Druck in J K~1 g!
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Dichte in g cm™3

Volumen in cm?®

Die Temperaturerh6hung durch das Aufheizen einer Elektrolytlosung folgt einer
zeitabhingigen Exponentialfunktion (AT;), die durch die Auftheizzeit (74) der Elek-

trolytlésung bestimmt wird:

_r 2.9)
AT, = AT AH — exp A vi
- R (2.10)
Td = 9
mit C = Kondensatorkapazitit in F
R = Widerstand der Elektrolytlosung in 2

Dabei ist zu beachten, dafl einerseits fiir einen Temperatursprung eine geniigend
hohe Kondensatorkapazitiat benotigt wird, andererseits aber eine zu hohe Konden-
satorkapazitit die Aufheizzeit und so auch die untere zeitliche Nachweisgrenze von

Relaxationseffekten erhthen wird.

2.3.2 Relaxationszeit in einstufigen Systemen

. N eriSierunes.
Die Relaxationszeit eines einstufigen Systems wird am Beispiel einer Dimerisi g

reaktion erértert:
Na+ . \o+

Weil sich das System vor und nach einem Temperatursprung im Gleichgewicht be-

- 1Bl

(2.11)

findet, gilt fiir die Bildungsgeschwindigkeiten von B:

DBl _ kiag k(B =0 wnd Bk - kB =0 (12)
dt
mit k}, k7 = Geschwindigkeitskonstante vor dem Temperatursprung
kf, k; = Geschwindigkeitskonstante nach dem Temperatursprung
[4],, [Bl/= Gleichgewichtskonzentrationen vor dem Temperatursprung
[4],, [Bl= Gleichgewichtskonzentrationen nach dem Temperatursprung
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Aufgrund der Massenerh
altung und der Stéchi i i
lometrie besteht zwischen den Kon- Die Losungen dieser n Differentialgleichungen sind n Summen von Exponentialen,

zentrationen [A] und [B] und der Umsatzvariablen z folgende Beziehung:

A= B, -2
4=+ wd (B]=B], -2 (2.13)
Einsetzen in Gleichung 2.12 und Umformen ergeben:
dB), dz
— ——— = k412 — -} A y |
" g = Sk by +26 (e + kfa? 4 22 (2.14)
=0 = ,

H . 3 - )

m OE.@W@E@E sind d[B],/dt und ebenso k; [4]z — k;[B], gleich null, und der |
quadratische Term der Umsatzvariable z kann wege u d|
kleinen St5 i i A
e .Ma:b.m amw Gleichgewichts |z| = [A] — [A4]] < [4] vernachléssigt werden. |

1t ergibt sich fiir das System folgende w&mxmaonmmymworaum"

n der Annahme einer hinreichend |

(2.15)

= z(t) = zgexp AIWV

mit

3l

= 4kt [A] 4 k- (2.16)

Aus einer graphisch 1
p en Auftragung von + gegen [A] kénnen die Geschwindigkeitskon-

stanten direkt aus der Stei
gung und de : )
werden. g m Achsenabschnitt der Geraden bestimmt

2.3.3 Relaxationszeiten in mehrstufigen Systemen

Die Kinetik ei
inetik eines mehrstufigen Systems, das n+1 verschiedene Zustinde besitzt

wird i i i
rd durch ein gekoppeltes U&ﬁmié%ﬁoﬁ:cmmm%mama von n linearisierten Ge

mn?is&mwm:mm_mmawccmmc beschrieben:

Q..&.w L

dxy d
dt n_:ma.z.ﬁs”o In

MnT«.HMHQE‘&s. =0 AM.H.NV

mit z;

I

Umsatzvariablen der Elementarreaktionen

Qn; =

Funktionen der Geschwindigkeitskonstanten und der Gleichgewichts-
konzentrationen des spezifischen Reaktionschemas

deren Relaxationszeiten 7; die Eigenwerte der Matrix (an;) sind:

n n .W
1= 2% exp AINV v Tp= 3 exp Allv (2.18)
i=1 Ti i=1 Ti
1 0 fi k
det AQG:. - .\:v mit mma = uen w.m AMHQV
T 1 fir n=k .

' Die Relaxationszeiten (7;) beziehen sich nicht mehr auf eine einzelne Elementarreak-

tion, denn alle Reaktionen sind miteinander gekoppelt. Fiir n = 2 wird ein analytisch
1osbares, quadratisches Gleichungssystem gefunden, jedoch ist das fiir n = 3 erhal-

tene Gleichungssystem im allgemeinen nur numerisch 1dsbar [11].

2.3.4 Modelle von mmmwﬁoagmnrmsmmams

Die Aufklirung von Reaktionsmechanismen wird durch Kinetikuntersuchungen er-
reicht. Dazu wird die Ubereinstimmung eines postulierten Reaktionsmechanismus
mit experimentell ermittelten Daten iiberpriift.

Mit Hilfe des im MPI fiir biophysikalische Chemie entwickelten Computerpro-
gramms sim konnten die experimentellen Daten an ein Reaktionsmodell angepafit
werden. Der Vorteil dieses Programmes liegt in der gleichzeitigen numerischen Sim-
mulation der Relaxationszeiten (7;) und der Amplituden (A;) eines Systems, in dem
i Relaxationseffekte analysiert worden sind.

Im folgenden werden Reaktionmodelle und Gleichungen aufgefiihrt, die zur An-

passung der experimentellen Daten benutzt worden sind:

Modell I
oA m B (2.20)
mit K; = mw folgt:
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d[C]
dt
d[E]

A = i (BID) - K5 (E]

= k3 [B] - k; [C]

Modell 11
kF kS
A+B2C2D
el (2.22)
mit K; = WM und ¢ = 1 und 2 folgt:
W) e
= k(C] - KA B) (223)
d[D]
5 = F(C1- k(D] (2.24)
Modell 111
kf ki
ARB,B+C2D
. o (2.25)
. +
mit K; = m”n und ¢ = 1 und 2 folgt:
d[A] _
o = kBl - k(4] (2.26)
d[D]
A2 = K1BJC] - kD] (227)
Modell IV
kt k+ \o+
A2B2C,B+D2E
Pl s (2.28)
. F
mit K; = mu und 7 = 1, 2 und 3 folgt:
a4 _ - +
a - n (B] - k' [A4] (2.29)

Kapitel 3

Material

3.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Feinchemikalien sind von folgen-
den Firmen bezogen worden, wobei einige Chemikalien pro analysi (p. a.) Qualitét
hatten. Bezugsquellen spezieller Chemikalien werden in den einzelnen Abschnitten

angegeben.
Firma Chemikalien
Aldrich, Steinheim Rhodamin B

Baker, Deventer (Holland) Ethylenglykol
Formamid (p. a.)
Harnstoff (p. a.)
1 M Natronlauge (p. a.)
65 %ige Salpetersiure (p. a.)
1 M Salzsaure (p. a.)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (p- a.)

Merk, Darmstadt Ammoniumperoxodisulfat (p. a.)

Ascorbinsiure (p. a.)
Borssure (p. 2.)
Bromphenolblau-Natriumsalz

29
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Fi
rma Chemikalien

Merk, Da. i
rmstadt O&Q:BoEoma-Hmimr%%mﬁ (Suprapur)

Num “u.onoggzo::aovrm:&-Zmﬁazﬁmm_N-Umg\%m&
Ethidiumbromid
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (p. a.)
Natriumchlorid (p. a.)
Natriumperchlorat-Monohydrat (p. a.)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (p. a.)
Titriplex IIT (EDTA) (p. a.) .
Ficoll 400
Acrylamidlssung (30 % (w/v), 40 % (w/v))
RBS 35 Konzentrat
L-Tryptophan (p. a.)
Xylencyanol FF
Agarose

Pharmacia, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

2-Aminopurin-Ribonukleosid

Dimethylarsinsgure (Cacodylsaure)

3.2 Nukleinsiuren

3.2. i i
2.1 Umgang mit Ribonukleinsiuren

Da Ribonukleasen all ;
gegenwirtig sind und schon i i
n geringsten Spuren zum RNA-

Abbau fiihren k& i i
nnen, sind beim Umgang mit Ribonukleinsiure-Losungen unb
e-

ingt einige i Vi

d ge Vorsichtsmafinahmen zu treffen. Neben dem Tragen von Ei G

- ) mweg- i-

handschuhen wurden stets nur gewaschene und autoklavierte Einwe -
ml

_.:HQ m:uccm ..HWON\WSOH—M Qmm.mm UQHHCﬁNn. >G.&wmmﬁm~5. wurden a ~O Verwe, eten walbrigen
g m Q N _. T 5& 1 m
W

Lésungen autoklaviert oder sterilfiltriert
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3.9.2 Ribonukleinsiuren (RNA)

Die in dieser Dissertation verwendeten Ribonukleinsduren wurden ausschliefilich in
der Arbeitsgruppe Bioorganische Chemie von Prof. Dr. FRITZ ECKSTEIN am Maz-
Planck-Institut (MPI) fir Ezperimentelle Medizin in Géttingen hergestellt.

Die RNA-Synthese wurde je nach Verwendung der Synthesekartusche im 1 pmol
bzw. 2 pmol Mafistab von UrsuLA KUTZKE mit einem 380B DNA-Synthesizer von
Applied Biosystems durchgefiihrt. Neben den Synthesereagenzien, die von Applied
Biosystems fiir die Modelle 380 geliefert werden, wurden die Festphasen-Synthese-
ssulen und Ribonukleosid-Phosphoramidite natiirlicher Basen von Milligen/ Bio-
search bezogen. Die Synthese der w->B§ov55-§_cosaimOmE'1WOmvwoBEE;o er-
folgte in der Arbeitsgruppe ECKSTEIN [161, 162]. In der Verlangerung der tetrazol-
katalysierten Kopplungsreaktion auf 10 min bestand die einzige Verinderung des
herstellereigenen Syntheseprotokolls. Die Kopplungseffizienz jedes RNA-Bausteines
wurde wihrend der Synthese automatisch verfolgt, indem die Farbintensitéten der
Lisungen verglichen wurden, welche die abgespaltene Tritylgruppe nach jeder Kopp-
lung enthielten. Die Kopplungseffizienz des w->5§ovciul§¢o=cEmOmE,36&57
amidits lag oberhalb von 99 % und war damit vergleichbar mit denen der kommer-
ziellen Amidite.

Neben der Abspaltung der Tritylgruppe nach jeder Kopplung erfolgte am Ende der
chemischen Synthese die Abspaltung der Aminoschutzgruppen der Basen in einer
ammoniakalischen Ethanollosung. Jedoch lag die RNA noch immer nicht als- ho-
mogene Ribonukleinsaure einer Linge vor, weil sowohl durch unvollsténdige Kopp-
lung bei der Synthese als auch durch partielle alkalische Hydrolyse nach Verlust der
2'-0-Silylschutzgruppe in ammoniakalischer Losung kiirzere Bruchstiicke entstanden
waren. Diese kiirzeren Fragmente wurden durch eine denaturierende Gelelektropho-
rese abgetrennt, und die jeweils gewiinschte Nukleinsaure durch eine Elektroelution
in BIOTRAPs BT1000 der Firma Schleicher & Schuell zuriickgewonnen.

Nach einer anschlieBenden Entsalzung der angereicherten RNA-Losungen durch
Spek-Pak C18 Reverse-Phase-Siulen wurde die RNA in 200-400 pl bidestillierten
Wasser gelost und bei -20°C gelagert. Die Nukleinsiurekonzentration wurde UVv-

spektroskopisch bestimmt [164].
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- W@ﬁ@ﬂw gmﬁ:@ >WS vtat Q.@H ver mﬁw:mﬁwo:md H_UON \ me Zu unter Qn {i med. S. Hmw._u. WNV . UHO
etisier mw . m A
s Y ten s@Qﬁ@\nNNSﬂwhpﬁﬁm: \NVQ N.SQ\\.%N%A_WNN qa\

v wm |.Lw: n wmwzs&m‘mmﬂuﬂmﬂnﬁunmu Q.QH ngﬁ ﬁszlmnwUOmﬂﬂWﬂw:uwm\rﬁmb .mmm H..M u nw QQH ~u~923:®u *@NQ&I
n@ \ﬂ A v n
au Rm% .@ INOPUTIT ‘m 0TV U, N@Dws&w

isch dargestellt.
Ribozyme (HH1-5) sind in den Abbildungen 5.6 und 5.10 graphisch darg
i
(2AP).
i ds
~ = > 5" — 31 3.2.3 UZ>|Zo_mws_mwmm€_orammewdam:. ~
dnge Sequenz | H-
. : n C b der Homogenitét und der richtigen Kettenlédnge der synthetisie

Olil 12nt GGG AGU C(2AP)G GAU 7ur Uberpriifung der

OlilCompl. 12nt  AUC CUG ACU CCC

Oli2 12nt  GAA AGU C(2AP)A AAG
Oli2Compl. 12nt  CUU UUG ACU UUC

ten HC UOE.CWFQ:HMN\C.“ en wur Qm: _Umw Qmﬁ QMO_QW tro UTOH € Smﬂ?@ﬁ H,\Mm ﬁroamﬁ zZwel ver-
m

- N HHC:W m
w m S utzt, 1€ eme Wmdmﬂ.m uor
mOWHmAww_—m —v2> V. C_QW 113X méwﬁw—dm ﬂmﬁmmﬂaw U@b tzt Q Q

einem m,nwmamzam&mmzcmamwor von 10-500 Basen ermdglichten:
Oli3 12nt  AAA AAA A(2AP)A AAA heim)
Oli4 12nt  UUU UUU U(2AP)U UUU 1. DN P:Zoﬂmwﬁwnmmémogmmawzmw—.m V (Boehringer Mannheim
' ) s lease Hae I11
‘ MWM HM zM MMM MMMMWMVMWMM MMM MMM - Verdau von pBR322 DNA mit der Restriktionsendonukleas s
3 n : 2,1 )
| ) 434, 267, 234, 213, 192, 18%,
v HH1 49nt  GCG CUC UGA UGA GGC CGC AAG GCC GAA ACU - Fragmentgrofen: 587, 540, mo?HMmqum 11 und 8 Basenpaare
GCC GCA AGG CAG UdC(2AP) GCG C 123, 104, 89, 80, 64, 57, 51, 21, 15, z,moe A (pH 80)
HH2 49nt  GCG CUC UGA UGA GGC CGC AAG GCC GAA ACU - 250 pg/ml in 10 mM Tris-HCl, 1 m
GCC GCA AGG CAG U(2-NH,-C)(2AP) GCG C 2. 10-bp-DNA-Leiter (Gibco BRIL)
HH3 49nt  GCG CUC UGA (2AP)GA GGC CGC AAG GCC GAA ’ Vergleich zwei- bis drei-
ACU GCC GCA AGG CAG UdCA GCG C _ Die 10 bp- und 100 bp-Bande sind zum besseren Verg
HH4 49nt  GCG CUC UGA UGA GGC CGC AAG GCC GAA ACU fach verstarkt 470, 960, 250, 240
GCC GC(2AP) AGG CAG UdCA GCG C - Fragmentgrofen: 1668, 330, 320, 310, 300, 290, 280, 270, 26U, 29U,
HH5 49nt  GCG CUC UGA UGA GGC CGC AAG GCC GAG ACU

100, 90,
230, 220, 210, 200, 190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110,
80 .ﬂo 60, 50, 40, 30, 20 und 10 Basenpaare

- 1 pg/plin 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 7.5)

GCC GCA AGG CAG UdC(2AP) GCG C

Das 2-Aminopurin-Ribonukleosid (2AP) wurde sowohl in kiirzere Oligoribonuklein-
sauren (OliAP1-4 und HP1-2) der Kettenlinge 12 und 15 nt als auch in die Ham-
merhead-Ribozyme (HH1-5) der Kettenlinge 49 nt eingebaut. Bei den Hammer-
head-Ribozymen wurde zusitzlich an der Spaltstelle (Position 44 in 5" — 3-Richtung

bzw. Position 17 bei der Numerierung nach HERTEL et al. [58]) ein Cytidin durch ein
2"-Desoxycytidin (dC) bzw. ein 2'-Desoxy-2"-aminocytidin (2-NH,-C) ersetzt, um die
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3.3 Puffer und Stammlésungen

Die folgende Liste enthilt alle verwendeten Puffer und Stammldsungen, die mit bi-

destilliertem Wasser angesetzt worden sind, sowie ihre Abkiirzungen:

KAPITEL 3. MATERIAL
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35

Abkiirzung Zusammensetzung —
m
TBE-Puffer Tris o
onmm.M:m iy
EDT
H72 50mM
TCN-Puffer Tris p o
Cacodylsiure o
Natriumperchlorat
H80 10mM
TE-Puffer Tris-HCl ) o
EDTA

Abkiirzung Zusammensetzung

Agarose-Lsg. Agarose 1%
APS-Lsg. (NH4)2S,05 10 %
C-Puffer Cacodylsiure pH 7.0
EtBr-Lsg. Ethidiumbromid

Ladepuffer A Formamid pH 7.6

10x TBE-Puffer

Bromphenolblau/Xylol Cyanolblau F

Ladepuffer B

Formamid
EDTA

Bromphenolblau/Xylol Cyanolblau F

Ladepuffer C

Ficoll 400

Bromphenolblau/Xylol Cyanolblau F

Marker-Lsg. A

Boehringer V DNA-Marker

(250 pg/ml)

Ladepuffer B ohne BPB

Marker-Lsg. B

10 bp Leiter Gibco-DNA-Marker

(1 pg/ul)

Ladepuffer C

H,0
RBS-Lsg. RBS 35 Konzentrat pH 11
Rhodamin-Lsg. Rhodamin B in \Mﬁg\_mzm@wo_
T-Puffer Tris-HCI

pH 7.5
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3.4 Gerite

KAPITEL 3. MATERIAL

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurden folgende Gerite
benutzt:

Autoklav Matachana 21-L (Rettberg; Gottingen)
Elektroelution BIOTRAPs BT1000 (Schleicher & Schuell; Dassel)
Gel-Foto UV-Transilluminator (UV-Durchsichtleuchten) mit einem
254nm Filter (Bachhofer; Reutlingen)
Polaroid-Kamera,
Gefriertrockner Speed Vac Concentrator und Kiihlfalle (Bachhofer; Reut-
lingen)
Kiihlzentrifuge Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge mit
dem Sorvall-Rotor SS-34 (DuPont Instruments; Homburg)
Oligoribonukleotid- 380B DNA-Synthesizer (PE Applied Biosystems; Foster
synthese City, USA)
Pipetten Pipetman 2,-20, 100, 200 und 1000 (Gilson; Worthington,
USA)
Polyacrylamid-Gel- Gelelektrophoresekammer (Pharmacia; Uppsala, Schwe-
elektophorese den)
Netzgerit: Bio-Rad Laboratories 1420 B (Rettberg; Gottin-
gen)
Schiittler Vortex Genie 2”" (Bender & Hobein; Ziirich, Schweiz)
Schmelzkurven Cary219 (Varian; Australien)
Cary4 (Varian; Australien)
Temperaturregler PG20 (Haake; Karlsruhe)
Temperaturmefgerit Quat 100 (Heraeus; Hanau)
Umwiilz-/Kiihlthermostat F3-CH (Haake; Karlsruhe)
Spektrofluorimeter

SLM 8000 S (SLM Instruments, Inc.; Urbana, IL, USA)
UVIKON 933A (Kontron Instruments; Eching)

37
3.5. KUNSTSTOFFMATERIAL

Entwicklung in der Abt. Biochemische Kinetik (MPI f. bio-

ikaliche Chemie; Gottingen) .
e _ QKT 2 0.005 mm (Mitu-

Stopped-Flow

Titration Mikrometerschraube 0-50 mm
toyo; Japan)

Aufbau nach RIGLER et al. [131] serunge
C.R. RaBL (MPI f. biophysikaliche Chemae; Gottingen)
Lambda 17 (Perkin Elmer; Uberlingen)
Cary4 ( Varian; Australien)
F4500 (Hitachi; Japan)
Prazisionswaage 10-1000 g (

mit Verbesserungen durch
T-Sprung

UV/VIS Spektro-

photometer

Sartorius; Gottingen)

e Prizisionswaage 1207MP2 (Sartorius; Gottingen)
Zentrifuge Centrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg)
Christ UJ1 (Schmidt; Gottingen)
3.5 Kunststoffmaterial
i i i d Spritzfla-
Reaktionsgefafie Pipettenspitzen, Einmalpipetten, Einmalspritzen und op

Packard und Sarstedt bezogen. Alle Pla-

endorf, Greiner,
e e o ! g kamen, wurden vorher ge-

stikgefafe, die mit den Ribonukleinsduren in Beriihrun,

waschen und autoklaviert.
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Kapitel 4

Methoden

4.1 Konzentrationsbestimmungen

Die Konzentrationen der verwendeten Ribonukleinsduren wurden durch Absorp-
tionsmessungen gegen Puffer bei einer Wellenlinge von 260 nm mit dem Zwei-
strahlphotometer Lambda 17 von Perkin Elmer bestimmt. Wenn monochromati-
sches Licht mit der Intensitét I, eine homogene Schicht durchquert, ist nach dem
Lambert-Beerschen Gesetz die Intensitatsabnahme (dI) proportional zu der Schicht-
dicke (dz = !) und der Konzentration der absorbierenden Teilchen (c). Durch Inte-
gration ergibt sich fiir die Absorption (A) mit dem molaren Absorptionskoeffizienten
(€) — auch Extinktionskoeffizient genannt — und der Transmission (Durchléssig-
keit) mit T = I/Io:

>H|~omAWva;.o (4.1)

Iy

Die dimensionslose Grofie Absorption {optische Dichte) ist sowohl von der Tempe-
ratur als auch von der Wellenlédnge abhingig und wurde in der Vergangenheit haufig
auch als Extinktion bezeichnet (6]

Fiir doppelstringige Nukleinsduren wird bei pH = 7 und 20°C in Abhingigkeit
vom Adenin/Thymin-Gehalt ein Extinktionskoeffizient (€260) zwischen 6.3 (100 %
A/T) und 7.6 (0 % A/T ) - 10° M-! cm~!, bezogen auf eine Phosphateinheit,
benutzt, wobei meistens ein durchschnittlicher Wert von €0 = 6.6 - 10° M~ cm™

verwendet wird. Der Extinktionskoeffizient fir einzelstrangige Oligonukleinsduren
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188t si it e
sich mit einer Formel aus dem Handbook of Biochemistry and Molecular Biology

[44] bestimmen.

Die Be inkti i
rechnung der Extinktionskoeffizienten der verwendeten Ribonukleinsiuren

erfol e 1 .
. {0} mnm unter Beriicksichtigung ihrer Sekundérstrukturen, die mit Hilfe theoretische
- ' H.
imulationsprogramme [65, 80, 175] bestimmt werden konnten (s. Tab. 4.1)

Tab . -
abelle 4.1: Berechnete Extinktionskoeffizienten (es0) der Ribonukleinsiuren

RNA €260 ?Ou M-! nEIJ RNA €260 T.Ow M-! OSIJ
O_wu 11.1 Oli3 12.3
Oli1Compl. 9.1 Oli4 9.7
O_wm 11.3 HP1/HP2 9.6
0Oli2Compl. 94 HH1-5 8.5

Mit Glei i
N Hb.. degm 4.1 resultiert daraus unter Beriicksichtigung der Schichtdicke (opti
e Lénge) [ = 1 cm und der Anzahl der Ph inhei -
osphateinheiten (p) eines Nukleinsi
o el nd s Nukleinsdure-
molekiils fiir die Molaritst (c) der Nukleinsiure (Polymer) in der Lésung:
Asgso
c=——
. o1 p M] (4.2)
N eiterhin ergibt sich unter Beriicksichtigung der Masse m und der Dichte von Wi
ei 20°C mit o = ~3 in wiBri e
. ..B; 0 = 0.99823 g - cm~3 in wiBrigen Losungen fiir die Stoffmen d
Nukleinsguren mit der Einheit mol: s
c-m
U .< .. 3 m
Emm erhdltnis der optischen Dichten (OD) bei 260 nm und 280 nm einer N
mw .y I 3 . HH@H» CI
‘ .bmwﬁmEmcuw (ODago/ODagy) ist ein qualitatives Maf fiir die Reinheit einer N
einsdure und liegt normalerweise zwischen 1.8 und 2.0 [139] )

n=eV= [mol] (4.3)

4.2 Gelelektrophoretische Methoden

me AWQHQHQWSO—UWOHmmm ist eine rmu vorra m:; eeignete ?_m: O&m mﬂwlwmﬁwmz
W g g Zur an

und pré . L
préaparativen hochauflésenden Trennung geladener Oligomere und Polym
ymere.
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Sie wird deshalb hiufig zur Charakterisierung und Reinheitsbestimmung von Nu-
kleinsduren eingesetzt. Alle m&&mwﬁo@rogamgmb Trennungen wurden mit Poly-

acrylamidgelen in der Flachbett-Technik ausgefiihrt 1, 139, 156).

4.2.1 Wo_%mnw%_mga-Qowmﬂmwawoﬁrou.mmm (PAGE)

Charakterisierung von Ribonukleinsiuren Die Charakterisierung von Ribo-

nukleinsduren in Polyacrylamid-Gelen erfolgte unter nativen Bedingungen. Die Kon-

zentration des Acrylamides, die 10 bis 16 % betrug, bestimmte die Auftrennung der

eingesetzten RNA-Fragmente.
Fiir ein Gel mit 1 mm Dicke wurden drei 1 mm dicke Abstandhalter U-formig

zwischen zwei Glasplatten mit einer Grofe von 15x15 cm? gelegt. Zur Abdichtung
dieser Glasplattenkammer wurden die Glasplatten mit Klemmen zusammengehalten
und die Rander mit 1 %iger Agarose-Losung abgedichtet. In diesen Tank (Kammer)

wurde luftblasenfrei folgende Losung gegossen:

o x ml 30 %ige Acrylamid-Losung mit x = mﬁwﬁﬁl.lwm
e 2.5 ml 10x TBE-Puffer

e ad 25 ml bidest. HoO

o Losung im Exsikkator entgasen

e Zugabe von 200 pl 10 Yoiger >BBO=EBU$98&2:§A>mmv-ﬁamccm
o Zugabe von 50 pul T EMED als Polymerisationskatalysator

Im AnschluB wurde von oben ein Kamm eingesteckt, um die sogenannten Gel-

taschen zum Auftragen der Proben zu erhalten. Nach ca. 90 min war das Gel

vollstandig polymerisiert, der Kamm und der untere Abstandhalter wurden entfernt,

und die Glasplatten mit dem Gel wurden in die Elektrophoresekammer gestellt. Nach
dem Auffiillen der Kammer mit 700 ml TBE-Puffer wurden durch einen 15 min lan-
gen Vorlauf bei 200 V nicht zersetzte Peroxidanionen und wasserlosliche Acrylate
entfernt. Nach dem Spiilen der Geltaschen mit TBE-Puffer wurden die Proben,




. »w
43. ANNEALING DER RIBONUKLEINSA UREN

. KAPITEL 4. METHODEN ...
der Ribonukleinsauren

e 4.3 Annealing
die mit 5-10 pl Ladepuffer A versetzt worden waren, auf das Gel aufgetragen und L
an unter der Denaturierung — auch oS¢

1-3 h bei einer Spannung von 200 V und einer Stromstérke von 25-50 mA getrennt. .
i et p g iner g pelhelix durch Auflésung von

In der Molekularbiologie versteht m
ennung der Nukleinsaure-Dop ed o
icht-kovalenten Bindungen Aémmmmﬂmaomdaowmuv zu Nukleinsgure-Einze et
S eeigneten Bedingungen reversibel, d. h., daf} die ge
; e Doppelhelix ausbilden konnen. Dieser

Wenn die sich paaren-

Nach der Elektrophorese wurde das Gel aus der Kammer genommen, 5~10 min in zen genannt — die Auftr
EtBr-Losung angefirbt und zur Entfernung von tiberschiissigem Ethidiumbromid
2-5 min gewissert. AnschlieBend wurde das Gel auf einem UV-Transilluminator
(254 nm) mit einer Polaroid-Kamera fotografiert (Orangefilter, Blende 5.6, Belich-

tungszeit 1-3 s, Polaroid-Film Typ 667).

Die Denaturierung ist unter
mentéren Strange wieder ein
oder Annealing bezeichnet.

i beliebi lementére Nu-
den Nukleinsduren verschiedenen Ursprungs, also zwei beliebig komple

i y idisi mmmVHOOTOHf me wa
insi € w‘:&. ccw.ma .0@005 von einer H\M Uﬂ:wwmwmm ﬁﬁm m .
W.—muﬁmm.cﬂmmmﬁwcmﬁN n Sl ) ] i . . .

klassischen Fall die Bildung eines UZ?WZ?SMUHEB o N
ité lhelices wachst mit steigender Sequenz . ure

et o O-mmmmdﬁmmnuummmgm:. Die Bildung einer Doppelhelix
ekular erfolgen und bestimmt die Se-

trennten komple
Vorgang wird als Renaturierung

Reinheitsbestimmung der Ribonukleinsduren Zur Reinheitsbestimmung der
Ribonukleinsiuren wurden die Polyacrylamid-Elektrophorese unter denaturierenden
Bedingungen (7 M Harnstoff, T > 60°C) durchgefiihrt. .

Das Gel wurde wie unter nativen Bedingungen hergestellt, jedoch wurden einem
25 ml-Ansatz vor der Zugabe des bidest. Wassers 10.5 g Harnstoff hinzugegeben.
Daraufhin wurde das Gel zusammen mit einer Wirmeleitplatte aus Aluminium in die
Kammer gestellt und 20 min durch Anlegen einer Spannung von 700 V vorgeheizt.
Durch das Spiilen der Geltaschen mit TBE-Puffer wurde der Harnstoff entfernt, da
sonst wegen der Diffusion des Harnstoffes die Losung in den Geltaschen eine hohere
Dichte als der Ladepuffer hitte und so dessen gleichméfBige Verteilung auf den Ta-
schenboden verhindert wiirde. Nun wurden die Proben, die mit 5-10 ul Ladepuffer B
versetzt worden waren, auf das iiber 60°C heifie Gel geladen und bei einer Spannung
von 700 V und einer Stromstirke von 50-100 mA getrennt. Das Polyacrylamid-Gel

wurde ebenfalls mit Ethidiumbromid gefirbt und 2-5 min gewéssert. Fiir prépara-

molekiile und steigendem G

kann nicht nur inter- sondern auch intramol

kundérstruktur einer Nukleinsaure [78, 143].

i amit fiir die
Die Nukleinsduren wurden einer Annealing-Prozedur unterworfen, d

efinierte Sekundér- und Tertigrstruktur der je-

erimente eine d .
B e zwei verschiedene Annealing-

weiligen Nukleinsdure vorlag. In dieser Arbeit sind

Prozeduren verwendet worden:

relosung wurde 10 min in ein auf
(ca. 1 h) auf eine Temperatur

baamﬁw.ﬁm-m.umnmmcu I. Die Ribonukleinsdu

60°C temperiertes Wasserbad gestellt und langsam
95°C abgekiihlt.

tive Gele mit 1.5 mm Dicke wurde 50 ml Gel-Losung benétigt. Die Ribonukleinsdurelsung wurde 2.5 min in ein auf

ing-Prozedur II.
ealing-Pr gsam (ca. 3-4 h) im Wasserbad

‘temperiertes Wasserbad gestellt und sehr lan

Auflerdem wurde ein sogenanntes Zweiphasengel verwendet. Dieses Gel bestan ne Temperatur von 95°C abgekiihlt.

aus zwei Teilen mit jeweils unterschiedlicher Acryamidkonzentration, wobei der
ste Teil (stack) eine deutlich geringere Acryamidkonzentration (hier 6 %) besaf u
nur ca. 15 % der Gesamtlinge des Gels ausmachte. An der Grenzschicht der be
unterschiedlich konzentrierten Gelbereiche kam es hierbei zu einer Aufkonzen
rung der zu trennenden Substanzen; die eigentliche analytische Trennung er ‘
im hoherprozentigen Teil des Gels.

chmelzkurvenanalyse

Schmelzkurvenanalyse konnen doppelhelikale Bereiche in einer Nu-

ung bestimmt und somit Aussagen iiber die Reinheit und das struktu-
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relle Aussehen einer Nukleinsiure getroffen werden.

Da die Einzelstrang-RNA das UV-Licht bei einer Wellenlinge von 260 nm stirker
absorbiert als Doppelstrang-RNA, nimmt die Absorption bei 260 nm beim Aufbruch
doppelhelikaler Bereiche zu Am.%mﬁggﬁﬁ.m-@%mw&. Diese abrupte Absorptionsin-
derung demonstriert auch die hochgradig kooperative Struktur einer Doppelhelix,
deren Stabilitit sowohl von der Basenpaarung als auch von der Basenstapelung
abhéngt und mit steigendem GC-Gehalt zunimmt. Der Aufbruch doppelhelikaler
Bereiche wird durch Erwirmen (Schmelzen) der Nukleinséureldsung erreicht. Die
Schmelztemperatur (Tr-Wert) wird dabei als diejenige Temperatur bezeichnet, bei
der gerade die Hilfte der doppelhelikalen Bereiche aufgebrochen sind [155]

Dazu wurden die bis zu 10 #M Nukleinsiurelésungen meistens zuerst einer An-
nealing-Prozedur (s. Kap. 4.3) ausgesetzt. Anschliefend wurden ca. 750 ul der RNA-
Losungen in die aus dem Quarzglas Suprasil bestehenden 1 cm Spezialkiivetten der
Firma Hellma gegeben. Zur Schmelzkurvenanalyse wurde die Extinktion bei 260 nm
dieser RNA-Lésung gegen den Jeweiligen Reaktionspuffer zwischen 3°C und 100°C
in einem Varian Cary4 bzw. 219 Zweistrahlphotometer gemessen. Die Temperatur
wurde mittels eines Temperaturreglers Haake PG20 kontinuierlich mit einer Ra-
te von 0.1°C/min erhsht. Um eine Wasserdampfkondensation an den Wainden der
Quarzkiivetten und daraus resultierende Mefiwertfehler bei der Absorption zu ver-
hindern, wurde der Kiivettenraum des Zweistrahlphotometers sténdig mit Stickstoff
(N3) gespiilt. Die Absorption und die mit Hilfe eines Temperaturfiihlers gemessene
Temperatur der Jeweiligen MeBkiivette wurden von einem Personalcomputer auf-
gezeichnet. Zur Messung zyklischer Schmelzkurven wurde nach dem Erreichen der
Endtemperatur diese 5 min gehalten, bevor die Abkiihlphase begann, weil sich die
Temperatur der MeBlésung relativ zur Temperatur des Thermostaten mit N.mmﬁ:ormn

Verzogerung einstellte. Als Puffer wurden der C- und TCN-Puffer verwendet.

Die Mefidaten wurden anschliefend auf das UNIX-Cluster der Gesellschaft fiir
wissenschaftliche Datenverarbeitung (GWDG) transferiert. Dort wurden die expe-
rimentellen Daten nach dem einfachen Alles-oder-Nichts-Modell A = B [118] un-
ter Verwendung der Simplez-Methode zur Minimierung der Fehlerquadratsumme

[90] ausgewertet. Dieses Verfahren lieferte neben der Schmelztemperatur (T p-Wert)
auch die Schmelzenthalpie.
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4.5 Fluoreszenz-Titrationen

Zur Charakterisierung der Bindung von zweiwertigen Kationen (insbesondere Ma-~
gnesium und Calcium) an die synthetisierten Ribonukleinséuren (s. WN.%. 3.2.2) é:m.
den Fluoreszenz-Titrationen mit Hilfe eines SLM 8000 S mvmwﬁom:o.ﬂsmamam durch-
gefiihrt. In Abhingigkeit von den unterschiedlichen GBmmvczmméSungdma“_ ¢m~
Reportergruppe 2-Aminopurin-Ribonukleosid wurden m:mmz.u.zm von Zoﬁm:-wﬂ__ mE-
sdure-Komplexbildungen aus den daraus resultierenden <m$:%~:sm.mu der Fluores
zenzintensititen mit Hilfe eines Auswertungsprogrammes Komplexbildungskonstan-

ten (K) mit Mg?*- und Ca®*-lonen bestimmt [82].

4.5.1 Aufbau des Spektrofluorimeters

Das SLM 8000 S Spektrofluorimeter der Firma SLM Instruments, Inc. Q%Ms”
IL, USA) besitzt durch die Verwendung von bmwmgquBoao%noBmﬁon: eine M mw
Empfindlichkeit [56]. Dieses optische Gerét wird zur mwmwaamrw: wmmSBEzw\w o
Fluoreszenz von Stoffen benutzt und ist aus einzelnen, leicht austauschbaren Mo

len zusammengesetzt (s. Abb. 4.1):

e Das LH-450 Lampengehiuse besitzt einen Shutter und eine Mmzo?>~mow-
Lampe mit einer Leistung von 450 Watt als Lichtquelle, die sich sowohl in

horizontaler wie auch vertikaler Richtung justieren 1aft.

e Der MC640 Doppel-Anregungsmonochromator ist &:.Ném%wogw. wow.
kav holographischer Gittermonochromator, dessen Bandbreite an mwmw Posi-
tionen in sechs Stellungen (0.5-16 nm) variiert werden kann. U.Enr die Ver-
wendung eines Beugungsgitter (Diffraktionsgitter) werden reflektierte Strahlen

einer Wellenlinge )\ herausgefiltert. Aulerdem wurde das Streulicht ausge-
schlossen.
e In dem optischen Modul OP-450 gelangt der mit Hilfe einer Quarzplatte

geteilte Lichtstrahl einerseits iiber eine Referenzzelle, eine Rhodamin-Lésung,

zum Referenzphotomultiplier C und andererseits iiber den Probenraum, der
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asszeissniuians

Abbildung 4.1: Schematischer Aufbau des Spektrofluorimeters.

45. FLUORESZENZ-TITRATI ONEN 47

Erlsuterungen zu Abbildung 4.1: Schematischer Aufbau des Spektrofluorimeters:
1. LH-450 Lampengehduse, 2. MC640 beg&‘\»:Rn@:ﬁﬁezcn:ﬁosﬁ&cﬁ 3. opti-
sches Modul OP-450, 4. MC320 Emissionsmonochromator, 5. Photomultiplier vom
Typ PH-PC-9635, 6. gekihlter Photomultiplier vom Typ Thorn Emi 96350B, 7.
SMC-220 Monochromatorregler und SPC-822/823 Datenprozessor, 8. XY-Schreiber,
9. Personalcomputer, 10. Regler; B@G = Beugungsgitter, BR = Bandbreitenregler, FH
— Filterhalter, L = Linse, PH = Polarisatorhalter, PR = Probenraum, QP = Quarz-

platte, RZ = Referenzzelle, SH = Shutter und SP = Spiegel.

einen drehbaren, thermostatisierbaren 4-fach-Probenhalter besitzt und mit
Stickstoff (N3) gespiilt werden kann, zu den MeBphotomultipliern A und B. Fiir
Fluoreszenz-Polarisationsmessungen sind vor und hinter dem Probenraum ent-
sprechende drehbare Polarisatorhalter vorhanden. AuBerdem sind neben den
vier Filterhaltern auch noch insgesamt drei Shutter am Lichtstrahleinlaf )

und -auslaB (2) in dem Modul enthalten.

e Der MC320 Emissionsmonochromator ist ein einfacher, konkav hologra-
fischer Gittermonochromator, dessen Bandbreite an zwel Positionen in sechs

Stellungen (0.5-16 nm) variiert werden kann.

e Die zur Detektion verwendeten Photomultiplier sind fiir den Kanal B und
C vom Typ PH-PC-9635. Im Falle von Kanal A wird ein Photomultiplier
vom Typ Thorn Emi 063508 der Firma Products For Research, Inc. (Dan-
vers, USA) benutzt, dessen Gehiuse mit Peltier-Elementen gekiihlt wird. Die
Peltier-Elemente besafien ihrerseits eine Wasserkiihlung, wobei iiber einen Reg-
ler vom Typ TE104TBRF der Firma Products For Research, Inc. die gesamte
Photomultiplierkiihlung kontrolliert wird. Durch die Kiihlung wird das Dun-

kelrauschen des Detektors wesentlich herabgesetzt.

e Als weitere elektronische Komponenten besitzt das Fluorimeter neben
dem SMC-220 Monochromatorregler noch den SPC-822/823 Datenprozessor,

an dem ein Personalcomputer und ein XY-Schreiber angeschlossen sind.
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4.5.2 Titrationsmessungen

Vorberei 8

ot MWH“M”MMM“ mWhMMManwécnam: die Meflkiivetten, die jeweils aus einer Quarz-

pette er Sehi ic mw <o.= 0.7 cm und einem zweiteiligen Teflon-Stopfen
. ,. mm.wm::mr indem sie einmal mit halbkonzentrierter Salpetersiure und

zweimal mit bidest. Wasser ca. 5~10 min ausgekocht wurden. Nach jedem >cmwo@—“=

wur Qmuw QHO H(QQ&WWE vetten ut mit Uwammn .V ( asser ausges U—M:V :5& um —:.:
@
m Z mOT m

Fir die Titrati
bt m Hm%ozmu wurden 0.2-1.0 pM Ribonukleinssuren in dem jeweiligen
- mJ a.&oama TCN-Puffer) in einem Gesamtvolumen von 1.1 ml geldst
ieflend der Annealing-Prozedur 1. ( |
: . (s. Kap. 4.3) unter i
s zogen. Abweichend
: n meu Regelung wurde erstens bei den Hammerhead-Ribozymen die A li \
" : : nnealing-
- ..E,.H nur m.zowvaocmumzﬁ verwendet und zweitens zur Bildung der zwei d :
W Hwnmwmon Oligoribonukleinsiuren 1 und 2 (dsOlil und dsOli2) die A N.ov-
rozedur II. eingesetzt. Nach de i Lo oy
. m Abkiihlen wurde die Rib i
. onukleinsgure-L
Mcm dem Vortex gemischt und bei ca. 8200 g (1 min, 20°C, r = 73 m HMOQMWWWEN
) i i b ? - Bu H/\H
: EUMS&MQ Tischzentrifuge) zentrifugiert. Von dieser Lésung wurde 1.0 ml abpi |
o s ¢ . abpipet-
e Mzm in die 0.7 cm Meflkiivette gefiillt. Eine dquivalente Menge Puffer S:waw i
HH T m
. vm erenzkiivette gegeben, gegen die ein UV-Spektrum zur genauen Ko t .
e Ref : nzentra-
" M,m immung (s. Kap. 4.1) und Reinheitsiiberpriifung gemessen wurde "
m -ﬁ . e .
o m_ i M.SZOmcbm (MgCl,, CaCly oder Na,EDTA in dem jeweiligen Puffer) wurd
: p .. . . . =H.
- m.mw rei in eine gereinigte Quartzspritze mit Polyethylenschlauchvorsatz gef ..:M
und bei der Messung mit Hilfe einer Mi o
ikrometerschraube der Fi j
gegeben, wobei die Volumenzunah e
! me pro Skalenteil der Mikr
mit einer Prazisionswaa, i e
ge bestimmt wurde. Die Reini
. ‘ . . gung der Spritze wurde d
mehrmaliges Spiilen mit RBS-Losung und bidest. Wasser erreicht e

Mess

>B§M“M§ .sz den >=wmm:.nmm- und Emissionsspektren der Reportergruppe (2-

o opuy HH oz.aw_ooﬁav sind unter Vermeidung von Streulichtstorungen, die so-

ot M elastischen Streulicht (Rayleigh-Effekt) als auch aus dem inelastischen
aman-Effekt) bestanden, folgende MeBparameter gewihlt worden. Die

u n m: Hu:.—@d@ n wMO m 1 111 an: Tel
H:\—OHQMNQSN W :mm —VO— eimer (( e € VO I 1t einer w A=v eite von H nm
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angeregt. Die Detektion der Emission erfolgte bei einer Wellenléinge von 380 nm mit

einer Bandbreite von 16 nm in einem Winkel von 90° zum Anregungslicht. Nach dem

Einschalten des Gerstes (Nr. 7 in Abb. 4.1) wurden die Monochromatoren mit Hilfe
ciner im Gerit progammierten Routine kalibriert und am Referenzkanal C ein defi-
niertes Signal eingestellt. Die Geratstabilitit wurde durch die Messung des Signals
einer mit bidest. Wasser gefiillten MeRkiivette iiberpriift. Alle Messungen wurden

bei einer Temperatur von 20°C durchgefiihrt.

MeB- und Referenzkiivette wurden zundchst mehrmals per Hand geschiittelt, bei
1800 g (2 min, 20°C, r = 100 mm, 4000 RPM, Christ Tischzentrifuge) zentrifu-
giert und 5 min in dem Probenhalter thermostatiert. Nun erfolgte die Messung der
Fluoreszenzintensitit von Meg- und Referenzkiivette iiber 400 s mit einem jeweili-
gen Zeitintervall von 5 s. Fiir das nichste Mefiwertepaar wurde nach Zugabe der
Titrierlosung mit Hilfe der Mikrometerschraube dieser Vorgang wiederholt. Die Ti-
tration erfolgte dabei standardmafig bis zu einer Metallionenkonzentration (Mgt
oder CaZt) von 220 mM und einer Na,EDTA-Konzentration von 20 mM. Abwei-
Regelung wurden alle Hammerhead-Ribozyme aufier dem HHS5 bis
0 mM, sowie TCN-Puffer und 2AP bis 430 mM
en keine Anzeichen fiir das

chend von dieser
su einer Me?*-Konzentration von 12
titriert. Bei allen Fluoreszenzintensitdtsmessungen wurd

Vorhandensein eines langsamen Prozesses beobachtet.

Auswertung Die 80 Einzelmefwerte fiir jeden MeBpunkt wurden mit Hilfe des

Computerprogramms slmtemp gemittelt. Nach einer Volumenkorrektur wurde -die

gemittelten MeBwertepaare von der jeweiligen MeB- und Referenzkiivet-
snderungen aufgrund von Storeffekten zu eliminie-

Differenz der
te genommen, um Fluoreszenzver
ren. Die Korrektur der Mefdaten wegen des Tnner-Filter-Effektes [119] konnte ver-

nachlissigt werden, weil die Absorption bei der gewahlten Anregungswellenldnge mit

< 0.05 sehr niedrig war. Die korrigierten Mefidaten wurden auf das UNIX-Cluster
der Gesellschaft fir wissenschaftliche Datenverarbeitung (G WDG) transferiert. Dort
n Daten unter Verwendung der Simplez-Methode zur Mi-
an verschiedene Reaktionsmodelle (s. Kap.

wurden die experimentelle
pimierung der Fehlerquadratsumme [90]
5.1) angepafit. Dabei wurden neben den Komplexbildungskonstanten (K) der RNAs

mit Mg?*- und Ca?**-lonen auch die relativen Quantenausbeuten (g) bestimmt.
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4.6 Temperatursprung-Experimente

Die Temperatursprung( T-jump)-Methode [30] gehort zu der vielfsltigen Gruppe der
Relaxationsmethoden, die die kinetische Untersuchung schneller Reaktionen bis zu
einer Zeitauflssung von 1071% s erméglichen. Dabei wird der Zustand eines Systems,
das sich in einem Gleichgewicht oder in einem stationiren Zustand befindet, durch ei-
ne sprunghafte oder periodische Veranderung (transient perturbation oder stationary
perturbation) einer intensiven Grofe gestort, d. h. einer physikalischen Gréfe, de-
ren Wert unabhéngig von der Systemgréfie ist. Die Antwort des Systems wird iiber
eine konzentrationsabhingige physikalische GréBe (z. B. Absorption, Fluoreszenz
oder elektische Leitféhigkeit) verfolgt. Die betrichtlichen Vorteile der Relaxations-
methoden liegen zum einen im Wegfallen von zeitaufwendigen Mischungsprozeduren
der Reaktionsteilnehmer und in der mehrfachen Wiederholbarkeit einer Messung
mit der gleichen Probe. Zum anderen gewéhrleisten sie die Beobachtung schneller
Reaktionen und die Linearisierung der Geschwindigkeitsgleichung, welche die Re-
laxation zum Gleichgewicht beschreiben, wenn die thermodynamische Stoérung des
Ausgangszustandes hinreichend klein ist. Generell existiert jedoch fiir jede dieser
Methoden eine zeitliche Camamnmbum und in den meisten Fillen auch eine zeitliche
Obergrenze. Beim Temperatursprung liegen die Untergrenze in der schnellst mog-
lichen Aufheizrate des Gleichgewichtssystems (1076-10-% s) und die Obergrenze im
wesentlichen in der Abkiihlungsrate des Systems von ca. 1 s. Zu dieser Gruppe
gehdren auflerdem noch die bekannten Feldsprung- und die Drucksprung-Methoden
[11, 19c, 40, 117, 154].

4.6.1 Aufbau der Temperatursprungapparatur

Fiir die T-jump-Experimente ist eine im MPI fiir biophysikalische Chemie (Gottin-
gen) von RIGLER et al. [131] entwickelte und von C.R. RABL verbesserte Tempera-
tursprungapparatur verwendet worden. Sie erméoglicht die Messung der Absorption,
der Fluoreszenz und der Fluoreszenz-Polarisation eines Systems (s. Abb. 4.2 und
4.3).
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Abbildung 4.2: Foto von der Temperatursprungzelle FZVIII (A) und der Tempera-
tursprungapparatur (B).
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4.6 Temperatursprung-Experimente

Die Temperatursprung( T-jump)-Methode [30] gehdrt zu der vielfaltigen Gruppe der
Relaxationsmethoden, die die kinetische Untersuchung schneller Reaktionen bis zu
einer Zeitauflosung von 1071° s ermdglichen. Dabei wird der Zustand eines Systems,
das sich in einem Gleichgewicht oder in einem stationéren Zustand befindet, durch ei-
ne sprunghafte oder periodische Verinderung (transient perturbation oder stationary
perturbation) einer intensiven Grofle gestort, d. h. einer physikalischen Grofie, de-
ren Wert unabhingig von der Systemgrofe ist. Die Antwort des Systems wird {iber
eine konzentrationsabhingige physikalische Gréfie (z. B. Absorption, Fluoreszenz
oder elektische Leitfahigkeit) verfolgt. Die betrachtlichen Vorteile der Relaxations-
methoden liegen zum einen im Wegfallen von zeitaufwendigen Mischungsprozeduren
der Reaktionsteilnehmer und in der mehrfachen Wiederholbarkeit einer Messung
mit der gleichen Probe. Zum anderen gewéhrleisten sie die Beobachtung schneller
Reaktionen und die Linearisierung der Geschwindigkeitsgleichung, welche die Re-
laxation zum Gleichgewicht beschreiben, wenn die thermodynamische Storung des
Ausgangszustandes hinreichend klein ist. Generell existiert jedoch fiir jede dieser
Methoden eine zeitliche Untergrenze und in den meisten Fillen auch eine zeitliche
Obergrenze. Beim Temperatursprung liegen die Untergrenze in der schnellst mog-
lichen Aufheizrate des Gleichgewichtssystems (1075-1078 s) und die Obergrenze im
wesentlichen in der Abkiihlungsrate des Systems von ca. 1 s. Zu dieser Gruppe
gehoren auflerdem noch die bekannten Feldsprung- und die Drucksprung-Methoden
[11, 19¢, 40, 117, 154].

4.6.1 Aufbau der Temperatursprungapparatur

Fiir die T-jump-Experimente ist eine im MPI fir biophysikalische Chemie (Gottin-
gen) von RIGLER et al. [131] entwickelte und von C.R. RABL verbesserte Tempera-
tursprungapparatur verwendet worden. Sie erméglicht die Messung der Absorption,
der Fluoreszenz und der Fluoreszenz-Polarisation eines Systems (s. Abb. 4.2 und
4.3).
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Abbildung 4.2: Foto won der Temperatursprungzelle FZVIII (A) und der Tempera-
tursprungapparatur (B).
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Temperatursprung Der Temperatursprung wird durch die Umwandlung von
elektrischer Energie in Wirme (joule heating) erreicht, indem ein hohen elektri-
schen Strom fiir eine kurze Zeitdauer durch eine Elektrolytlosung flieft. Uber einen
Hochspannungsgenerator (bis zu 40 kV) wird ein Hochspannungskondensator mit ei-
ner Kapazitit von 10-50 nF' bis zur Ziindspannung einer Funkenstrecke aufgeladen.
Uber eine Steuerungseinheit erfolgt die Ziindung der Funkenstrecke, iiber die durch
einen Optokoppler auch ein Transientenrecorder getriggert wird. Das Meflsignal ge-
langt von den Photomultipliern iiber ein Mefipult (Photometrische Kontrol-Einheit
— PCE) ebenfalls zum Transientenrecorder und von dort zu einem Personalcompu-
ter. Im Mefipult erfolgt die analoge Verarbeitung des Mefisignals mit der Einstellung

der Bandbreite und der Kompensation des Ausgan

gnal von MeB- und Referenz-
photomultiplier auf 0 V. Als digitale Recorder sind entweder ein DSA 602 der Firma
Tektroniz ober ein Biomation 1010 der Firma Gould Inc. mit dem Oszilloskop HP
1220A von Hewlett Packard verwendet worden. Da die Funkenstrecke mit der Me§-
zelle in Reihe geschaltet ist, ergibt sich nach ihrer Ziindung durch Entladung des
Kondensators in der Mefzelle eine Temperaturerhohung (AT) von 2-10°C in einer
Autheizzeit (7p), die durch den Widerstand der Mefzelle und die Kondensatorka-
pazitit bestimmt wird (s. Gleichung 2.10). Im Rahmen dieser Dissertation mufiten
aufgrund von Induktionstorsignalen aufwendige UmbaumafBnahmen von ungefihr
einem Jahr durchgefithrt werden, um den urspriinglichen Hochspannungsgenerator
durch ein analoges Gerdt vom Typ HNCK 60000-100ps. der Firma Heinzinger er-

setzen zu konnen.

Neben der Standard-Temperatursprung-Methode sind heute nur noch zwei wei-
tere Temperatursprung-Methoden von praktischer Bedeutung. Einerseits kann durch
das sog. joule heating mit Hilfe eines Koaxialkabels [66, 67] die Aufheizzeit wesent-
lich verkiirzt werden, so dafl eine Temperaturerhdhung von bis zu 10°C in weniger
als 50 ns erreicht wird. Andererseits ermdglicht das sog. optical heating mit Hilfe
eines Lasers [69, 70] z. B. auch Kinetikuntersuchungen in Puffern geringer Ionen-
stirke, weil die Zeitauflosung nicht von der Ionenstiirke des Puffers, sondern von der
Emissionszeit des Lasers und der Thermalisierung der absorbierten Photonenenergie

abhingig ist, die im Bereich von 107! s liegen kann.
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Mefizelle Die Meflzelle besteht aus einem schwarzen, harten Polyoxymethylen-
(POM)-Block, in den iiber ein Gewinde die Gold- bzw. Platinelektroden mit dem
Abstand I eingedreht werden. Eine Bohrung in der oberen Elektrode gewéhrleistet
mittels eines Temperaturfiihlers und Digitalthermometers die Kontrolle der Mef3-
temperatur, die durch einen thermostatierbaren Zellhalter eingestellt wird. Die obere
und untere Elektrode sind mit der Temperatursprung-Einheit verbunden. Senkrecht
dazu werden die Anregungs- und Emissionsfenster aus Quarzglas eingesetzt, mit
Hilfe einer Zweikomponenten-Silikon-Kautschukmasse abgedichtet und mit einem
drehbaren Ring von aufien fixiert. Dadurch entsteht ein Probenvolumen (vp) von

Yoo

ca. 0.7 ml mit einer optischen Weglinge von [ = 7 mm. Wihrend die Anregungsfen-
ster nur ein leicht konische Form besitzen, sind die Emissionsfenster deutlich stirker
konisch und nach auflen hin kugelférmig gewo6lbt, um mdoglichst viel des Fluoreszenz-
lichtes einzufangen. Anstelle dieses Typs von FluoreszenzmeBzellen (FZ) wurde auch
noch eine Zelle (Quarz-FZ) mit einem einzigen inneren Quarzglas-Block verwendet
(s. Tab. 4.2 und 4.2).

Tabelle 4.2: Elektrodenabstinde und Probenvolumina der verwendeten Temperatur-
sprung-Mefzellen.

Mefizelle | Elektrodenabstand | Probenvolumen
I [em] vp [ml]

FZ 1V 12.5 0.613

FZ VII 12.6 0.617

FZ (4PS) 12.7 0.622

FZ VIII 12.6 0.617

Quarz-FZ 15.3 0.750

Beide Zelltypen eignen sich besonders gut fiir Titrationsmessungen, weil durch
das einfache Abschrauben der oberen Elektrode die Zelle leicht ohne vorheriges Ent-

fernen aus dem Zellhalter gedffnet werden kann.
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Abbildung 4.3: Schematischer Aufbau der Temperatursprungapparatur.

4.6. TEMPERATURSPRUNG-EXPERIMENTE 55

Erlduterungen zu Abbildung 4.3: Schematischer Aufbau der Temperatursprungappa-
ratur: 1. Hochspannungsgenerator, 2. Kondensator, 3. Funkenstrecke, J. Steuerungs-
einheit, 5. Lampe, 6. Gittermonochromator, 7. Probenkammer, 8. Probenhalter mit
Mefzelle, 9. Absorptions- und Referenzphotomultiplier (D und C), 10. Fluoreszenz-
photomultiplier (A und B), 11. Spannungsnetzgerdt mit Regler, 12. Mefpult (PCE)
mit Volitmeter 13. Transientenrecorder, 14. Personalcomputer; FH = Filterhalter,
KS = Konkavspiegel fir Fluoreszenzmessungen, L = Linse, PH = Polarisator- und
Analysatorhalter, SH = Shutter und ST = Strahlenteiler.

Optisches Detektionssystem Als Lichtquellen wurden Hg/Xe-Bogenlampen mit
einer Leistung von 200 W der Firma Hamamatsu und von 600 W der Firma Hanovia
verwendet. Der Lichtstrahl gelangt iiber einen variablen Shutter durch einen Gitter-
monochromator der Firma Schéffel Kratos mit variablen Ein- und Ausgangsspalten,
so daB8 ein monochromatischer Lichtstrahl bestimmter Intensitit und Bandbreite
herausgefiltert wird. In der folgenden Probenkammer befinden sich neben dem Pro-

benhalter samt Mefizelle verschiedene optische Einheiten. Nach einer Sammellinse
wird einerseits {iber einen Strahlenteiler aus Quarzglas ca. 6 % des Lichtes zu dem
Referenzphotomultiplier C (RCA 1P28) und andererseits der Rest des Lichtes zur
Mefzelle geleitet, wobei das parallele Licht nach einem Polarisationshalter auf die
MefBzelle fokussiert wird. Hinter der MeBzelle befindet sich eine Sammellinse, ein Fil-
terhalter und schlieflich der Absorptionsphotomultiplier (RCA 1P28). Bei Fluores-
zenzmessungen wird direkt hinter der MeBzelle ein Konkavspiegel zur Verdoppelung
der Lichtintensitét in der Zelle angebracht. Senkrecht dazu sind an beiden Seiten die
Fluoreszenzphotomultiplier A und B (EMI 9558 QA oder QB) angebracht, wobei
das Emissionslicht vorher durch eine fokussierende Linse und einen Filterhalter ge-
langt. Die Detektoren kénnen iiber einen Regler durch ein Hochspannungsnetzgerit
mit bis zu 2000 V versorgt werden.

Fiir Fluoreszenz-Polarisationsmessungen kénnen vor der MeBzelle ein Polarisator
und in die Filterhalter bis zu 90° drehbare Analysatoren eingesetzt werden. Alle

Linsen, Strahlenteiler und Zellfenster bestehen aus spannungsfreiem Quarzglas.

4.6.2 Temperatursprungmessungen

Vorbereitungen Zur Reinigung der MeBzelle wurde zuniichst der aus den Ritzen

ausgetretene Silikonkautschuk an den Innenwinden des Probenraums mit einem
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weichen Gegenstand (z. B. Holzzahnstocher) entfernt. Um in den Silikonkautschuk
diffundierte Probenreste aus vorherigen Messungen zu entfernen, wurde die Zel-
le mit bidest. Wasser gefiillt und im Exsikkator mehrmals ca. 1 min entgast. Die
Quarzgliser und Elektroden lieffien sich mit abs. Ethanol gut reinigen und entfetten.
Zum SchluB wurde die gesamte Mefizelle mehrmals mit bidest. Wasser gespiilt und
mit Stickstoff trocken geblasen.

Die zu untersuchenden Ribonukleinsiuren wurden im Mefpuffer TCN, der eine fiir
T-Sprung-Messungen ausreichende Ionenstéirke von I = 145 mM besaf}, je nach Mef3-
zelle in einem Cesamtvolumen von 1.7-2.0 ml gelost und der Annealing-Prozedur 1.
(s. Kap. 4.3) unterzogen. Nach dem Abkiihlen wurde die Ribonukleinsdure-Lsg. kurz
mit dem Vortex gemischt und bei ca. 8200 g (1 min, 20°C, r = 73 mm, 10000 rpm,
Eppendorf Tischzentrifuge) zentrifugiert. Von dieser Losung wurden 1.6 bzw. 1.8 ml
(Quarz-FZ) abpipettiert und zur Entfernung von Staubpartikeln iiber einen sterilen
Minisart-Filter (Celluloseacetat-Filter, Porengrofie 0.2 pm) von Satorius in die MeB-
zelle filtriert. Nach vorsichtiger Entgasung im Exsikkator wurde die Mefzelle durch
das Hineindrehen der oberen Elektrode in die Probenlésung luftblasenfrei verschlos-
sen. Nach der Entfernung von Staubpartikeln von den Quarzfenstern mit Stickstoff
und einer genauen Konzentrationsbestimmung durch ein UV-Spektrum (s. Kap. 4.1)

wurde die MeBzelle in den Probenhalter eingesetzt und mit einem Metallring fixiert.

Messung Nach der Bestimmung des Mefzellenwiderstandes mit Hilfe einer Wheat-
stoneschen Briicke und der Justage der jeweiligen Hg-Lampe mit Hilfe des Absorp-
tionsphotomultiplier konnte mit einer Mefiserie begonnen werden. Bei den Fluores-
zenzmessungen mit 2AP bzw. mit 2AP-substituierten Ribonukleinséuren erfolgte
die Anregung bei einer Wellenldnge von A = 313 nm mit 2-4 mm grofien Ein-
und Ausgangspalten am Monochromator. Zur Unterdriickung von Streulicht wur-
den die Filter GG385 oder W(G345 mit einer Schichtdicke von d = 2 mm der Firma
Schott hinter die Mefzelle plaziert. Die Kantenlage Ay eines Filters wird nicht nur
durch seine chemische Zusammensetzung (Glasmischung), sondern auch geringfiigig
durch seine Schichtdicke d bestimmt, so daf z. B. die genaue Kantenlage des Filters
WG345 (d = 2 cm) bei Ay = 341 nm lag. Die Meftemperatur betrug 2°C, weil in

der Nihe von 4°C der thermische Ausdehnungskoeffizient in wifirigen Losungen fast
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null ist und somit Stérungen wie Kavitation minimiert werden konnten. Nach der
Wahl der Meparameter einer Mefiserie wurden in der Regel 6-10 Einzelmessungen

durchgefiihrt. Einige Standardeinstellungen sind in Tabelle 4.3 aufgefiihrt.

M\MWMMN MWN %ﬁwwwmmig:imtﬁznm: beim Temperatursprung mit AT-Werten fiir die

Hochspannung | Kondensatorkapazitiit | Risetime | Temperatursprung
U [kV] C' [nF] 7 [us] AT [°C]
40 10 1 2.1
40 20 2 6.1
30 50 5 8.6

Kurz vor der Auslosung eines Temperatursprunges iiber die Steuerungseinheit

wurden nach der Kondensatoraufladung und dem Offnen des Shutters die benutz- .
ten Photomultiplier mit Hilfe des Mefpultes (PCE) und des daran angeschlossenen
Voltmeters auf 4 V abgeglichen. Bei Titrationsmessungen wurde vor einer neuen
Mefserie die entsprechende Menge an Titrierldsung hinzupipettiert, thermostatiert
und der Meflzellenwiderstand erneut bestimmt.

Bei den durchgefiihrten Temperatursprung-Experimenten lagen die Nukleinsiure-
konzentrationen in einem Konzentrationsbereich von 0.5-25.0 uM. Die Erhéhung
der Metallionenkonzentration von Mg?* oder Ca** erfolgte in 4-8 Schritten stan-
dardméifig bis zu einer Endkonzentration von 100 mM.

Als Referenz fiir die Dekonvolution wurden entsprechende Fluoreszenz-MeRserien
mit der Aminosdure Tryptophan in TCN-Puffer bei einer Wellenlidnge von 280 nm
unter Verwendung des WG345 Filters durchgefiihrt. Zur genauen Bestimmung der
Anstiegszeiten (Risetime) des Mefipultes (PCE) und der Photomultiplier dienten
Messungen mit einer Leuchtdiode und einem HP 80044 Pulsgenerator von Hewlett
Packard.

Auswertung Von dem Personalcomputer wurden die MeBdaten auf das UNIX-

Cluster der Gesellschaft fiir wissenschaftliche Datenverarbeitung (GWDG) transfe-
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riert. Durch Anpassung eines Exponentialfunktion-Systems an die experimentellen
Daten wurden die Relaxationszeiten (7;) und die Amplituden (A;) bestimmt. Die
Anpassung erfolgte entweder unter Verwendung der Aufheizzeit (74) und der expe-
rimentell bestimmten Anstiegszeiten (7,) [35] oder durch eine Dekonvolutionsproze-
dur unter Verwendung der entsprechenden Tryptophan-Mefkurve als Referenzkurve
[120]. In beiden Fillen wurde die Kalkulation mit Hilfe der Simplez-Methode zur

Funktionsminimierung [90] erreicht.

4.7 Stopped-Flow-Experimente

Mit der Stopped-Flow-Methode konnen ebenfalls kinetische Untersuchungen an
schnellen Reaktionen durchgefithrt werden. Das Mischen der einzelnen Reaktions-
partner ist bei der konventionellen Kinetikmessung der beschriinkende Schritt. W ih-
rend bei dem klassischen Verfahren, bei dem die Reaktion durch Zugabe eines Re-
aktanden zu einer in einem Riihrgefi befindlichen Reaktionslosung gestartet wird,
mindestens einige Sekunden zum Mischen der Reaktionsteilnehmer benétigt werden,
kann durch spezielle Stromungsmethoden das Mischen in weniger als einer 1 ms er-
reicht werden. Im Gegensatz zur sog. Continuous-Flow-Methode, die aufgrund des
hohen Probenverbrauchs fiir die Untersuchung von biochemischen Systemen in der
Regel ungeeignet ist, erfolgt die Mischung der Reaktionspartner bei der Stopped-
Flow-Methode nicht kontinuierlich, sondern in mehrmals wiederholbaren, kurzen
Zeitintervallen, weil bei diesem Verfahren die Stromung immer wieder unterbrochen

wird {11, 117, 154].

4.7.1 Aufbau der Stopped-Flow-Apparatur

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Stopped-F low-Apparatur wurde in der
Abteilung Biochemische Kinetk im MPI fiir biophysikalische Chemie (Géttingen)
entwickelt und aufgebaut [83, 84].

In Abbildung 4.4 ist der Aufbau schematisch dargestellt. Die Reaktionsisungen

mit den jeweiligen Reaktionspartnern liegen suniichst in den Spritzen A und B vor,

|
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von wo aus sie unter hohem Druck durch eine Mischkammer und Beobachtungs-
zelle in eine Stoppspritze gedriickt werden. Um eine hohe Turbulenz und maxima-
le Mischungseffizienz zu erzielen, werden die Lsungen in der Mischkammer iiber
kreuzférmig angeordnete Diisen vermischt. Durch den Aufprall des Stempels der
Stoppspritze auf einen Piezokristall werden zum einen der FluB der gemischten
Losung abrupt gestoppt und zum anderen iiber den Piezokristall ein elektrisches
Triggersignal erzeugt. Die Spritzen A und B, die Mischkammer und die Beobach-
tungszelle befinden sich in einem thermostatierbaren Metallblock (Thermoblock).
Durch einen seitlichen Hahn 148t sich die Stoppspritze, deren Volumen variabel ein-
stellbar ist, nach einer Mischung wieder entleeren. Der auf die Spritzen A und B
ausgeiibte Druck kann bis zu ca. 30 bar betragen, indem ein Luftdruck von 3-7 bar
liber einen Verstérker vervielfacht wird. Neben der manuellen Druckausiibung kann
der Druck auch durch einen elektrischen Impuls beliebig lang iiber ein Netzgerit von
Schroff (Karlsruhe) oder iiber eine digital gesteuerte Zeiteinheit (7Timer) konstant
ausgelibt werden, wobei der elektrische Impuls bei einigen besonderen Experimen-
ten (Fluoreszenz-Langzeitmessungen) auch als elektrisches Triggersignal verwendet
worden ist.

Bei dem optischen Detektionssystem dient als Lichtquelle eine 200 bzw. 500
Watt Hg/Xe-Bogenlampe der Firma Hamamatsu. Nach einem Shutter und Filterhal-
ter wird durch einen Gittermonochromator der Firma Bausch & Lomb und dessen
variable Ein- und Ausgangsspalte die gewiinschte Wellenldnge und Lichtintensitit
eingestellt. Hinter der nun folgenden Mefizelle wird entweder der Absorptionsphoto-
multiplier (RCA 1P28) oder der Fluoreszenzphotomultiplier (EMI 9558 QB) ange-
bracht, wobei das Fluoreszenzlicht im rechten Winkel zum Anregungslicht mit Hilfe
eines Umlenkprismas gesammelt und stérendes Streulicht durch den Einsatz eines
Emissionsfilters eliminiert wird. Die Detektoren kénnen iiber ein Hochspannungs-
netzgerét mit bis zu 3000 V versorgt werden. Das vom jeweiligen Photomultiplier er-
zeugte elektrische Mefisignal gelangt iiber das MeBpult P2F (Risetime: 1 us — 5 ms)
oder das Mefipult Tiibingen (Risetime: 1 ms - 5 s) zu einen Transientenrecorder
(s. Kap. 4.6.1) und von dort zu einem Personalcomputer.

In jiingster Zeit ist eine erfolgreiche Kombination verschiedener Sprungverfah-

ren mit der Stopped-Flow-Technik gelungen [123]. Dieses neue Gerit ermoglicht die
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Durchfithrung von kombinierten %§€&-3aE-HE:v9:%:wmcﬁc:m-mxwo_l:nomwg

und Stopped- Flow-Feldsprung-Experimenten.

4.7.2  Messungen am Stopped-Flow

Withrend die 14 mm-MeBzelle ausschlieBlich fiir Absorptionsmessungen benutzt wur-
de, konnte die 2 mm-MeBzelle sowohl fiir Fluoreszenzmessungen — in Verbindung

mit dem Emissionsfilter GG385(2 mm) von Schott

als auch fiir Absorptions-
messungen eingesetzt werden. Bei den F luoreszenz-Langzeitmessungen wurde die
Lichtintensitit zur Vermeidung von Photoreaktionen durch die Verwendung eines
schmaleren Eingangsspaltes (3.0 auf 0.3) und der drei Filter UV-IL311, WG320
(3 mm) und UGI1 (1 mm) von Schott vor dem Monochromator reduziert. Nach der
Vorthermostatisierung und dem Zusammenbau der Stopped-Flow-Einzelblscke wur-
de die Stopped-Flow-Apparatur zur Reinigung 2-3mal mit entgastem bidest. Wasser
durchgespiilt, wobei die Anlage zwischendurch einmal auf Dichtigkeit getestet wur-
de. Zusitzlich wurde auch hier die Lichtquelle vor jeder Messung justiert.

Die untersuchten Ribonukleinsiurels sungen wurden zunéchst der Annealing-Pro-
zedur L (s. Kap. 4.3) unterzogen. Zur Entfernung von Staubpartikeln wurden die
Probenlésungen iiber einen sterilen Minisart-Filter (Celluloseacetat-Filter, Poren-
grofie 0.2 pm) von Satorius in Reagenzgliser ({ =10 em, @ = 2 cm) filtriert. Nach
vorsichtigem Entgasen im Exsikkator wurden die Probenl6sungen bei ca. 3000 g
(5 min, 4°C, r = 10.7 cm, 5000 rpm, Kiihlzentrifuge) zentrifugiert, luftblasenfrei in
die Spritzen A bzw. B gefiillt und thermostatiert.

Nach Offnen des Shutters und des Mischkammerzugangs wurde das Ausgangs-
signal mit dem MeBpult auf 5 V verstiirkt und mit einer konstanten Referenz-
spannung auf 0 V kompensiert. Dann wurden die Reaktionsteilnehmer durch die

Druckauslsung gemischt, wobei das von der Stoppspritze aufgenommene Volumen

konstant auf ca. 200 1 eingestellt war. Nach dem Entleeren der Stoppspritze konnte
eine neue Messung erfolgen. Fiir Fluoreszenz bzw. Absorptionsmessungen wurde
eine Detektorspannung von 1 kV bzw. 800 V verwendet.

Von dem Personalcomputer wurden die MeBdaten auf das UNIX-Cluster der Ge-

sellschaft fir wissenschaftliche Datenverarbeitung (GWDG) transferiert. Durch An-
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passung eines Exponentialfunktion-Systems an die experimentellen Daten wurden
die Relaxationszeiten (7;) und die Amplituden (A;) bestimmt [35], wobei die Sim-

plez-Methode zur Minimierung der Fehlerquadratsumme [90] verwendet wurde.

In [A(t)-A(t=unendl.)]

T
-2 * 0 2 4 [ 8 10 12 14 16

t,=(0.55 £0.12) ms t [ms]

i 4.5: Bestimmung der Totzeit der Stopped-Flow-Apparatur nach PE-
M/memﬁwﬂzm?mm\. Dazu Ei%m die Reaktionen von jewetls wwma uM  2,6-Dichlor-
phenolindophenol (DCIP) in 0.2 M NaCl/10 % Propanol mit 5 (x), 10 (o), 20 mba\‘
30 (7), 40 (o) und 50 (‘) mM Ascorbinsiure in 0.2 M NaCl/HCL (pH 2) durch die
Detektion der Absorption des DCIP (Aeze = 546 nm, KV399 \m mm,) von Schott)
bei 20°C verfolgt. Aus der Auftragung der logarithmierten Dufferenz des x:ac%\.
tionssignal zur Zeit t und zur Zeit ¢ = unendlich gegen %m Zett t S@&m.&:ﬁs
Zuriickeztrapolieren dber den Zeitpunkt 0 der Beobachtung die Totzeit ¢, bestimmd.

Die Totzeit (t,) der Apparatur ist als die Zeit definiert, die vom Beginn der Reak-
tion bis zum Zeitpunkt der ersten Beobachtungsméglichkeit verstreicht. Sie wurde
nach der Methode von B.F. PETERMAN [106] mit einem Testsystem, der Reduktion
des 2,6-Dichlorphenolindophenols bei pH 2 durch Ascorbinsiure [160}, bestimmt und
hatte den Wert ¢, = (0.55 & 0.15) ms (s. Abb. 4.5).

Kapitel 5
Experimentelle Ergebnisse

Bei den durchgefiihrten Untersuchungen stand die Fi rage nach der Natur der Magne-
siumbindung an die 2-Aminopurin-substituierten RNA-Molekiile, insbesondere den
Hammerhead-Ribozymen, im Vordergrund.

Zunichst wurden durch Fluoreszenztitrationen die Bindungsgleichgewichte von
zweiwertigen Metallionen (Mg?+ und Ca**) und den verschiedenen RNA-Molekiilen
charakterisiert. Dabei konnten die experimentellen Daten entweder durch die Beset-
zung von einem oder zwei voneinander unabhéingigen Bindungsplitzen beschrieben
werden. Die Fluoreszenzldschung der Reportergruppe 2AP in dem jeweiligen RNA-
Molekiil erméglichte vor und nach einer Metallionenzugabe eine Charakterisierung
der RNA-Strukturen. In einigen RNA-Strukturen konnten durch Schmelzkurvenana-
lysen inter- und intramolekulare, doppelhelikale Bereiche nachgewiesen werden.

Zur weiteren Aufklirung der Struktur und Dynamik der verwendeten Ribonuklein-
sduren wurden Kinetikmessungen an der Temperatursprung- und der Stopped-Flow-
Apparatur unternommen. In Abwesenheit von zweiwertigen Metallionen konnten bei
allen Ribonukleinséiuren mit ausgeprigter Sekundirstruktur, wie den Hammerhead-
Ribozymen und den Hairpins, mehrere Konformationszustinde beobachtet werden.
Durch weitere Titrationsmessungen wurde die Abhéngigkeit dieser Prozesse sowohl
von der RNA- als auch von der Metallionenkonzentration (Mg?®* und Ca®*) unter-
sucht. Unter den vier kurzen Oligoribonukleinssuren wurden bei zwei Nukleinsiu-
ren eine Dimerisierungsreaktion und bei einer anderen ein Mg?*-Ton Inner-Sphere-

Komplex an diesem RNA-Molekiil festgestellt.

63




64 KAPITEL 5. EXPERIMENTELLE ERGEBNISSE
5.1 Bindungsgleichgewichte
mit den Me?*-Kationen (Mg*" und Ca’*)

Bevor die Bindungsgleichgewichte zwischen den 2AP-substituierten RNA-Molekiilen
und den zweiwertigen Kationen (Mg>" und Ca?*) untersucht wurden, wurden einige

5) durchgefiihrt:

Voruntersuchungen am Spektrofluorimeter (s. Kap.

1. Test aller RNA-Proben auf mehrwertige Kationen mit dem Metallkomplex-

bildner EDTA
9. Charakterisierung der verwendeten Puffer
3. Charakterisierung des 2-Aminopurin-Ribonukleosids (2AP)
EDTA Alle verwendeten RNA-Proben (Charge) wurden einer Fluoreszenztitra-

tion mit dem Metallkomplexbildner Ethylendiamintetraessigséure (EDTA) unter-

zogen, um zu iiberpriifen, ob die RNA-Proben nach ihrer Synthese frei von mehr-

wertigen Kationen waren. Sonst wiirden diese bei den folgenden Experimenten die

Ergebnisse verfilschen. Der Komplexbildner EDTA bildet mit mehrwertigen Metall-
ionen einen leicht 16slichen, stabilen Chelatkomplex, einen sechsfach koordinierten
1:1 Komplex. Die pH-abhiingigen Bildungskonstanten der EDTA-Komplexe sind fiir
die Mg?t- und Ca?*-Ionen mit Kpy = 1053 M~! und Ko = 1073 M~ bei pH =7
und 20°C recht hoch [132]. Die Fluoreszenzintensititsinderungen bei der Titration
mit Na,EDTA waren bei allen RNA-Proben meist deutlich kleiner als 4 % und so-
mit innerhalb der MeBgenauigkeitsgrenzen des Spektrofluorimeters. Daher konnten
unter diesen Reaktionsbedingungen eventuell auftretende, sehr geringe Konzentra-
tionen von zweiwertigen Kationen in den RNA-Proben vernachlissigt werden. Dies
gilt jedoch nur unter der Voraussetzung, daf eventuell vorhandene Konzentrationen
an zweiwertigen Metallionen keine nennenswerte Anderung der Fluoreszenz bewir-

ken.

Puffer Fiir die Fluoreszenztitrationen (s. Kap. 4.5) wurde vorwiegend der TCN-

Puffer (pH = 7.2, I = 145 mM) benutzt, der aufgrund seiner Ionenstirke fiir die
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Abbildung 5.1: Fluoreszenztitrationen von den Reaktions . 3

. 5. enztit e n den Reaktionspuffern. Relative Fluores-
\um:m:;g.ﬁ.ui (RF) des TCN- und T-Puffers in Abhdingigkeit von der Metallionen-
konzentration bei 20°C: TCN + Mg** (o), TCN + Ca** (o), T + Mg** (/)

und T + Qef (7). Aufgrund der niedrigen Signalintensitit war die Streunung des
relativen Signals sehr hoch. .

folgenden Temperatursprung-Experimente ausgewiihlt wurde. Zusitzlich wurde der
T-Puffer (pH = 7.5, I = 63 mM) verwendet, weil dieser in der Vergangenheit bei
der Untersuchung der katalytischen Aktivitdt von Ribozymen hiufig als Reaktions-
medium zum Einsatz kam.

Bei der Charakterisierung der verwendeten Reaktionspuffer mit dem Fluorime-
ter zeigte sich, dafl der T-Puffer und der TCN-Puffer ein deutlich hoheres Signal

als bidest. Wasser bei gleichen Einstellungen des Geriites hatte, dessen Intensitét

bei einer Zugabe von Mg?*- bzw. Ca%*-lonen bis zu einer lonenkonzentration von
220 mM (T-Puffer) bzw. 430 mM (TCN-Puffer) um den Faktor von 1.5 bis 3 zunahm
(s. Abb. 5.1). Die Natur des Signals ist nicht geklirt. Es konnte durch Reststreulicht
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oder fluoreszente Verunreinigungen entstanden sein. Die Fluoreszenzintensitit der
meisten Ribonukleinsiuren (Hammerhead-Ribozyme und Hairpins) war bei dem
verwendeten Konzentrationsbereich von 0.2-1.0 pM sehr gering. Da unter diesen
Bedingungen die Anderungen der Hintergrundintensitit des Puffers ab einer Metall-
ionenkonzentration von 0.1 M in derselben Gréfienordnung der Intensitatsdnderung
der titrierten RNA lag, wurde bei allen Untersuchungen eine parallele Titration mit
der Pufferlssung durchgefiihrt. Nach einer Volumenkorrektur in beiden Fallen wur-
den die erhaltenen Mefdaten einer RNA-Titration mit denen einer entsprechenden

Puffer-Titration korrigiert.
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Abbildung 5.2: Absorptionsspektrum von 180 uM 2-Aminopurin-Ribonukleosid in
C-Puffer mit F4500 Spektrophotometer von Hitachi. Dargestellt ist die Absorption
(A) in Abhingigkeit von der Wellenlinge (\) mit den lokalen Mazima gy = 2.93,
v,mi = 1.29 und \/w?» = Nk\\
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2AP Das Absorptionsspektrum (s. Abb. 5.2) des 2-Aminopurin-Ribonukleosids
(2AP) zeigte in einem Wellenléingenbereich von 200-400 nm bei A = 220, 244 und
304 nm drei lokale Absorptionsmaxima. Um storende Photoreaktionen zu reduzieren,
wurde fiir die weiteren Fluoreszenztitrationsmessungen eine Anregungswellenlidnge

VOn Agze = 320 nm gewdhlt.
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Abbildung 5.3: Anregungs- und Emissionsspektrum von 0.45 pM 2-Aminopurin-
Ribonuklesid in C-Puffer mit UVIKOM 933A Spektrofluorimeter von Kontron
Instruments. Dargestellt ist die Fluoreszenz (F) in willkirlichen Einheiten n
Abhéngigkeit von der Wellenldnge (). Folgende Parameter wurden benutzt: 1. An-
requngsspektrum (durchgezogene Linie) EX 200-500 nm (BP 1 nm) / EM 380 nm
(BP 10 nm), 2. Emissionsspektrum (gestrichelte Linie) EX 320 nm (BP 1 nm) /
EM 320-500 nm (BP 10 nm,).

Das Emissionsspektrum (s. Abb. 5.3) zeigte in einem Wellenldngenbereich von
320-500 nm ein Maximum bei Agn; = 370 nm. Bei einem Anregungsspektrum
von einer Puffer- oder Wasserlosung wurde mit Agze = 320 nm ein Maximum bei

Aemi = 360 nm beobachtet, das die inelastische Streulichtemission (Raman-Effekt)
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widerspiegelt. Um diese Storung auszuschliefien, wurde bei den weiteren Messungen
mit 2-Aminopurin-Ribonukleosiden eine Emissionswellenlinge von A.p; = 380 nm
benutzt. Das Anregungsspektrum (s. Abb. 5.3) des 2AP lieferte in einem Bereich
von 200-500 nm bei einer Emissionswellenldnge von A.n; = 380 nm neben denen
aus dem Absorptionsspektrum bekannten Maxima bei A = 244 nm und A = 304 nm
auch noch ein weiteres lokales Maximum bei A = 380 nm (Rayleigh-Effekt).

Bei den Fluoreszenztitrationen (s. Kap. 4.5) des 2-Aminopurin-Ribonukleosids
wurde keine Abhéngigkeit der Fluoreszenzintensitiit von der Konzentration der bei-
den Metallionen Mg?* und Ca?* gefunden. Die Anderungen der relativen Fluores-
zenzintensitdt (RF) — bezogen auf die Fluoreszenzintensitit vor der ersten Zugabe
der Titrierlosung — waren bis zu einer Metallionenkonzentration von 430 mM in
beiden Fillen kleiner als 2 % und somit innerhalb der Mefgenauigkeit des Spek-
trofluorimeters. Allerdings wurde eine 6 %ige Zunahme des RF-Wertes beobachtet,
wenn das 2-Aminopurin-Ribonukleosid vor der Titration der Annealing-Prozedur I.
(s. Kap. 4.3) unterzogen wurde. Die Ursache fiir diese Anderung konnte nicht ein-
deutig gekldrt werden.

In den im folgenden untersuchten, 2AP-substituierten Ribonukleinsiuren war die
Fluoreszenzintensitit aufgrund der Wechselwirkungen der Basenstapelung deutlich
niedriger und betrug 0.1 bis 17 % von der des ,freien“ 2-Aminopurin-Ribonukleosids
(s. Abb. 5.13).

5.1.1 Oligoribonukleinsiuren ohne Sekundirstruktur

Die beiden Oligoribonukleinsiuren Oli3 und Oli4 besitzen als Homomere sehr einfa-
che Primarstrukturen (s. Tab. 3.2). Sowohl die Oligoriboadenylsiure Oli3 als auch
die Oligouridylsaure Oli4 haben eine Kettenlénge von 12 nt. In der 5’ — 3'-Richtung
der Basensequenz ist in beiden Fillen die Position 8 durch ein 2-Aminopurin-Ribo-
nukleosid ersetzt worden. Da beide Ribonukleinsiuren aufgrund ihrer Basensequenz
eigentlich keine normalen inter- und intramolekularen Basenpaare ausbilden konnen,
sollten diese RNAs ohne Sekundérstruktur als Referen fiir die Erforschung des Fluo-
reszenzverhaltens des 2-Aminopurin-Ribonukleosids in Ribonukleinsiuren geeignet

sein.
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Abbildung 5.4: Fluoreszenztitration des Oli8 mit Mg**-Ionen. Dargestellt ist die re-
lative Fluoreszenzintensitit (RF) des OLS als Funktion der Magnesiumkonzentration
(c(Mg**)) im TCN-Puffer bei 20°C, wobei die durchgezogene Linie die Anpassung
an das Modell des einstufigen Bindungsprozesses reprasentiert: Bindungskonstante
Ky = 850 M~ und relative Quantenausbeute g = 1.30.

Bei den Fluoreszenztitrationen (s. Kap. 4.5) dieser Oligoribonukleinsiuren konnte
eine unterschiedliche Abhiingigkeit der Fluoreszenzintensitit von der Metallionen-
konzentration im TCN-Puffer entdeckt werden. Wihrend beim Olid nur eine ge-
ringe Zunahme der Fluoreszenzintensitiit (7 %) bei der Metallionenzugabe zu be-
obachten war, wurde beim Oli3 eine deutliche Zunahme von 26-30 % festgestellt
(s. Abb. 5.4). Aufierdem wurde bei den Fluoreszenztitrationen bis zu einer Metall-
ionenkonzentration von 220 mM nur beim Oli3 ein Grenzwert fiir die relative Fluo-
reszenzintensitit (ein ausreichendes Plateau) erreicht, so daB eine Anpassung der
experimentellen Daten an das Reaktionsmodell A méglich war. Die einfachste Inter-

pretation der experimentellen Daten wurde durch die Besetzung eines individuellen
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RNA-Bindungsplatzes durch ein Metallion gemifl dem folgendem Reaktionschema

erreicht:
(Platz) + Me?* = Komplex (5.1)
; (Komplex] 5 o
—_ = 5T 0.4
Kite = [RNA (Plate)] M) (5.2

il

mit  Kpre Bindungskonstante des Metalls Me?+

[

Gleichgewichtskonzentration einer entsprechenden Spezies i

il

Unter der Annahme, daB die Fluoreszenzintensitit eine lineare Funktion des Bin-
dungsgrades war, konnte die Anpassung der MeBdaten mit ausreichender Genau-
igkeit erfolgen. Dabei wurden fiir die Ribonukleinsidure Oli3 erstens die Komplex-
Bindungskonstanten Ky, = 350 M~ bzw. Ko = 320 M1 und zweitens die relativen

Quantenausbeuten ¢ = 1.30 bzw. ¢ = 1.26 bestimmt (s. Tab. 5.1).

Tabelle 5.1: Ergebnisse der Fluoreszenztitrationen der Oligoribonukleinsiuren Ol3
und Olij (Position des 2-Aminopurins in der RNA).

RNA Me?t- | ¢(Me?*) | Puffer ARF Kare q
(2AP Position) | Ion [mM] (%] MY

Oli3 Mg 220 TCN | +(302) | 3504100 | 1.30-:0.02

(2AP8) Ca | 220 | TCON | +(26+2) | 320100 | 1.26:£0.02

Olid Mg | 220 | TON | +(72) - -

(2APS8) Ca | 220 | TON | +(7£2) ; -

Die Fluoreszenzintensitiit vor der Metallionenzugabe betrug beim Oli3 ca. 13 %
und beim Olid nur ca. 2 % von der des ,freien® 2-Aminopurin-Ribonukleosids. Die
Fluoreszenzldschung um den Faktor 8 bzw. 50 scheint schon durch die Basenstape-
lung eines Einzelstranges erreicht zu werden, wobei beim Oli4 das 2-Aminopurin im
Einzelstrang anscheinend viel stidrker — in welcher Form auch immer — gestapelt

ist (s. Abb. 5.13).
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5.1.2 Oligoribonukleinsduren mit Sekundérstruktur

Die Oligoribonukleinsduren Olil und Oli2 sollten urspriinglich als Referenzsubstan-
zen verwendet werden. Vor allem bei den noch folgenden Kinetikuntersuchungen
zeigte sich jedoch, daf sie intermolekularen Wechselwirkungen unterliegen und so-
mit eine ausgeprigte Sekundédrstruktur besitzen.

Beide Oligoribonukleinsiuren der Kettenlinge 12 nt haben eine heterogene Basen-
sequenz und in ihrer Primarstruktur (s. Tab. 3.2) iiber kurze Sequenzbereiche eine
auffallende Sequenzanalogie zu dem Hammerhead-Ribozyms HH1, wobei die Basen-
Ubereinstimmungen vor allem im Bereich der konservativen Nukleotide des Substrat-
Hammerhead-Ribozyms zu finden sind. Konkret stimmen die Basensequenzen in
5' — 3'-Richtung einerseits beim Olil in Position 4 bis 9 und andererseits beim Oli2
in Position 4 bis 8 mit der des HH1 in Position 41 bis 46 bzw. 45 mit der Ein-
schriinkung derart iiberein, daf§ das 2’-Deoxycytidin (dC) im HH1 durch ein Cytidin
(C) ersetzt worden ist.

Bei den Fluoreszenztitrationen (s. Kap. 4.5) dieser RNA-Molekiile konnte eine
gegenliufige Abhingigkeit von der Metallionenkonzentration im TCN-Puffer beob-
achtet werden. Wihrend beim Olil eine leichte Abnahme der Fluoreszenzintensitit
(5-8 %) bei der Metallionenzugabe festzustellen war, wurde beim Oli2 eine deutliche

Zunahme von iiber 50 % entdeckt (s. Tab. 5.2).

Tabelle 5.2: Ergebnisse der Fluoreszenztitrationen und T yr- Werte der Oligoribonu-
kleinsduren Olil und QL2 (Position des 2-Aminopurins in der RNA).

RNA Me?*- | ¢(Me?t) | Puffer | ARF T
(2AP Position) | Ion [mM] (%] [°C]

Olil Mg | 220 (5+2) || -
(2AP8) Ca 220 -(8£2) -
dsOlil Mg | 220 - 6641

Oli2 Mg | 220 +(53+2) | -
(2APS) Ca | 220 +(56+2) || -
dsOli2 Mg | 220 +(31£2) || 40£1
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Um das Fluoreszenzverhalten des 2AP auch in einer doppelstringigen Ribonuklein-
siure zu charakterisieren, wurden dquimolare Mengen von Olil bzw. Oli2 mit dem
jeweiligen Komplementarstrang OlilCompl. bzw. Oli2Compl. im TC I-Puffer zur
Ausbildung von doppelstringigen Oligoribonukleinsiuren (dsOlil bzw. dsOli2) der
Annealing-Prozedur II. (s. Kap. 4.3) unterworfen und anschliefiend eine Fluoreszenz-
titration (s. Kap. 4.5) mit Mg?*-Tonen durchgefiihrt. Dabei wurde beim dsOlil inner-
halb der MeBgenauigkeit des Spektrofluorimeters keine Fluoreszenzintensitdtsande-

rung erreicht, wohingegen beim dsOli2 eine ca. 30 %ige Zunahme beobachtet wurde

(s. Tab. 5.2).

1,30 T T T o o r o T
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i 5 jewesd gngigen Oligoribonu-

1d 5.5: Schmelzkurven von jeweils 2.2 pM der doppelstrangigen O
Wwwwmpwwmma dsOlil und dsOli2. Nach der Annealing-Prozedur II. wurde die Tt md%mﬁmw
tur im TCN-Puffer kontinuierlich mit einer Rate von 0.1°C/min _erhioht. Dargestel
ist die relative Absorption (RA) bei einer Wellenlinge von A = 260 nm in Abhingig-
keit von der Temperatur (T).
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Zum Nachweis einer Doppelstrangbildung wurden jeweils die vier einzelnen Ribo-
nukleinsduren und die kombinierten Mischungen nach der Annealing-Prozedur II.
(s. Kap. 4.3) einer Schmelzkurvenanalyse (s. Kap. 4.4) unterzogen, wobei nur im
Falle der kombinierten Mischungen eine kooperative Anderung der Absorption ent-
deckt und somit ein doppelhelikaler Bereich eindeutig nachgewiesen werden konnte
(s. Abb. 5.5). Der Schmelzpunkt des Doppelstranges aus dem RNA-Paar Olil und
OlilCompl. lag aufgrund des hoheren Anteils an GC-Basenpaaren (7 gegeniiber
4 beim dsOli2) erwartungsgemifl iiber 25°C héher. Die Zunahme der Absorption
(Hyperchromie-Effekt) beim Schmelzen lag bei beiden RNA-Paaren in der gleichen
GroBenordnung. Bei einer Wellenléinge von A = 260 nm wurde eine 20-25 %ige Zu-
nahme der relativen Absorption (RA) - relativ zu der Absorption zu Beginn der
Schmelzkurve — festgestellt.

Die Fluoreszenzintensitét vor Metallionenzugabe betrug bei den Einzelstringen
Olil und Oli2 ca. 2 % bzw. bei den Doppelhe

s dsOlil und dsOli2 nur noch 0.1 bis
0.5 % von der des , freien“ 2-Aminopurin-Ribonukleosids. In beiden Fillen kann die
Fluoreszenzloschung durch eine erhdhte Wechselwirkung der Basenstapelung erklirt
werden. Die Fluoreszenzintensitit wird in der Doppelhelix um eine weitere Zehner-

potenz (Faktor 200-1000 im Vergleich zum , freien® 2AP) reduziert (s. Abb. 5.13).

5.1.3 Die Hairpin-Ribonukleinsiduren

Die Oligoribonukleinsiuren HP1 und HP2 der Kettenlinge 15 nt haben in ihrer
Primér- und Sekundérstruktur viele Analogien zu dem Hammerhead-Ribozym. Die
Sekundérstruktur von HP1 und HP2 (s. Abb. 5.6) wurde mit Hilfe eines theoreti-
schen Simulationsprogrammes [65, 80, 175] analysiert.

Dabei ergab sich fiir beide Ribonukleinsiuren eine Haarnadel( Hairpin)-Struktur
durch die Ausbildung eines antiparallelen Doppelstranges (s. Kap. 2.1.2). Der Stamm
besteht aus insgesamt vier Basenpaaren, einem GU- und drei stabilen GC-Basen-
paaren. Die Tetraloops G(2AP)AA beim HP1 und GA(2AP)A beim HP2 gehoren zur
Familie der GNRA-Schleifen (s. Kap. 2.1.2). Diese Haarnadel-Struktur wird in der
Sekundérstruktur der Helix II. und III. des Hammerhead-Ribozyms wiedergefunden,

wobei jedoch im Hammerhead-Ribozym anstatt des GAAA-Tetraloops ein GCAA-
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HP1 HP2
2APL2 AL Api2 2APy;s
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Abbildung 5.6: Sekunddrstruktur der Hairpins HPI und HP2.

Tetraloop und anstelle des GU- ein UA-Basenpaar vorliegt. Trotz der grofien struk-
turellen Analogien wird beim Vergleich der Primérstrukturen in 5 — 3'-Richtung

nur in 7 von 15 moglichen Positionen eine Ubereinstimmung gefunden (s. Tab. 3.2).

Bei den Fluoreszenztitrationen (s. Kap. 4.5) in TCN- und T-Puffer wurden trotz
der vielen Ubereinstimmungen in den Prim#r- und Sekundérstrukturen der Hair-
pins HP1 und HP2 grofle Unterschiede festgestellt. Dies zeigt die hohe Sensibilitit
der Fluoreszenzintensitit des 2- Aminopurin-Ribonukleosids in verschiedenen raumli-
chen Umgebungen. Wihrend bei der Hairpin-Ribonukleinsiure HP2 mit Ca?*-Ionen
(s. Abb. 5.7) eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit um ca. 10 % beobachtet wur-
de, konnte beim HP1 mit Mg?*-Tonen (s. Abb. 5.8) eine 40-50 %ige Zunahme fest-
gestellt werden. Die aus einer Titration erhaltenen experimentellen Daten konnten

nicht mit ausreichender Genauigkeit an das einfache Reaktionsmodell A (s. Seite 70)
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Abbildung 5.7: Fluoreszenztitration des HP2 mit Ca®*-Ionen. Dargestellt ist die
relative Fluoreszenzintensitat (RF) des HP2 als Funktion der Calciumkonzentration
(c(Ca®")) in T-Puffer bei 20°C, wobei die durchgezogene Linie die Anpassung an
das Modell des zweistufigen Bindungsprozesses reprisentiert: Bindungskonstanten
MMHQ, NHN,MUKQ MY und K2¢, = 14 M7, relative Quantenausbeuten ql = 0.82 und
q2 = 1.15.

angepafit werden. Mit Hilfe des komplexeren Reaktionsmodells B mit zwei voneinan-
der unabhingigen Bindungsplétzen fiir die Metallionen wurden schlielich auch diese
Mefldaten analysiert. Die Besetzung der beiden Bindungsplitze durch Metallionen
verlief dabei gleichzeitig und unabhingig voneinander gemif folgendem Reaktions-
schema:

RNA (Platz 1) + Me?* = Komplex 1 (5.3)
RNA (Platz 2) + Me** & Komplex 2 (5.4)

mit

K1y, = [Komplex 1] (5.5)

[RNA (Platz 1)] [Me?*]
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[Komplex 2 ] )
K20 = _ .
Me = TRNA (Platz 2)] [Me*] (5.6)

mit K1, = Bindungskonstante 1 des Metalls Me?*+

K2y = Bindungskonstante 2 des Metalls Me?*

(i

Il

Gleichgewichtskonzentration einer entsprechenden Spezies i

Voraussetzung daflir war, daf sich die Anderung der Fluoreszenzintensitiit additiv
aus der Besetzung der beiden Bindungsplitze zusammensetzte und der Grad der
Fluoreszenzloschung einer Bindungstelle unabhéngig war, also nicht von der anderen

beeinflufit wurde.

|
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Abbildung 5.8: Fluoreszenztitration des HP1 mit Mg**-Ionen. Dargestellt ist die re-
lative Fluoreszenzintensitit (RF) des HP1 als Funktion der Magnesiumkonzentration
(¢(Mg*")) im TCN-Puffer bei 20°C, wobei die durchgezogene Linie die Anpassung
an das Modell des zweistufigen Bindungsprozesses reprisentiert: Bindungskonstan-

ten Klprg = 674 M™" und K2y, = 48 MY, relative Quantenausbeuten ql = 1.29
und q2 = 1.07.
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Aus den Fluoreszenztitrationen mit Mg?*- und Ca®*-Ionen wurden folgende Pa-
rameter bestimmt. Wihrend die erste Bindungskonstante des Komplexes 1 (K1) fiir
beide Metallionen im Bereich von 660 bis 4770 M~! lag, wurde die zweite Bindungs-
konstante des Komplexes 2 (K2) in einem Bereich von 14 bis 97 M~} gefunden.
Beide relativen Quantenausbeuten (g1 und ¢2) lagen zwischen 0.77 und 1.35, wo-
bei die Werte fiir ¢2 immer grofier als eins waren. Die erste Bindungskonstante
(K1) fiir beide HPs war im TCN-Puffer nicht nur bei den Titrationen mit Mg?*-
Ionen, sondern auch bei denen mit Ca?*-Ionen ungefihr doppelt so groff wie beim
Oli3. Im T-Puffer waren die Werte fiir K1 bei beiden Hairpins um den Faktor
3-6 groBer als im TCN-Puffer. Die Hauptursache fiir diesen Effekt kann sicherlich
durch die unterschiedlichen Ionenstirken der Puffer (T-Puffer: T = 63 mM, TCN-

Puffer: I = 145 mM) erkldrt werden. Die Parameter der beiden Metallionen im

jeweiligen Puffer sind innerhalb der Fehlergrenzen gleich. Die genauen Parameter

der Magnesium- und Calcium-Bindungsgleichgewichte sind in Tabelle 5.3 wiederge-

geben.

Tabelle 5.3: Ergebnisse der Fluoreszenztitrationen der Hairpin-Ribonukleinsduren
HP1 und HP2 (Position des 2-Aminopurins in der RNA) bis zu einer Metallionen-
konzentration vom 220 mM.

RNA | Me?*- | Puffer ARF K1y K25 gl q2
(2AP) | Ion (%] MY (M~

Mg | TCN |+
HP1 Ca | TCN | +
(L1.2) | Mg T +
Ca T +

4142) | 820£160 | 40£8 29+0.01 | 1.08£0.01
41+2) | 660£150 | 26+15 3140.01 | 1.07£0.01
24604100 | 83+34 | 1.350.02 | 1.09+0.01

1.
1.
1.
484-2) | 2570100 | 97430 | 1.32+0.02 | 1.0940.01
0.
0.

— o~~~
<
—
+
[5S]
Rt

Zm, HQZ,Conv@@onmomeéﬂowo.oww.wmn_uopm
w:um Om HOZAEHC@SH@E%H%ﬂ@%o.:w.wwﬁo.wo
(L1.3) | Mg T -(20+£5) | 4770£200 | 49440 | 0.774+0.02 | 1.062:0.02
Ca T -(9£3) | 43404200 | 14435 | 0.8240.02 | 1.1530.02
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Ein sehr deutlicher Unterschied konnte beim Vergleich der Fluoreszenzintensititen
der beiden Hairpins vor der Metallionenzugabe beobachtet werden (s. Tab. 5.13).
Wihrend beim HP2 in beiden Puffern nur ca. 2 % von der Fluoreszenzintensitit des
»ireien” 2-Aminopurin-Ribonukleosids entdeckt wurde, wurden beim HP1 mit 13 %
(T-Puffer) und 17 % (TCN-Puffer) die héchsten Prozentsitze von allen in dieser
Arbeit mit der Base 2-Aminopurin versetzten RNA-Molekiile gefunden. Die ,gerin-
ge“ Fluoreszenzléschung um den Faktor 6-8 beim HP1 scheint ein deutlicher Beweis
dafiir zu sein, daB die Tetraloop-Base an der Position L1.2 in der Schleife viel weniger
einer Basenstapelung unterliegt als an der Position L1.3. Dies ist konsistent mit den
Ergebnissen der Strukturaufklarungen dieser Tetraloops (s. Kap. 2.1.2). Die durch
NMR-Messungen [62] und Réntgenstrukturanalyse [108] erhaltenen tertidiren Struk-
turen von Hairpins mit GCAA baw. GAAA- Tetraloops haben gezeigt, daff die Base
an der Position 6 (L1.2) sowohl frei von Wasserstoffbriickenbindungen zu anderen
Basen ist, als auch nur geringen Basenstapelungswechselwirkungen unterliegt.

Durch Schmelzkurvenanalysen (s. Kap. 4.4) der Ribonukleinsiuren HP1 und HP2
sollte deren vermutete Sekundérstruktur erneut bestitigt werden. Da aufgrund der
vier vorliegenden Basenpaarungen in der Helix ein hoher Schmelzpunkt (Thr) zu
erwarten war, wurde zur T),-Erniedrigung als Analysenmedium neben dem TCN-
Puffer auch der C-Puffer (s. Abb. 5.9) mit deutlich geringerer Ionenstirke von
I = 843 M bei pH 7.0 verwendet. Um eine Schmelzpunkterhdhung durch geringe
Mengen von zweiwertigen Kationen vor allem im C-Puffer auszuschliefen, wurden zu
1-10 M RNA-Losungen bis zu 100 M des Komplexbildners EDTA hinzugegeben.

Tabelle 5.4: Schmelzpunkte ( Ty) der Ribonukleinsiuren HP1 und HP2 (Position
des 2-Aminopurins in der RNA) in C- und TCN-Puffer.

| RNA (2AP Position) | Puffer | Ty [°C] |

HP1 C | 6741
(2APL1.2) TCN | 8646
HP?2 C | 65+1
(2APL1.3) TCN | 8042
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Abbildung 5.9: Schmelzkurven von ca. 2 uM der Ribonukleinsiuren HPI und HP2.
Im C-Puffer wurde die Temperatur kontinuierlich mit einer Rate von 0.1 °C/min
erhoht. Dargestellt ist die relative Absorption (RA) bei einer Wellenlinge von
A = 260 nm in Abhdngigkeit von der Temperatur (T).

Bei einer kooperativen Anderung der Absorption von bis zu 15 % zeigt HP1 in beiden

Puffern einen um die 5 % héheren Schmelzpunkt. Eine vollstindige Aufstellung der

Ergebnisse ist in Tabelle 5.4 zu finden.
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5.1.4 Die Hammerhead-Ribozyme

Die zur Charakterisierung der Bindungsgleichgewichte mit Metallionen verwende-
ten Hammerhead-Ribozyme sind ausschlieflich cis-spaltende, d. h. intramolekular
spaltende Ribozyme (s. Kap. 2.1.3). Alle fiinf verwendeten Ribozyme besaflen eine
Kettenlinge von 49 nt und wurden in ihrer Primirstruktur durch den Austausch
von 1-2 Basen nur geringfiigig veriindert (s. Tab. 3.2). Durch den Einbau des Nu-
kleosids 2'-Desoxy-2'-aminocytidin beim HH2 bzw. 2'-Desoxycytidin bei den anderen
vier Varianten an der Position 17 konnte die Ribozymaktivitit (Spaltungsreaktion)
unterdriickt werden [31]. Die Base 2-Aminopurin wurde beim HH1, HH2 und HH5
in direkter Nachbarschaft zur Spaltstelle an der Position 1.1 substituiert, wohinge-
gen sie beim HH3 an der einzigen variablen Kernposition [10], der Position 7, und
beim HH4 im Loop III an der Position L3.3 eingebaut wurde. Wihrend der Einbau
der Base 2-Aminopurin beim HH4 Vergleiche mit den Hairpin-Ribonukleinsiuren
ermoglichte, wurde durch den Einbau der Base 2-Aminopurin an den anderen Posi-
tionen die Natur der Metallbindung im aktiven Zentrum des Ribozyms untersucht.
Beim Ribozym HHS wurde als weitere Modifikation an der Kernposition 14 ein Ade-
nosin gegen ein Guanosin ersetzt, das die Spaltungsaktivitit des Ribozyms drastisch
reduziert [136]. Eine Zusammenfassung der Substitutionen und die Sekundéarstruktur
der Hammerhead-Ribozyme HH1-HHS5 sind in der Abbildung 5.10 dargestellt, wo-

bei die Numerierung der Basenpositionen nach HERTEL et al. [58] erfolgte.

Die hohe Empfindlichkeit der Fluoreszenzintensitit des 2APs konnte auch bei
den Hammerhead-Ribozymen bestitigt werden, denn bei den Fluoreszenztitrationen
(s. Kap. 4.5) mit den Metallionen Mg?" und Ca** wurden mit nur einer Ausnahme
teilweise deutliche Fluoreszenzldschungen nachgewiesen. Die Reduzierung der relati-
ven Fluoreszenzintensitiit lag in einem Bereich von 0 bis 57 %, wobei das Fehlen einer
sichtbaren Anderung der Fluoreszenzintensiit bei Mg?"-Zugabe zum HH4 in TCN-
Puffer nicht die Abwesenheit von Metall-Bindungplitzen impliziert. Im Gegensatz
zu den vorherigen Titrationsexperimenten konnte bei allen Ribozymtypen, aufer
dem HHS, schon nach einer Zugabe von 120 mM des Metallsalzes ein Grenzwert fiir

die relative Fluoreszenzintensitiit erreicht werden.
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Abbildung 5.10: Sekunddrstruktur der Hammerhead-Ribozyme HHI-HHS5. Der Pfeil
deutet auf die Spaltstelle, und die grau hinterlegten Basen zeigen die verwendeten
Substitutionspositionen, wobei diec Numerierung nach HERTEL et al. [58] erfolgte.
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Abbildung 5.11: Fluoreszenztitration des HH2 mat Mg?*-Tonen. Dargestelit ust die
relative Fluoreszenzintensitit (RF) des HH2 als Funktton der Magnesiumkonzentra-
tion (c(M¢#*)) im TCN-Puffer bei 20°C, wobei die durchgezogene Linie die Anpas-
sung an das Modell des einstufigen Bindungsprozesses reprasentiert: Bindungskon-
stante Ky = 610 M~ und relative Quantenausbeute ¢ = 0.55.

Die MeBdaten konnten an die entsprechenden Reaktionsmodelle A oder B (s. Seite
70 oder 75) mit ausreichender Genauigkeit angepaft werden. Die Titrationsdaten
mit den Metallionen wurden einerseits — im Falle des HH1, HH2, HH3 und teilweise
des HH4 — durch die Besetzung eines individuellen Bindungsplatzes, und anderer-
seits — beim HH5 und in einem Fall beim HH4 — durch die Besetzung von zwel
voneinander unabhingigen Bindungsplitzen beschrieben. Die Bindungskonstanten
fiir Mg2*+-Tonen lagen im Bereich von 510 bis 7580 M~!. Im T-Puffer (z. B. Abb. 5.12)
waren diese Bindungskonstanten um den Faktor 2-3 grofier als im TCN-Puffer (z. B.
Abb. 5.11). Die zweite Bindungskonstante (K2) war 1-2 Zehnerpotenzen kleiner und

lag im Bereich von 12 bis 78 M~!. Wie schon bei den anderen untersuchten Ribo-
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Abbildung 5.12: Fluoreszenztitration des HH5 mit Mg**-Ionen. Dargestellt ist die
relative Fluoreszenzintensitit (RF) des HH5 als Funktion der Magnesiumkonzentra-
tion (c(Mg®*)) in T-Puffer bei 20°C, wobei die durchgezogene Linie die Anpassung
an das Modell des zweistufigen Bindungsprozesses reprisentiert: Bindungskonstan-
ten K1y, = 3280 M~ und K2y = 70 M~ relativen Quantenausbeuten g1 = 0.71
und q2 = 0.50.

nukleinsiuren konnten fiir die Bindungskonstanten der Ca?*-Ionen im TCN-Puffer
kaum Unterschiede zu denen mit Magnesium festgestellt werden. Auffallend war in
jedem Fall das HH4 mit dem 2-Aminopurin-Ribonukleosid im Loop III. Dort wurde
im Gegensatz zu der mit Ca®* bei den Fluoreszenztitrationen im TCN-Puffer mit
Mg?* keine Anderung der Fluoreszenzintensitit entdeckt. Fiir die relativen Quanten-
ausbeuten ¢ wurden Werte im Bereich von 0.43 bis 1.07 bestimmt. In der Tabelle 5.5
sind die genauen Parameter der Magnesium- und Calcium-Bindungsgleichgewichte

zusammengestellt.
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Tabelle 5.5: Ergebnisse der Fluoreszenztitrationen der Hammerhead-Ribozyme HH1~-
HH5 (Position des 2-Aminopurins in der RNA) bis zu einer Metallionenkonzentra-

tion vom 120 mM (x £ 220 mM).

RNA | Me?*- | Puffer | ARF Ky, K2ue gl q2
(2AP) | Ion %) M1 M1

HH1 | Mg | TON |-(25+2) | 16104250 | - | 0.74+0.02 -

(11) | Ca | TON | -(8£3) | 1010+190 | - | 0.91:0.03 -

Mg T -(344£7) | 29304170 - 0.66-£0.07 -

HH2 Mg TCN | -(38+£6) | 510410 - 0.6040.05 -

(1. Ca TCN | -(37+2) | 680+140 - 0.66+0.02 -

Mg T -(53+£1) | 14204130 - 0.4840.01 -

HH3 | Mg | TON [-(40+1)] 970410 | - | 0.59+0.01 -

(7) Ca TCN | -(424£2) | 900450 - 0.5940.01 -

Mg | T |-(49%2)]| 2640430 | - | 0.5140.02 ]

HH4 Mg TCN +3 - - 1.00+0.03 -

(L3.3) Ca TCN | -(10+£1 4404110 - 0.90+0.01 -

7580110 | 12£6 | 0.85+0.01 | 1.0740.03
1270490 | 2246 | 0.724+0.03 | 0.4340.06
30604220 | 7242 | 0.744-0.03 | 0.49::0.01

HH5 | Mg* | TCN |-
ay [ Mg | T [-65

(

Mg | T |-(13
(
(

Abschlieflend konnte beim Vergleich der relativen Fluoreszenzintensititen der fiinf
Hammerhead-Ribozyme mit der des ,freien” 2-Aminopurin-Ribonukleosids vor der
Metallionenzugabe die aufgrund der Strukturkomplexitit der HH-Molekiile zu er-
wartende, deutliche Reduzierung beobachtet werden. Die Fluoreszenzléschung um
den Faktor 29-125 zeigte, dafl das 2AP an den gewihlten Positionen innerhalb der
jeweiligen RNA-Struktur einer recht starken Basenstapelung (Stacking) unterliegt.
Beim HH1, HH2 und HH5, bei denen das 2AP an der Spaltstelle (Position 1.1)
positioniert ist, betrug die relative Fluoreszenzintensitit nur 0.8 bis 1.7 % von der
des ,freien“ 2AP. Diese deutliche Reduzierung ist bei Betrachtung der Ribozym-

Sekundérstruktur leicht erkldrbar, denn die Position 1.1 besitzt eine Basenpaarung
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Abbildung 5.13: Fluoreszenzintensitit der Ribonukleinsiuren in T- und TCN-Puffer
vor der Metallionenzugabe. Dargestellt ist die relative Fluoreszenzintensitit (RF),
bezogen auf die des freien® 2-Aminopurin-Ribonukleosids (2AP) in Prozent (%),
von allen mit 2A P-substituierten RNA-Molekilen.

mit der Position 2.1 am Rand der Helix I. Der Wert fiir das HH4 lag mit ca. 2.2 %
in der gleichen Gréflenordnung wie beim Hairpin HP2; dies ist damit zu erkliren,
daf} in beiden RNA-Molekiilen das 2AP an der Position 3 eines GNRA- Tetraloops
substituiert worden ist. Die geringste Fluoreszenzléschung wurde beim HH3 mit dem
2AP an der Kernposition 7 festgestellt, wobei die relative Fluoreszenzintensitit noch
2.9 % (TCN-Puffer) bzw. 3.5 % (T-Puffer) von der des ,freien® 2AP betrug. Mit
Ausnahme des HH2 war bei allen anderen HH-Typen die Fluoreszenzloschung im
TCN-Puffer durchschnittlich um den Faktor 1.15 grofer als im T-Puffer. In der Ab-
bildung 5.13 ist die relative Fluoreszenzintensitiit (RF), bezogen auf die des , freien®
2-Aminopurin-Ribonukleosids (2AP) in Prozent [%], von allen mit 2AP-substituier-

ten RNA-Molekiilen noch einmal zusammenfassend graphisch dargestellt.
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5.2 Kinetik der Bindungsgleichgewichte

5.2.1 Allgemeines zu den Temperatursprung-Mefldaten

Die von einem Temperatursprung erhaltenen Daten eines Mefisignals beinhalten ne-

ben den chemischen und physikalischen Prozessen des untersuchten Systems auch

externe physikalische Parameter der MeBapparatur, wie die Aufheizzeit (74) der

%

Elektrolytlosung in der Zelle und der Anstiegszeit (7.) des Detektionssystems. Die
physikalischen Effekte eines Systems, wie z. B. die Rotationsdiffusion, sind meist

viel schneller als die durch die Anderung der dufieren Parameter induzierten ,che-

mischen® Prozesse. Ein ,,chemischer® Prozefl kann eine Reaktion wie z. B. ein Proto-
nentransfer oder auch eine Konformationsumwandlung eines Molekiils sein. Zu den
externen physikalischen Prozessen zihlen aufgrund der temperaturabhéngigen Vo-
lumenexpansion des Losungsmittels Konzentrationsinderungen. Ein weiterer physi-
kalischer Effekt kann durch die meist geringe Temperaturabhéngigkeit eines Extink-
tionskoeffizienten entstehen. Die Zeitkonstante der Kondensatorentladung zeigt eine

starke, genau bekannte Abhéngigkeit von der Ionenstirke, so daf durch Variation

der Ionenstirke eine Unterscheidung von den chemischen Prozessen moglich ist.
Die untere zeitliche Nachweisgrenze einer Temperatursprung-Apparatur wird
durch die Aufheizzeit 7, (s. Gleichung 2.10) und die experimentell bestimmbare
Anstiegszeit 7, des spektrometrischen Detektionssystems bestimmt. Unter den ver-
wendeten Versuchsbedindungen (s. Kap. 4.6.2) lag 74 zwischen 0.6-9.0 ps, wobei der
Widerstand der MeBlésung und somit auch 7, mit zunehmender Metallionenkon-

zentration deutlich kleiner wurde. Bei einem Temperatursprung durch eine Konden-

satorentladung ist die Anstiegszeit gegeniiber der wesentlich gr6Beren Aufheizzeit
vernachlissigbar. Wenn die Relaxationszeit eines Systems im selben Zeitbereich wie
die Aufheizzeit liegt, kann das durch die Konvolution beider Komponenten entste-

hende Signal x(t) durch folgende Gleichung beschrieben werden [11]:

T t T t
2(t) = 200 |1 + —4 exp(-—) - ——exp|—= (5.7)
T~ Ta Td T—Td T
mit 2, = Signal beit = oo _ :
7 = Relaxationszeit des Systems
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Unter Verwendung eines Referenzsystems ohne Relaxationseffekt kann eine Dekon-
volution erreicht werden.

Die praktische Anwendung der zeitlichen Untergrenze und die Genauigkeit, mit
welcher ein Relaxationseffekt beobachtet werden kann, werden letztendlich durch
das Signal/Rausch(S/N)-Verhiltnis bestimmt. In elektrischen Schaltungen kénnen
eine Vielzahl von elektrischen Schy vankungserscheinungen auftreten. Diese machen
sich als das sog. elektronische Rauschen bemerkbar und bestehen im wesentlichen
aufgrund der Brownschen Bewegung der Elektronen aus dem thermischen Rauschen
(thermal noise) und dem Schrotrauschen (shot noise), das infolge von Stromschwan-
kungen, wie z. B. bei der durchgehenden Hintergrundbeleuchtung einer Photomul-
tiplierkathode, entsteht. Ihre Effektivwerte (quadratische Mittelwerte) [154] lauten
wie folgt:

Ery

il

URKTASN und Egy = (21820 f)" (5.8)

mit R = Ohmscher Widerstand in @ , % = Boltzman-Konstante
T = Temperatur in K . ¢ = Ladung des Elektron in C
I = Stromstirke in A , Af=Frequenzbandbreite in Hz

Die Frequenzbandbreite Af einer Detektionsschaltung entspricht der reziproken
Anstiegszeit 1/7, des Detektionsystems. Das S/N-Verhiiltnis ist proportional zu
der quadratischen Wurzel des Produkts aus der Anstiegszeit und der detektierten
Lichtintensitit (1) [117]:

S

N = const

(Ir)'? (5.9)

Zusammenfassend ist zu sagen, daB ein Relaxationseffekt im kurzen Zeitbereich,
also mit einer Zeitkonstante im Bereich der Aufheizzeit und Anstiegszeit, %m:u_w
sehr kritisch betrachtet werden muB, weil es sich dabei leicht um einen durch dufere
Parameter verursachten Effekt und nicht um einen gesuchten, chemischen Relaxa-
tionseffekt handeln kann. Im lingeren Zeitbereich (ms-s) kénnen z. B. Stérungen
im Form von Intensititsschwankungen der Lichtquelle auftreten. AuBerdem ist hier

schon die beginnende Abkithlung nach einem Temperatursprung zu beriicksichtigen.
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5.2.2 Tryptophan als Referenzsystem fiir die Dekonvolution

Die Aminosiure Tryptophan (Trp - a-Amino-S-indolylpropionsiure) wurde bei den
Kinetikuntersuchungen als Referenz fiir die Dekonvolution von Temperatursprung-
Messungen mit 2AP bzw. 2AP-substituierten Ribonukleinsiduren benutzt.

Die neutrale Aminosdure ist durch den an einer Methylengruppe gebundenen
Indolring in der aromatischen Seitenkette stark hydrophob. Das Absorptionsspek-
trum dieser essentiellen Aminosiure ist komplex, denn es besitzt im Bereich von
240~ 290 nm mindestens drei Elektroneniibergénge [19b], wobei im Gegensatz zur
aromatischen Aminosiure Tyrosin das Absorptionsspektrum nur eine geringe
pH-Abhéngigkeit besitzt [153]. In Wasser wurde ein Absorptionsmaximum bei pH 7
und bei A = 280 nm mit einem Extinktionskoeffizient von €z = 5.6 - 108 M~ em™!
bestimmt. Im Emissionsspektrum des Tryptophans wurde unter Verwendung einer
Anregungswellenlinge von Aexc = 280 nm ein Maximum bei A = 348 nm mit einer
Fluoreszenzlebensdauer von 7 = 2.6 ns und einer Fluoreszenz-Quantenausbeute
von ®p = 0.2 gefunden [19b].

Als Referenz fiir die Dekonvolution war das Tryptophan gut geeignet, weil bei
den Temperatursprung-Messungen (s. Kap. 4.6.2) mit Trp bei einer Temperatur von
5-11°C neben einem physikalischen kein chemischer Relaxationseffekt entdeckt wur-
de. Dieser Befund #nderte sich auch nicht nach Zugabe von bis zu 100 mM Mg**-
oder Ca2*-Ionen. Der physikalische Relaxationseffekt besall eine grofie Amplitude,

so daB das Signal/Rausch(S/N)-Verhéltnis sehr groff war.

5.2.3 Kinetik des 2-Aminopurin-Ribonukleosids

Bei den Temperatursprung-Messungen (s. Kap. 4.6.2) mit dem 2-Aminopurin-Ribo-
nukleosid wurde kein chemischer Relaxationseffekt gefunden. Dieser Befund ergab
sich sowohl in Fluoreszenz als auch in Absorption bei einer 2AP-Konzentration
von ca. 10 bzw. 180 puM. Kleinere Schwankungen bei den Amplituden (ca. 2-3 %
der Gesamtamplitude) lagen im Bereich der Rauschamplitude. Nach der Zugabe
von Mg?"- oder Ca’"-Ionen war noch immer nur ein physikalischer Relaxationsef-
fekt zu beobachten. Die recht grofien Fluoreszenzamplituden konnten beim 2AP

—— ebenso wie beim Tryptophan — schon bei geringer Verstarkung der Photo-
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multiplier beobachtet werden. Je geringer die Verstirkung an den Photomultiplier
gewdhlt werden konnte, desto grofier wurde dadurch auch das S/N-Verhiltnis. Da
das 2-Aminopurin-Ribonukleosid selbst keine chemischen Relaxationseffekte in dem
beobachteten Zeitbereich zeigte, war es somit fiir die weiteren Kinetikuntersuchungen

in 2AP-substituierten Ribonukleinsiuren geeignet.

5.2.4 Kinetik der Oligoriboadenylsdure (Oli3)

5.2.4.1 Kinetik der Oligoriboadenylsiure in Abwesenheit von zweiwer-
tigen Metallionen

In Abwesenheit von zweiwertigen Metallionen konnte bei der Oligoriboadenylsiure
(Oli3) kein Relaxationseffekt mit einer Zeitkonstante grofer als ca. 4 us entdeckt
werden. Mégliche Relaxationseffekte aufgrund von Wechselwirkungen der Basensta-
pelung miissen schneller als die Zeitauflésung der verwendeten Temperatursprung-
Apparatur sein. Das 2AP-substituierte Oli3 bildet eine einzelstringige Helixstruktur
mit einem relativ hohem Anteil an gestapelten Basen. Da das durch Messung der
Fluoreszenz des 2APs erhaltene Temperatursprung-Signal keinen langsamen Effekt
zeigt, kann geschlossen werden, daf} die Stapelungsreaktion von 2AP in einzelstrin-
gigen Helices mit einer Zeitkonstante von weniger als 4 ps erfolgt. Dieses Ergebnis
belegt, dafl 2AP als Indikator geniigend schnell Veriinderungen der Basenstapelung
anzeigt. Diese RNA ohne Sekundérstruktur eignet sich somit als Referenzsystem fiir

die weiteren kinetischen Untersuchungen.

5.2.4.2 Mg?*-Ion Inner-Sphere-Komplex in der 2AP-substituierten Oli-
goriboadenylsiure

Das in Kapitel 5.1.1 untersuchte Bindungsgleichgewicht zwischen der 2AP-substitu-
ierten Oligoriboadenylsiure Oli3 und den beiden Metallionen Magnesium und Calci-
um wurde durch Kinetikuntersuchungen weiter charakterisiert. Bei den Temperatur-
sprung-Experimenten (s. Kap. 4.6.2) konnte vor der Metallionenzugabe und nach der

Zugabe von Ca’*-Tonen kein Relaxationseffekt gefunden werden. Nach der Zugabe
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Abbildung 5.14: Temperatursprung Relazation von 5.5 pM OL3 im TCN-Puffer und
20 mM MgCly bei 10.6°C. Dargestellt ist die Anderung der Fluoreszenzintensitit
(AI) in Abhingigkeit von der Zeit (t), wobei erstens die durchgezogenen Linien die
Mepkurve und deren Anpassung mit einer Ezponentialkurve und zweitens die durch-
gezogene Linie mit (o) die entsprechende Referenzkurve des Tryptophans reprisen-
tieren. Die chemische Relazationszeit wurde mit v = 95 ps bestimmid.

von Mg**-Ionen wurde ein chemischer Relaxationseffekt mit einer Zeitkonstante von
ca. 100 us beobachtet (s. Abb. 5.14).

Der nur in Anwesenheit von Mg?*-Ionen gefundene Relaxationsprozef deutet auf
Bildung eines Inner-Sphere-Komplexes (IS-Komplex) — die Bindung eines Ligan-
den an die innere Koordinationssphire des Metallions — hin, d. h., dafl im Falle
von wifirigen Losungen ein Ligand gegen ein HoO-Molekiil im sechsfach koordinier-
ten Mg(H,0)2* durch einen Sy 1-Mechanismus substituiert wird. Das Ca*-Ion hat
einen 1.5-fach gréBeren Ionenradius (0.66 A beim Mg?*- und 0.99 A beim Ca?*-Ion
[68]) als das Mg?*-Ion. Die Grdfie des lonenradius ist ein Faktor fiir die Hohe der Ak-
tivierungsbarriere fiir den Austausch eines oktaedrisch koordinierten HoO-Molekiils.

Im Falle des Calciums ist die Aktivierungsbarriere deutlich niedriger. Somit erfolgt
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die IS-Komplexbildung beim Ca?*-Ion relativ schnell [40, 41]. Wihrend die Ge-
schwindigkeitskontante (krs) fiir einen IS-Komplex des Mg?*-Ions bei 10° s7! liegt,
ist der entsprechende Wert beim Ca?*-Ion mit 108-10° s™! deutlich gréfier [34]. So-
mit konnte der schnelle Proze der IS-Komplexbildung mit einem Ca?*-Ion nicht
mit der hier verwendeten Temperatursprungapparatur detektiert werden. Aufer-
dem konnten schon in fritheren Untersuchungen [116] Inner-Sphere-Komplexe von
Oligoriboadyenlsiuren der Kettenlinge 5-10 nt und 17 nt an Mg**-Ionen durch
Feldsprungmessungen nachgewiesen werden.

Wihrend die Amplitudengrofie dieses Relaxationseffektes mit steigender Metall-
ionenkonzentration zunahm, wurde die Relaxationszeit, die im Bereich von 100 us
lag, mit steigender Mg®*-Konzentration kleiner. Die Amplituden und die reziproke
Relaxationszeit (1/7) strebten bei hohen Mg?*-Konzentrationen einem Grenzwert
entgegen (s. Abb. 5.15). Vor der Bildung eines IS-Komplexes wird immer eine Bil-
dung eines Outer-Sphere-Komplexes (OS-Komplex) — die Bindung eines Liganden
an eine duflere Koordinationssphire (Solvathiille) des Metallions — erfolgen, wobei
die Geschwindigkeitskonstante fiir die OS-Komplexbildung (kos) mit 10'° s~! sehr
hoch ist.

Unter Verwendung des Reaktionsmechanismus von Modell II (s. Kap. 2.3.4) er-
folgt die Bindung des Mg?*-Ion an die Oligoriboadenylsdure Oli3 gemif folgendem

Reaktionsschema:

\m+
Oli3 + Mg & Cog mit Kpog = ~2% (5.10)
».Dm
\e.+
Cos & Crs mit Kyg= = (5.11)
krs

Das Ca?*-Ion wird nach dem gleichen Reaktionsmechanismus an das Oli3 binden,
jedoch mit dem Unterschied, daf die Bildung des IS-Komplexes in einem schnelleren
Zeitbereich eintritt, als die verwendete Temperatursprungapparatur erfassen kann.
Unter Beriicksichtigung der obigen Gleichungen (s. Anhang B) ergibt sich fiir die Ge-
samtbindungskonstante (K), die mit Hilfe der Fluoreszenztitrationen (s. Kap. 5.1.1)

ermittelt worden ist, folgender Ausdruck:

K = NA.\OMANA.NM + : AMHMV
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Abbildung 5.15: Relazationszeiten und Fluoreszenzamplituden beim .ﬂnsﬁ.ﬁdf?
sprung von 5.5 uM OL3 im TCN-Puffer bei 10.6°C. Dargestellt sind die ﬂmwsmwc.»m:
Relazationszeiten 1/7 (o) und die Fluoreszenzamplituden AF/F (o) mit 20 %igen
Fehlergrenzen als Funktion der Mg**-Konzentration. Die gepunktete und 5:.&%3?.
gene Linie reprisentiert die Anpassung an das Reaktionschema Modell IT unter m«:
Verwendung der Parameter o = 0.01, 8 = 2.38, AInKog = 0.0, Aln K5 = -0.0222
und den Parametern in Tab. 5.6.

Weiterhin ergibt sich fiir den Gesamtfluoreszenzfaktor (A), wenn o und J die Quan-

tenausbeuten von Cps und Cjg relativ zu der von Oli3 sind:

H xa ) aé
A= Awm.leTHleT ANA‘NM»TH g

Eine Anpassung der experimentellen Daten an den Reaktionsmechanismus von
Modell II mit Hilfe eines Computerprogrammes ermdglichte die Analyse der kine-
tischen und thermodynamischen Parameter dieses Systems. Dabei wird durch ei-

ne Auswahl von Parametern versucht, die Relaxation eines solchen kinetischen Sy-
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stems, also die Relaxationszeiten und deren Amplituden, an die experimentellen
Daten anzupassen. Fiir diese Anpassung sind neben der Geschwindigkeitskonstante
kbs = 10" M~! s7! auch die Bindungskonstante K und die Quantenausbeute ¢
aus den Fluoreszenztitrationen als feste Werte gesetzt worden. In Abbildung 5.15
ist ein Beispiel fiir eine Anpassung dargestellt und deren Parameter sind in Tabelle
5.6 aufgefiihrt. Die Werte fiir die Quantenausbeuten und Aln K fehlen dort und
sind nur beispielhaft in der Legende von Abbildung 5.15 aufgefiihrt, weil sich diese
Parameter aufgrund der starken gegenseitigen Kopplung nicht aus den vorliegenden
Daten ermitteln lassen.

Tabelle 5.6: Kinetische und thermodynamische Parameter fiir die Bindung von Mg+
an das Ol3.

F Komplex C; K; ki ki
Cos 160 M~1 | 1.0 - 101 M~ 571 | 6.3 107 s~!
Crs 1.20 6.6 - 103 s~ 5.5 - 10% s~!
Cos + Crs (gesamt) | 350 M~

Mit einer abgeschétzten Fehlergrenzen von £20% konnten die experimentellen
Daten an das obige Reaktionschema Modell IT angepafit werden. Im Vergleich zu den
von PORSCHKE [116] gefunden Werten fiir IS-Komplexe von Oligoriboadenylaten
mit Mg**-Ionen ist die Bindungskonstante K5 = 1.20 ca. eine Zehnerpotenz grofier.
Die Ursache fiir die hohere Bindungskonstante K liegt in der hoheren Ionenstirke
des Puffers. Letztendlich konnte gezeigt werden, daf sich ein Inner-Sphere-Komplex
in Ribonukleinsduren mit Hilfe der Reportergruppe 2-Aminopurin-Ribonukleosid
prinzipiell iber Relaxtionsmethoden nachweisen 1ift.

In weiteren Experimenten zeigte sich, daB mit zunehmender Konzentration des
Oli3 in einem Bereich von 5 bis 25 uM zwar die relativen Amplituden des Relaxa-
tionseffektes in derselben Gréfenordnung blieben, jedoch die Relaxtionszeiten um
den Faktor 1.5-3.0 zunahmen. Diese Beobachtung muf§ einen Dimerisierungsprozef
zugeordnet werden, der bei den kleineren RNA-Konzentrationen zu vernachlissigen

ist und somit das vorliegende Reaktionsmodell nicht in Frage stellt.
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5.2.5 Hairpin-Struktur der 2AP-substituierten Oligouridyl-

saure

Das Bindungsgleichgewicht (s. Kap. 5.1.1) zwischen der 2AP-substituierten Oligo-
uridylsiure Oli4 und den beiden Metallionen Magnesium und Calcium konnte auf-
grund eines fehlenden Grenzwertes bei den Fluoreszenztitrationen nicht quanti-
tativ ermittelt werden. Bei den Kinetikuntersuchungen durch Temperatursprung-
Experimente (s. Kap. 4.6.2) konnte vor und nach der Metallionenzugabe bis zu einer
Konzentration von 10 mM — wie schon aus den beim Oli3 genannten Griinden ——
kein eindeutiger Beweis fiir einen chemischen Relaxationseffekt gefunden werden.
Bei einer Metallionenkonzentration von 100 mM wurde jedoch mit Magnesium und
mit Calcium in einem Temperaturbereich von 5-11°C ein chemischer Relaxations-
effekt entdeckt, dessen Relaxationszeiten (7) und Fluoreszenzamplituden (AF/F)
eine Temperaturabhingigkeit zeigten. Im Falle des Magnesiums reduzierte sich z. B.
die Relaxationszeit 7 von (2032) ps bei 10.6°C auf (14+2) us bei 8.1°C. Es konn-
te nicht gekldrt werden, warum die Relaxationszeit bei abnehmender Temperatur
kleiner wird.

Die Ergebnisse der kinetischen Messungen am Olid sind mit denen von DOURLENT
et al. [36] gemachten Beobachtungen konsistent, wobei sie eine Polyuridylsiure einer
Kettenlidnge von 31 nt durch Temperatursprungexperimente in 0.5 M CsCl charak-
terisierten. Dabei ist neben einem langsamen Relaxationseffekt von ca. 22 ps noch
zusitzlich eine schnellere Relaxationszeit im Bereich von 3 us entdeckt worden. In
Kombination mit den aus Schmelzkurvenanalysen von Oligo- und Polyuridylséure
erhaltenen Daten postulierte er fiir den langsamen Relaxationseffekt einen intra-
molekularen Coil-Heliz-Ubergang, wobei die Helixform eine Hairpin-Struktur war.

Die Daten der Schmelzkurvenanalyse (s. Kap. 4.4) von Olid unter Verwendung der
Annealing-Prozedur II im TCN-Puffer sind auch konsistent mit den von DOURLENT
et al. [36] erhaltenen Ergebnissen, denn auch hier konnte fiir eine Kettenldnge von
12 nt noch keine kooperative Anderung der Absorption nachgewiesen werden. Da
der Relaxationseffekt zwar unabhingig von der Wahl des Metallions war, aber erst in
beiden Fillen bei einer Konzentration von 100 mM auftrat, ist zu vermuten, dafl die

Bildung der Hairpin-Struktur erst ab einer bestimmten Ionenstirke erfolgt. Diese
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Hypothese miifite sicherlich durch weitere Experimente {iberpriift werden. Insgesamt
zeigt sich jedoch erneut, daf sich die Kinetik von Ribonukleinsduren mit Hilfe der

Reportergruppe 2-Aminopurin-Ribonukleosid untersuchen lifit.

5.2.6 Dimerisierung der heterogenen Oligoribonukleinsiu-

ren zu RNA-Doppelhelices

Bei den Kinetikuntersuchungen der beiden Oligoribonukleinsiuren Olil und
Oli2 mit heterogener Basensequenz wurden durch Temperatursprung-Messungen in
beiden Fillen vor der Zugabe von Metallionen mehrere chemische Relaxationsef-
fekte in verschiedenen Zeitbereichen bei einer Temperatur von 5-11°C entdeckt.
Dabei konnte fiir den langsamsten Relaxationseffekt eine Abhingigkeit von der
RNA-Konzentration nachgewiesen werden. Seine Amplitude nahm mit steigender
RNA-Konzentration im Bereich von 0.6-6.0 zM bis zu 15 % zu.

Bei den Temperatursprung-Messungen (s. Kap. 4.6.2) der Ribonukleinsiure Olil
wurden in Abhédngigkeit von der RNA-Konzentrationen zwei Relaxationseffekte be-
obachtet, wobei die Amplitude des langsameren Effektes iiber 90 % der Gesamtam-
plitude des jeweiligen Temperatursprunges ausmachte. Wihrend sich die Amplitu-
den mit RNA-Konzentrationen im Bereich von 0.6-6.0 M fast verdreifachten, blieb
7, bei ca. 4 ms recht konstant, und 7 halbierte seinen Wert von ca. 140 ms auf
70 ms.

Ebenfalls wurden in Abhangigkeit von der RNA-Konzentration durch Temperatur-
sprung-Messungen (s. Kap. 4.6.2) bei der Ribonukleinsiure Oli2 zwei Relaxations-
effekte entdeckt, wobei die Amplitude des langsameren Effektes ca. 80 % der Ge-
samtamplitude des jeweiligen Temperatursprunges mit zunehmender RNA-Konzen-
tration betrug. Wihrend die Amplituden des schnellen Relaxationseffektes im
ps-Bereich relativ konstant blieben, nahmen die des langsamen Relaxationseffek-
tes in einem Konzentrationsbereich von 0.6-6.0 xM um mehr als das 15-fache zu.
Die Relaxationszeit 7, wuchs mit zunehmender RNA-Konzentration um 4-10 % und
war bei 10.6°C mit ca. 5 ms deutlich schneller als bei 5.8°C mit ca. 16 ms.

Aufgrund seiner Konzentrationsabhingigkeit konnte der langsame Relaxations-

effekt einer Dimerisierung zweier RNA-Molekiile zu einer RNA-Doppelhelix zuge-
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Abbildung 5.16: Relazationszeiten beim Temperatursprung des Olil und des Oli2 im
TCN-Puffer. Dargestellt sind die reziproken Relazationszeiten 1/r von Olil (links)
bei 5.8°C (o) und von Oli2 (rechts) bei 5.8°C (o) und bei 10.6°C (o) mit den
10 %igen Fehlergrenzen als Funktion der RNA-Gleichgewichtskonzentration CrNA-
Die durchgezogenen Linien reprdsentieren die Anpassungen an das Modell einer
Dimeristerungsreaktion.

ordnet werden. Der schnelle Relaxationseffekt beschreibt wahrscheinlich ein Kon-
formationsgleichgewicht. Unter Vernachlédssigung des sehr kleinen und schnellen Re-
laxationseffektes und unter Verwendung des Reaktionsmechanismus von Modell I
(s. Kap. 2.3.4) kann das System mit folgendem vereinfachten Reaktionschema be-
schrieben werden:

b

2RNA = (RNA); mit Kp =2 (5.14)
D

Fiir ein solches einstufiges Gleichgewicht koénnen die thermodynamischen Parame-
ter bei Kenntnis der Gleichgewichtskonzentationen aus der graphischen Auftragung

ermittelt werden (s. Abb. 5.16), denn es gelten fiir die Ausgangskonzentration (cg)
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und die reziproke Relaxationszeit (1/7) folgende Beziehungen:

Co = Crna + 2 - Crna), (5.15)
1

o 4- kb -Cana + k5 (5.16)

Die daraus erhaltenen Bildungskonstanten (s. Tab. 5.7) lagen fiir die Dimerisie-
rung im Bereich von 10* M~! beim Olil und 10* M~! beim Oli2, wobei beim Oli2
Kp mit steigender Temperatur erwartungsgemif kleiner wurde. Die Geschwindig-
keitskonstanten fiir die Bildungsreaktion &} lagen in allen drei Fillen in der gleichen

Gro8enordnung.

Tabelle 5.7: Kinetische und thermodynamische Parameter fiir die Dimerisierung
beim Olil und Olig.

RNA [T [C) | Kp (MY [ hp M- s | kp 5]
Olil 5.8 8.3 - 10! 5.1 10° 6.1-10°
5.8 7.1-10% 3.9 -10° 5.4 - 10!
Oli2 - 3 = 5 2
10.6 2.5-10 5.0-10° 2.0-10

Die energetisch giinstigsten RNA-Sekundirstrukturen der beiden Oligoribonu-
kleinsduren wurden mit Hilfe von theoretischen Simulationsprogrammen [65, 80, 175)
ermittelt. Beide Ribonukleinsiuren besitzen aufgrund ihrer Basensequenzen viele
Maoglichkeiten zu intra- und vor allem intermolekularen Basenpaarungen. Die ener-
getisch giinstigste Struktur ist beim Olil die Ausbildung einer Doppelhelix mit ei-
ner inneren Schleife und insgesamt sechs (2x 3) intermolekularen Basenpaarungen,
wobei die zwei 2-Aminopurin-Ribonukleoside ungepaart in der inneren Schleife zu
finden sind. Obwohl beim Oli2 eher eine intramolekulare Basenpaarung unter Aus-
bildung einer Hairpin-Struktur als die thermodynamisch stabilste Sekundérstruktur
bestimmt wurde, kann auch in diesem Fall eine Doppelhelix unter Ausbildung ei-
ner inneren Schleife mit insgesamt vier (2x 2) intermolekularen Basenpaarungen
entstehen. In Abbildung 5.17 sind die hypothetischen Sekundarstrukturen der Dop-
pelhelices von beiden Oligoribonukleinsiuren dargestellt. Die Ausbildung einer

RNA-Doppelhelix ist also in beiden Fillen aufgrund der Basensequenz moglich.
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Abbildung 5.17: Hypothetische Sekunddrstrukturen nach der Dimersierungsreaktion
von Olil und Oli2.

Diese Ergebnisse unterstiitzen das aus den Kinetikmessungen abgeleitete Reaktions-

modell einer Dimerisierung zweier RNA-Einzelstringe zu einer RNA-Doppelhelix.

5.2.7 Verschiedene Konformationszustinde bei den Hair-

pin-Ribonukleinsiuren

Durch die Kinetikuntersuchungen wurden die Bindungsgleichgewichte (s. Kap. 5.1.3)
zwischen den Hairpin-Ribonukleinsiduren und den Metallionen Magnesium und Cal-
cium weiter charakterisiert. Wiahrend bei den Stopped-Flow-Experimenten kein Ef-
fekt und somit kein Bindungsgleichgewicht mit einem Metallion nachgewiesen wer-
den konnte, wurde jedoch bei den Temperatursprung-Experimenten mit den Ri-

bonukleinsiuren schon in Abwesenheit von Metallionen mindestens ein chemischer
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Relaxationseffekt, einer betm HP1 und zwei beim HP2, gefunden. Bei beiden Ribo-
nukleinsduren konnte jedoch nach der Zugabe von Metallionen weder im Falle des
Magnesiums noch des Calciums ein zusétzlicher Relaxationseffekt entdeckt werden.
Die bei den Kinetikuntersuchungen gemachten Beobachtungen zeigen, dafl bei bei-
den Hairpin-Ribonukleinsduren unterschiedliche Konformationszusténde vorhanden

sind.

5.2.7.1 Die Ribonukleinsdure HP1

Bei den Temperatursprung-Messungen (s. Kap. 4.6.2) der Ribonukleinsdure HP1
wurde in Abwesenheit und in Anwesenheit von zweiwertigen Metallionen ein che-
mischer Relaxationseffekt im ps-Bereich entdeckt (s. Abb. 5.18). Die Fluoreszenz-
amplituden wurden mit zunehmender Metallionenkonzentration immer kleiner. Die
Relaxationszeiten 7; wurden in einem Temperaturbereich von 8-11°C grifier.

Diese Resultate zeigen, dafl die Ribonukleinsiure HP1 mindestens zwei Konfor-
mationen (A und B) besitzt. Unter der Annahme, da die jeweilige Metallionen
bevorzugt an eine der beiden Konformationen unter Bildung eines Komplexes C bin-
den, la8t sich die Metallbindung durch den Reaktionsmechanismus von Modell III
(s. Kap. 2.3.4) beschreiben. Der Komplex C ist wahrscheinlich ein OS-Komplex, weil
bei den Temperatursprung-Experimenten bei Zugabe von den zweiwertigen Kat-
ionen Mg?* und Ca** kein Hinweis fiir die Ausbildung eines IS-Komplex gefunden

worden ist. Die Bindung eines Metallions erfolgt gemif folgendem Reaktionsschema:

\m..r

A=B mit K =-+ (5.17)
ky

T -

B+ Me=C mit Kg=-= (5.18)

ke
Fiir die Gesamtbindungskonstante (K') ergibt sich somit (s. Anhang B):
K
K=—— K 1
K1 Ke (5.19)

Weiterhin ergibt sich fiir den Gesamtfluoreszenzfaktor (A}, wenn « und 2 die Quan-

tenausbeuten von A und B relativ zu der von C sind:

1 1 K
== 5.2
A Aﬁiv?jfnivm (5.20)
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Abbildung 5.18: Temperatursprung Relazation von 7.1 1M HP1 im TCN-Puffer bei
8.1°C. Dargestelit ist die Anderung der Fluoreszenzintensitdt (AI) in Abhdngigkeit
von der Zeit (t), wobei erstens die durchgezogenen Linien die Mefkurve und deren
Anpassung mit einer Ezponenticlkurve und zweitens die durchgezogene Linie mit
(o) die entsprechende Referenzkurve des Tryptophans reprisentieren. Die chemische
Relazationszeit wurde mit T = 22.1 ps bestimmd.

Die experimentellen Daten konnten mit Hilfe eines Computerprogramms an den
postulierten Reaktionsmechanismus erfolgreich angepafit werden. Fiir die Anpas-
sung der experimentellen Daten an das Reaktionsmodell 111 wurden neben der Ge-
schwindigkeitskonstante k% = 10 M~! s~! auch die Bindungskonstante K1 und die
Quantenausbeute gl des ersten Bindungsprozesses aus den Fluoreszenztitrationen
als feste Parameter verwendet. In Abbildung 5.19 ist ein Beispiel fiir eine Anpassung

zu sehen.
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Abbildung 5.19: Relazationszeiten und Fluoreszenzamplituden beim Temperatur-
sprung des HP1 im TCN-Puffer bei 8.1°C. Dargestellt sind die reziproken Relaza-
tionszeiten 1/r (o) und die Fluoreszenzamplituden AF/F (o) mit 40 %igen Fehler-
grenzen als Funktion der Ca**-Konzentration. Die gepunktete und durchgezogene
Linie reprisentiert die Anpassung an das Reaktionsschema Modell III unter der
Verwendung der Parameter o = 0.45, 8 = 1.93, Aln K, =-0.036, Aln K¢ = 0 und
den Parametern in Tab. 5.8.

Die Parameter sind in Tabelle 5.8 aufgefithrt, wobei die Werte fiir die Quanten-
ausbeuten und Aln K fehlen. Sie sind nur beispielhaft in der Legende von Abbil-
dung 5.19 aufgefiihrt, da sich diese Parameter aufgrund der starken gegenseitigen
Kopplungen nicht aus den vorliegenden Daten bestimmen lassen. Beim Vergleich
der Parameter kann zwischen dem Prozef der Metallionenbindung des Mg?* und
Ca?* kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Innerhalb der Fehlergrenzen

ist auch keine Temperaturabhingigkeit zu erkennen.
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Tabelle 5.8: Kinetische und thermodynamische Parameter fir die Strukturumwand-
lung der Ribonukleinsiure HP1 in Gegenwart von Ca** baw. Mg**.

T [°C) 8.1 10.6
Metallion Mgt Mg?+
K, 0.27 037 || 052

kF s | 11-100 | 12-10% | 25 - 10!

ki [s7Y] 4.1-10* | 3.3-10* || 4.8 - 10
Ke 3100 3000 2400

kL [M~'s™1 | 1.0 - 101 | 1.0 - 10" || 1.0 - 10"

kg s7Y | 3.2-10° | 3.3-10° || 4.2 - 10°
| K MY 660 820 820

5.2.7.2 Die Ribonukleinsidure HP2

Bei den Temperatursprung-Experimenten (s. Kap. 4.6.2) der Ribonukleinsdure HP2
konnten zwei chemische Relaxationseffekte im us-Bereich entdeckt werden (s. Abb.
5.20). Bei Zugabe der zweiwertigen Metallionen Magnesium oder Calcium wurde
kein weiterer chemischer Relaxationseffekt entdeckt. Auferdem zeigten die zwei Re-
laxationseffekte keine Abhingigkeit von der Hairpin-Konzentration in einem Kon-
zentrationsbereich von 5-30 pM.

Mit den Temperatursprung-Experimenten bei 10.6°C wurde zunichst eindeu-
tig nur ein Relaxationseffekt im Bereich von 30-40 us erkannt. Bei den Untersu-
chungen bei 8.1°C wurde unter der Verwendung einer beschleunigten Aufheizzeit von
7, = 1.5-3.1 ps durch einen kleineren Kondensator und einer kiirzeren Anstiegszeit
die Nachweisgrenze fiir Relaxationseffekte herabgesetzt. Neben einem Relaxations-
effekt im Bereich von 40-50 ps wurde nun noch ein schnellerer Relaxationseffekt im
Bereich von 5-6 us festgestellt.

Nach der Zugabe des jeweiligen Metallions Mg?* bzw. Ca?* wurde wie schon beim
HP1 kein weiterer chemischer Relaxationseffekt gefunden. Wahrend die schnelle Re-

laxationszeit mit zunehmender Metallionenkonzentration abnahm, wurde bei der
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Abbildung 5.20: Temperatursprung Relazation von 7.1 uM HP2 im TCN-Puffer bei
8.1°C. Dargestellt ist die Anderung der Fluoreszenzintensitt (AI) in Abhdngigkeit
von der Zeit (t), wobei erstens die durchgezogenen Linien die Mefkurve und deren
Anpassung mit einer Ezponentialkurve und zweitens die durchgezogene Linie mit
(o) die entsprechende Referenzkurve des Tryptophans reprasentieren. Die chemische
Relazationszeit wurde mit 71 = 6.2 pus und 7o = 41.3 ps bestimmi.

langsameren Relaxationszeit eine geringfiigige Zunahme beobachtet. Insgesamt wa-
ren die Anderungen der Relaxationszeiten im Gegensatz zu denen der Fluoreszenz-
amplituden jedoch sehr klein. Beide Fluoreszenzamplituden nahmen mit zunehmen-
der Metallionkonzentration um ein Faktor 4-5 deutlich ab (s. Abb. 5.21 und 5.22).
Die Richtung der Fluoreszenzamplituden von HP2 war entgegengesetzt zu der von
HP1, d. h., daB die Fluoreszenzintensitiit bis zur Einstellung des chemischen Gleich-

gewichtes beim HP2 zunahm.

Diese Beobachtung zeigt, daff die Ribonukleinsiure HP2 mindestens drei Kon-

formationen (A, B und D) besitzt, weil beide Relaxationseffekte schon vor der
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Abbildung 5.21: Relazationszeiten beim Temperatursprung des HP2 im HQ@.W:@Q
bei 8.1°C. Dargestellt sind die reziproken Relazationszeiten 1/m (o) mit 45 \.m:..em:
und 1/m (o) mit 30 %igen Fehlergrenzen als Funktion der Ca**-Konzentration.
Die durchgezogenen Linien reprdsentieren die Anpassung an das Reaktionsschema
Modell IV unter der Verwendung der Parameter o = 2.00, 8 = 0.98, 0 = 0.34,
AlnK, = -1.04, AMnK, = -0.035, Aln K¢ = 0 und den Parametern in Tab. 5.9.

Metallionenzugabe vorhanden waren. Unter der Annahme, daB das jeweilige Me-
tallion bevorzugt an eine der drei Konformationen unter Bildung eines Komple-
xes C bindet, wird die Bindung durch den Reaktionsmechanismus von Modell IV
(s. Kap. 2.3.4) beschrieben. In Analogie zu den Verhiltnissen beim HP1 handelt es
sich auch hier bei dem Komplex C wahrscheinlich um einen OS-Komplex, weil bei
den Temperatursprung-Experimenten bei Zugabe von den zweiwertigen Kationen
Mg*" und Ca2* ebenfalls kein Hinweis fiir die Ausbildung eines IS-Komplex gefun-
den worden ist. Die Bindung eines Metallions wird durch folgendes Reaktionsschema

beschrieben:
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A=B mit K| = il (5.21)
B=D mit K= (5.22)
B+ Me= C mit K¢= (5.23)

Fiir die Gesamtbindungskonstante (K) ergibt sich somit (s. Anhang B):
K= 3! - Ke (5.24)

KK+ K +1

Weiterhin ergibt sich fiir den Gesamtfluoreszenzfaktor (A), wenn a3 und § die

Quantenausbeuten von A, B und D relativ zu der von C sind:

|-

= A ! vg+ A it v 3+ A Kkt Yv. (5.25)
- N/\_Nm.m + K +1 .NA‘H Ko+ K, +1 ! NmMNw\w + K, +1 '

Die Anpassung der experimentellen Daten an das postulierte Reaktionschema ge-
lang mit Hilfe eines Computerprogramms. Fiir die Anpassung der experimentellen
Daten an das Reaktionsmodell IV wurden neben der Geschwindigkeitskonstante
kf = 10 M~ s~ auch die Bindungskonstante K2 und die Quantenausbeute ¢2
des zweiten Bindungsprozesses aus den Fluoreszenztitrationen als feste Parameter
verwendet. Im Gegensatz zum HP1 wurde beim HP2 die kleinere Bindungskonstante
der Metall-Bindungsgleichgewichte benutzt, weil nur in diesem Fall die experimen-
tellen Daten mit ausreichender Genauigkeit an das Reaktionsmodell IV anzupassen
waren. In beiden Fillen war der Bindungsprozef jedoch mit einer Fluoreszenzzunah-
me, also einer Quantenausbeute ¢ > 1, verbunden. Die Werte K2 und ¢2 konnten
auch hier direkt als Parameter fiir die Gesamtbindungskonstante K und den Ge-
samtfluoreszenzfaktor A in dem Reaktionsmodell IV eingesetzt werden, weil die bei
den Fluoreszenztitrationen beobachteten Bindungsprozesse voneinander unabhéngig

waren. Ein Beispiel fiir eine mégliche Anpassung ist in Abbildung 5.21 und 5.22 zu

sehen.
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Abbildung 5.22: Fluoreszenzamplituden beim Temperatursprung des HP2 im TCN-
Www%mwmww%%gog Dargestellt &.N& Fluoreszenzamplituden AF, /F m\ox mit 45 ﬁémmﬁ
und AFy/F (o) mit 30 %igen Fehlergrenzen als Funktion der Ca +-~Ac.ﬁ~m§w.2ww8§.
Die durchgezogenen Linien reprdsentieren die Anpassung an das mg\&g:ﬂn Qmw@a
Modell IV unter der Verwendung der Parameter o = 2.00, § = 0.98, 6 = .34,
AlmK, =-1.04, AIn K, = -0.035, Aln K¢ = 0 und den Parametern in Tab. 5.9.

Die Parameter sind in Tabelle 5.9 aufgefiihrt, wobei die Werte fiir die Quantenaus-
beuten und die Aln K; fehlen. Sie sind aufgrund der starken gegenseitigen Kopp-
lungen nur beispielhaft in der Legende von Abbildung 5.21 bzw. 5.22 aufgefiihrt.
Beim Vergleich der Parameter ist zwischen den beiden verschiedenen Metallbin-
dungsprozessen wie beim HP1 kein grofer Unterschied festzustellen. Eine Tempera-
turabhingigkeit der Konformationsgleichgewichte ist auch hier innerhalb der Fehler-
grenzen nicht zu erkennen. Auffallend ist jedoch, daff die Bindungskonstanten fiir
die Metallbindungen (K¢) beim HP2 im Bereich von ca. 100 M™! um den Faktor
20--30 niedriger sind als beim HP1.
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Tabelle 5.9: Kinetische und thermodynamische Parameter fir die Strukturumwand-
lung der Ribonukleinsdure HP2 in Gegenwart von Ca®* bzw. Mg**.

T [°C] 8.1 10.6
Metallion
K, 10 10
ks 1.7-10° | 2.0-10°% || 2.0-10° | 2.0 - 10°
ky [s7Y L7-10° | 2.0-10* || 20-10* | 2.0 - 10*
K, 0.60 0.60 0.60 0.65
kF s 7.8-10% | 94 -10° | 1.1-10* | 1.3 - 10
k3 [s7Y 1.3-10* | 1.5- 10" | 1.9-10* | 2.1 - 10¢
K¢ 100 93 100 93
k&MU s™ {1 1.0 - 10" [ 1.0 - 10 | 1.0 - 101 | 1.0 . 1010
ke [s7Y) 9.8-107 | 1.1-10% || 9.8-107 | 1.1 - 108
| K [M] 36 53 36 53 |

Diese unterschiedlichen Beobachtungen bei den beiden Hairpin-Ribonukleinsiu-
ren dokumentieren einmal mehr den Nutzen und die hohe Empfindlichkeit der
Reportergruppe 2-Aminopurin. Wegen der nur geringfiigigen Unterschiede in der
Primérstruktur — Verschiebung des 2APs um nur eine Position — miissen die Ba-
sen an den Positionen L1.2 und L1.3 deshalb sehr unterschiedlich in der Sekundir-
und Tertidrstruktur eingebunden zu sein.

Durch weitere Temperatursprung-Experimente in Abwesenheit von zweiwertigen
Kationen wurden die chemischen Relaxationseffekte auf eine Abhéngigkeit von der
Hairpin-Konzentration iiberpriift, um eine Dimerisierungsreaktion, wie im Falle der
Oligoribonukleinsiduren Olil und Oli2 beobachtet, auszuschlieBen. Mit zunehmen-
der HP2-Konzentration blieben jedoch sowohl die Relaxationszeiten 7; als auch die
Fluoreszenztitrationen konstant, und es konnte auch kein zusitzlich Relaxationsef-

fekt beobachtet werden. Somit konnte kein Beweis fiir eine Dimerisierungsreaktion

erbracht werden. In Abbildung 5.23 ist die Konzentrationsabhingigkeit der Relaxa-
tionsprozesse vom HP2 graphisch dargestellt.
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Abbildung 5.23: Relazationszeiten und Fluoreszenzamplituden in Abhdngigkeit von
der HP2-Konzentration beim Temperatursprung in TCN-Puffer bei 8.1°C. Darge-
stellt sind sowohl die reziproken Relazationszeiten 1/7 (o) und 1/m5 (o) als auch
die Fluoreszenzamplituden AF,/F () und AFy/F (57) mit 15 %igen Fehlergren-
zen als Funktion der HP2-Konzentration. Die durchgezogenen Linien reprisentieren
den jeweiligen Mittelwert.

5.2.8 Kinetik bei den Hammerhead-Ribozymen

Zur weiteren Charakterisierung der Bindungsgleichgewichte (s. Kap. 5.1.4) zwischen
den Hammerhead-Ribozymen HH1-5 und den zweiwertigen Kationen Magnesium
und Calcium wurden deren Kinetik sowohl durch Temperatursprung-Experimente
als auch durch Stopped-Flow-Experimente bei ca. 8-11°C untersucht. Im ersten
Fall (Temperatursprung) konnten schon vor der Metallionenzugabe bei allen fiinf
Hammerhead-Ribozymtypen mehrere Relaxationseffekte mit ausschlieflich positi-
ven Fluoreszenzamplituden, d. h. einer Zunahme der Fluoresenzintensitit bis zur

Einstellung des jeweiligen Gleichgewichtes, beobachtet werden. Nach der Metall-
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ionenzugabe wurde bei keinem Hammerhead-Ribozym ein zusitzlicher Relaxations-
effekt in dem untersuchten Zeitintervall (ca. 107% s bis 1 s) festgestellt. Im zweiten
Fall (Stopped-Flow) zeigten sich beim HHI1 bei der Untersuchung der Bindungs-
gleichgewichte mit zweiwertigen Metallionen neben einer Reaktion im ms-Bereich
noch zwei zusitzliche Reaktionen im Sekundenbereich. Die Hammerhead-Ribozyme

lagen somit ebenfalls in unterschiedlichen Konformationzustinden vor.

5.2.8.1 Die Hammerhead-Ribozyme mit dem 2AP an der Spaltstelle

Bei den Hammerhead-Ribozymen HH1, HH2 und HH5 wurde das 2-Aminopurin-
Ribonukleosid an der Position 1.1 - also in direkter Nachbarschaft zur Spaltstelle

des Ribozyms — gegen ein Adenosin substituiert (s. Abb. 5.10).

HH1 Die Kinetik des Hammerhead-Ribozyms HH1 wurde sowohl durch Tem-
peratursprung- als auch durch Stopped- Flow-Messungen untersucht.

Bei den Temperatursprung-Experimenten (s. Kap. 4.6.2) wurden vor und nach der
Zugabe des jeweiligen Metallions (Mg?* oder Ca*) drei nahezu identische Relaxa-

tionseffekte nachgewi

n. Die Relaxationszeiten (s. Tab. 5.11) lagen in einem Be-
reich von 7 = 20-65 ps, 7, = 0.4-4 ms und 73 = 10-30 ms, wobei 7, und 73 mit zu-
nehmender Metallionenkonzentration zunahmen. Die Fluoreszenzamplituden lagen
in einem Bereich von 0.4-3.0 % und wurden meist mit wachsender Metallionenkon-
zentration etwas kleiner.

Bei den Stopped-Flow-Experimenten (s. Kap. 4.7.2) wurde die Bindungsreak-
tion zwischen dem Hammerhead-Ribozym HH1 und dem jeweiligen Metallionen
(Mg?* oder Ca®") untersucht. Es wurden insgesamt drei Reaktionsgleichgewichte
mit beiden Metallionen beobachtet. Die schnellste Zeitkonstante wurde bei ca. 3 ms
gefunden. Die anderen beiden Zeitkonstanten wurden mit Hilfe der Fluoreszenz-
Langzeitmessungen unter Korrektur einer Photoreaktion bestimmt und lagen fiir 7

bei ca. 40-50 s und fiir 73 bei ca. 10% s (s. Abb. 5.24 und s. Tab. 5.10).
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Abbildung 5.24: Stopped-Flow-Ezperiment mit 1.6 nM Hammerhead-Ribozym HH1
und 10 mM Ca®* bei 10°C. Dargestellt ist die Anderung der Lichtintensitat (AI)
in Abhingigkeit von der Zeit t, wobei die &:Rgngmg% Linie die MefSkurve und
deren Anpassung mit einer Ezponentialkurve reprdsentiert. Die o@.ﬁd Abbildung zeigt
den Zeitbereich bis 35 ms und die untere Abbildung den Zeitbereich bis 1700 s. Die
Zeitkontanten sind in Tab. 5.10 aufgefihrt.
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Tabelle 5.10: Zeitkonstanten 7, der Reaktion von 1.6 pM Hammerhead-Ribozym
HHI und 10 mM Metallionen (Mg** oder Ca®") in TCN-Puffer bei 10°C aus den
Stopped-Flow-Ezperimenten.

h Me**-Ton || 7y [ms] | 7 [s] | 75 [10° 5] V
Mg 33 | 50 1.6
Ca 2.7 38 0.5

HH2 Neben dem 2-Aminopurin-Ribonukleosid an der Position 1.1 wurde bei dem
Hammerhead-Ribozym HH2 zusitzlich an der Position 17 das 2'-Desoxy-2'-amino-
cytidin anstelle des 2-Desoxycytidins eingebaut (s. Abb. 5.10), wodurch die Ribo-
zymaktivitdt ebenfalls unterdriickt werden konnte [107]. Bei den Temperatursprung-
Experimenten (s. Kap. 4.7.2) wurden drei Relaxationseffekte entdeckt, die nahezu
den gesamten beobachteten Zeitbereich abdeckten. Die Relaxationszeiten (s. Tab.
5.11) lagen in einem Bereich von 7 = 50-100 us, 7 = 2-5 ms und 73 = 30-60 ms.
Die Fluoreszenzamplituden wurden in einem Bereich von 0.3-2.0 % bestimmt und
blieben mit zunehmender Mg**-Konzentration innerhalb ihrer Fehlergrenzen kon-

stant.

HHS5 Neben dem Einbau des 2-Aminopurinribonukleosids an der Position 1.1 wur-
de bei dem Hammerhead-Ribozym HH5 zusitzlich an der Position 14 ein Adeno-
sin gegen ein Guanosin ausgetauscht (s. Abb. 5.10), wodurch die Spaltungsakti-
vitdt des Ribozyms drastisch reduziert werden konnte [136]. Die Temperatursprung-
Experimente (s. Kap. 4.7.2) erméglichten den Nachweis von drei Relaxationseffekten,
die ebenfalls nahezu den gesamten beobachteten Zeitbereich abdeckten. Die Relaxa-
tionszeiten (s. Tab. 5.11) lagen in einem Bereich von 7 = 100-400 us, 7, = 2-10 ms
und 73 = 100-250 ms und wurden mit zunehmender Mg**-Konzentration kleiner.
Die Fluoreszenzamplituden wurden in einem Bereich von 0.5-1.5 % bestimmt und

nahmen mit zunehmender Mg?+-Konzentration deutlich ab. Aufierdem wurde bei

Temperatursprung-Messungen bei 8.1°C noch eine Relaxationszeit bei ca. 10 us
entdeckt.
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5.2.8.2 Das Hammerhead-Ribozyme HH3

Beim Hammerhead-Ribozym HH3 wurde das 2-Aminopurin-Ribonukleosid an die
Position 7 anstelle eines Uridin eingebaut (s. Abb. 5.10). Diese Position in der Ham-
merhead-Konsensus-Struktur ist nicht invariant und kann ohne Verlust der kataly-
tischen Aktivitit des Hammerhead-Ribozyms durch Ribonukleoside ohne Basenrest
(abasic nucleotides) ersetzt werden [10).

Bei den Temperatursprung-Messungen (s. Kap. 4.7.2) bei 8.1°C und 10.6°C wur-
den drei Relaxationseffekte nachgewiesen (s. Abb. 5.25). Die Relaxationszeiten
(s. Tab. 5.11) wurden mit zunehmender Mg?*+-Konzentration langsamer und lagen

in einem Bereich von 7, = 10-80 us, 7, = 0.2-1.0 ms und 73 = 3-10 ms. Die Fluores-
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Abbildung 5.25: Temperatursprung Relazation von 7.1 pM HHS3 und 5 mM Mg*+
im TCN-Puffer bei 10.6°C. Dargestellt ist die Anderung der Fluoreszenzintensitit
(AI) in Abhingigkeit von der Zeit (t), wobei erstens die durchgezogenen Linien
die ‘Mefkurve und deren Anpassung mit einer Ezponentialkurve und zweitens die
durchgezogene Linie mit (o) die entsprechende Referenzkurve des Tryptophans re-
prisentieren. Die chemische Relazationszeit wurde mit 7y = 46 ps, 7o = 0.4 ms und
13 = 3.4 pus bestimmt.
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zenzamplituden wurden in einem Bereich von 0.6-2.0 % bestimmt und nahmen mit
zunehmender Mg®*-Konzentration in erster Linie bei den schnellen Relaxationsef-
fekten deutlich ab.

5.2.8.3 Das Hammerhead-Ribozym HH4 mit dem 2AP im Loop 3

Beim Hammerhead-Ribozym HH4 wurde das 2-Aminopurin-Ribonukleosid an der
Position L3.3 in einem GCAA-Tetraloop eingebaut (s. Abb. 5.10). Aufgrund der
vielen Ubereinstimmungen in der Primér- und Sekundirstruktur zu der Hairpin-
Ribonukleinsiure HP2 wurden bei den Temperatursprung-Messungen vergleichbare
Ergebnisse erwartet.

Bei den Temperatursprung-Experimenten (s. Kap. 4.7.2) bei 8.1°C und 10.6°C wa-
ren die Fluoreszenzamplituden der Relaxationseffekte in einem Bereich von
0.5-2 %. Bei 8.1°C wurde, wie schon bei den Hairpin-Ribonukleinsiuren, eine Auf-
heizzeit 7, im Bereich von 1.5-3.1 us und eine Anstiegszeit von ca. 2 us verwendet,
so daf durch diese Herabsetzung der Nachweisgrenze zwei Relaxationseffekte nach-
gewiesen werden konnten. Die Relaxationszeiten (s. Tab. 5.11) lagen im Bereich
von 5-7 ps und 50-100 us; und die Fluoreszenzamplituden nahmen mit steigender
Mg?*-Konzentration ab. Diese Beobachtungen sind nahezu identisch mit denen beim
HP2. Bei 10.6°C kam jedoch ein weiterer Relaxationseffekt im ms-Bereich hinzu.
Withrend mit zunehmender Mg**-Konzentration die Relaxationszeit im Bereich von
2-5 ms leicht zunahm, blieben die recht kleinen Fluoreszenzamplituden im Bereich
sa. 0.5 % konstant.

Somit konnten bei dem Hammerhead-Ribozym HH4 insgesamt drei Relaxationsef-
fekte, d. h. die Existenz von mindestens vier Konformationszustinden nachgewiesen
werden, wobei drei davon aufgrund der Analogien zum HP2 auf strukturelle Verénde-
rungen im Bereich der Haarnadel 3 hindeuten. Die vierte Konformation scheint mit
einer strukturellen Verdnderung in einem anderen Bereich des HH-Molekiils gekop-

pelt zu sein.
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In der Tabelle 5.11 sind noch einmal alle beobachteten Relaxationszeiten 7 der
Hammerhead-Ribozyme HH1-HH5 abschliefend zusammengefafBt. Es zeigte sich,
daB bei allen Ribozymtypen ein Spektrum von Relaxationszeiten analysiert wur-
de. Da alle chemischen Relaxationseffekte schon vor der Zugabe von zweiwertigen
Metallionen gefunden wurden. besaf} jedes Ribozymmolekiil mehrere unterschied-
liche Konformationszustinde. Die relativ kleinen Fluoreszenzamplituden und geringe
Separation der Relaxationszeiten in dem untersuchten Zeitbereich erlaubten leider
keine gesicherte quantitative Analyse der beobachteten Relaxationseffekte. Aufgrund
der Empfindlichkeit der Reportergruppe 2AP kann vermutet werden, dafl die be-
obachteten Relaxationseffekte teilweise lokale Konformationséinderungen in einem
RNA-Molekiil erfassen. Aufgrund der Vielzahl der Relaxationseffekte kénnte ein
Inner-Sphere-Komplex bei der Zugabe von den zweiwertigen Metallionen Mg?* und
Ca" nur gefunden werden, wenn dessen relative Amplitude sehr grofl ist. Anson-
sten wiirde er von den vielen Relaxationseffekten, die die einzelnen Konformations-

zustinde eines Ribozymmolekiils beschreiben, iiberlagert werden.

Tabelle 5.11: Relazationszeiten 7; der Hammerhead-Ribozyme HHI1-HH5 aus den
Temperatursprung-Messungen. Die Pfeile nach den Relazationszeiten zeigen deren
Gang mit zunehmender Metallionenkonzentration:

(1) £ wird grofer (langsamer), (1) L wird kleiner (schneller) und ({) L keine
eindeutige Richtung erkennbar.

jw A-Typ | Me?* | T [°C] T [us) T ; 73 [ms]
HH1 Ca 10.6 25-60 | § |i 0.5-4.0 ms |1 10-30 | 1t
Mg | 106| 2065|0420 ms|f]| 10-20 |1
[ mH2 [ Mg | 106] 40-100| 25 ms| | 30-60 ¢
HH5 Mg | 106100400 4] 2-10 ms |4 [ 1002504 ]
HH3 | Mg g1l 15-30[gf02-08 ms|t 49| 1
106 4080 | ¢ [l02-1.0 ms| 4| 3-10|1
HH4 | Mg 8.1 5714 [ 50-100 s | -1-
10.6 27 ¢ 15-30 us | @ 2-5 |

Kapitel 6
Diskussion

Die Entdeckung von katalytisch wirksamen RNA-Molekiilen, den Ribozymen, durch
CEcH [75] und ALTMAN [54] hat die Kenntnisse tiber die biologischen Funktionen
der Ribonukleinsduren wesentlich erweitert. Die Fahigkeit zur Katalyse ist bis dahin
ausschlieBlich den Proteinen zugeordnet worden. Die Existenz der Ribozyme bedingt
ein neues Verstiindnis der molekularen Evolution [50]. In der Medizin wird der Ein-
satz der Ribozyme als therapeutische Reagenzien fiir die Bekdmpfung bestimmter
Krankheiten intensiv erforscht.

Das Hammerhead-Ribozym ist eines der am besten charakterisierten Ribozyme
[13, 16, 38, 39, 158, 170]. Fiir die Ausbildung seines aus 17 Nukleotiden bestehenden
aktiven Zentrums werden weniger als 40 Nukleotide benétigt. Eine potentielle thera-
peutische Anwendung des Hammerhead-Ribozyms ist gerade wegen seiner geringen
GrofBle von grofiem Interesse. Fiir die katalytische Aktivitit ist die Anwesenheit von
zweiwertigen Kationen wie dem Mg?*-Ion essentiell [32]. Das Mg?*-Ion hat dabei
nicht nur eine Struktur-stabilisierende Funktion, sondern ist auch direkt an der ka-
talytischen Spaltungsreaktion beteiligt [127].

Die Aufklirung der Struktur und Dynamik des Hammerhead-Ribozyms ist des-
halb fiir das Verstiindnis der katalytischen Aktivitit genauso wichtig, wie die Posi-
tion und die Art der Magnesiumbindung im Ribozym. Die Bestimmung von ther-
modynamischen Groflen, wie den Bindungskonstanten, und die Untersuchung der

Bindungskinetik sind ein wichtiger Beitrag dazu.
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Methoden Fiir die Strukturanalyse von Makromolekiilen und die Untersuchung
von Reaktionskinetiken steht heute eine Vielzahl von biochemischen und biophysi-
kalischen Methoden zur Verfiigung. Im folgenden kann deshalb nur eine Auswahl

der fiir die Thematik dieser Arbeit wichtigen Methoden diskutiert werden:

Eine Methode zur RNA-Strukturvorhersage, vor allem der Sekundérstruktur, ba-
siert auf THERMODYNAMISCHEN STABILITATSBERECHNUNGEN (65, 175]. Die von
diesen Programmen benutzten Algorithmen berechnen nicht nur die energetisch
glinstigste Sekundirstruktur, sondern konnen auch die Wahrscheinlichkeit aller mog-
lichen Basenpaarungen in einer RNA berechnen [80]. Durch derartige Berechnun-
gen konnten die Sekundarstrukturen des Hammerhead-Ribozyms und der Hairpins
bestitigt werden. Aufierdem konnten damit mdgliche Sekundirstrukturen von den in
dieser Arbeit untersuchten, dimerisierten Oligoribonukleinsduren bestimmt werden.

Die SCHMELZKURVENANALYSE [125] ermoglicht die Bestimmung von doppelheli-

kalen Bereichen in einer Nukleinsiurestruktur. Dabei wird ein temperaturinduzier-
ter Ubergang, der kooperativ ablduft, vom nativen zum denaturierten Zustand einer
oder mehrerer (meistens zwei) Nukleinsduren betrachtet. Wenn mehrere unterschied-
liche, doppelhelikale Gtrukturen in einer Nukleinsdure vorhanden sind, besitzt die
Nukleinsidure auch mehrere unterschiedliche Schmelzpunkte. Diese kinnen in einer
Schmelzkurve nur noch direkt bestimmt werden, wenn sie weit genug voneinander
entfernt sind Amgmcs?zriozv. Die Hohe der dazu erforderlichen Temperatur wird
bei genau definierten Reaktionsbedingungen wie Tonenstirke und pH-Wert durch die
in der Struktur vorkommenden Wechselwirkungen A/memoamaomgdowoz« Basenstape-
lung und elektrostatische Wechselwirkungen) bestimmt. Durch Schmelzkurvenana-
lysen konnten in dieser Arbeit sowohl eine Hairpin-Struktur als auch Doppelhelices
aus zwei RNA-Molekiilen nachgewiesen werder.

Neben der Bestimmung von Sekundirstrukturen lassen sich mit den folgenden Me-
thoden auch Aussagen zur Tertidrstruktur machen. Bei der Analyse der ELEKTRO-
PHORETISCHEN MOBILITAT wird das unterschiedliche Laufverhalten von strukturell
unterschiedlichen Makromolekiilen in nativen Polyacrylamidgelen ausgenutzt. Durch
Anlegen eines Temperaturgradienten konnen gerade bei komplexen Nukleinsduren

Schmelzkurven mit mehreren Ubergingen gefunden werden, die die Destabilisierung
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tertidirer und sekundirer Wechselwirkungen empfindlich nachweisen (130]. Ein Vor-
teil dieser gelelektrophoretischen Methode ist, daR kleinste Substanzmengen sehr
schnell qualitativ untersucht werden konnen, wobei z. B. eine Mischung von gela-
denen Makromolekiilen sehr gut getrennt wird und die Zahl der Einzelkomponenten
direkt bestimmt werden kann. Aufgrund von Wechselwirkungen mit der Gelmatrix
konnen jedoch immer storende Artefakte auftreten. Fiir die Struktur des Hammer-
head-Ribozyms wurde mit dieser Methode in Abwesenheit von Mg?*-Ionen eine
kollineare Anordung der Helices I und II vorhergesagt, welche bei Zugabe von mil-
limolaren Mg?t-Mengen in die Y-formige Gestalt iibergeht.

Die Untersuchung des FLUORESZENZ- RESONANZ- ENERGIETRANSFERS (FRET)
[27] erméglicht es, die Entfernung in einem Bereich von 10-100 A zweier an eine Nu-
kleinsiure gekoppelter Fluorophore in Losung mit groBer Genauigkeit zu bestimmen.
Dazu muf das Fluorophorenpaar, eine Donator- und Akzeptorgruppe, methodenbe-
dingt meist an die Enden ciner Nukleinsdure gckoppelt werden. Bei dieser Methode
muf allerdings beriicksichtigt werden, daf die natiirliche Tertisirstruktur eines Mo-
lekiils durch den Einbau der recht groffen Fluorophore beeinflufit und verdndert wer-
den kann. FRET-Messungen mit dem Hammerhead-Ribozym [163, 164] haben zwar
die Y-formige Helixstruktur bestiitigt, jedoch keine Aussagen iiber die Kernstruktur
zugelassen. Aufierdem war die so bestimmte Tertidrstruktur mit der Réntgenstruk-
turanalyse nicht vollig konsistent, wobei durch spdtere cross-linking-Studien [150]
die Rontgenstrukturanalyse bestitigt wurde. Der Einbau der Fluorophore scheint

die Tertidrstruktur verdndert zu haben.

Zur Gewinnung von Sekundir- und Tertiéirstrukturinformationen gibt es einige
wichtige und leistungsfihige Methoden, wie die Réntgenstrukturanalyse, die NMR-
Spektroskopie und die hydrodynamischen Methoden. o

Die RONTGENSTRUKTURANALYSE [51] von Biomolekiilen liefert sehr detaillier-
te Strukturen in atomarer Auflosung, welche durch die Bragg-Gleichung definiert
ist. Fiir diese Beugungsmethode wird eine translatorisch geordnete Probe — ein
Einkristall — benétigt. Die Ziichtung dieser Kristalle ist gerade bei grofien Mo-
lekiilen wie Proteinen oder Nukleinsiuren sehr schwierig und bedarf grofier prakti-

scher Erfahrung. In den Makromolekiilen werden zudem die Rontgenstrahlen auf-
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grund des meist hohen Wassergehalts mit relativ schlechter Auflosung gebeugt.
Trotz der erfolgreichen und wichtigen Rontgenstrukturanalyse des Hammerhead-
Ribozyms und der darin enthaltenen Tetraloops [108, 145, 146] miissen deren Er-
gebnisse immer kritisch betrachtet werden, denn diese Analyseform ist auf die Cha-
rakterisierung von im Kristall eingefrorenen Strukturen beschriinkt. Aufgrund von
Wechselwirkungen einzelner molekularer Gruppen im Kristall (Packungswechselwir-
kungen) muf die aus der Rontgenstruktu -analyse abgeleitete Tertidrstruktur nicht
unbedingt mit der Konformation eines Molekiils in der Losung iibereinstimmen, in
der das Molekiil flexibel ist und vor allem seine biologische Funktion ausiiben kann.
Diese Problematik verdeutlicht auch die Rontgenstrukturanalyse des Hammerhead-
Ribozyms. Eine Spaltungsreaktion nach dem vermuteten Sn2(P)-Mechanismus —
die 2'-Hydroxylgruppe greift das Phosphoratom unter Inversion der Wo:mm_,:.‘.mao:
an 74, 152, 166] — ist nach der Rontgenstruktur nur schwer vorstellbar. Eine Ande-
rung der Konformation im Bereich der Spaltstelle ist notwendig, um einen erfolg-
reichen n-line-Angriff der 2-Hydroxylgruppe zu ermoglichen.

Die NMR-SPEKTROSKOPIE (nuclear magnetic resonance) [12] ist ebenso wie
die ESR-Spektoskopie (electron spin resonance), bei der Molekiile mit ungepaarten
Elektronen untersucht werden koénnen, eine Methode, die auf magnetischer Resonanz
beruht. Die NMR-Spektroskopie liefert eine fast ebenso gute Aufldsung der Struk-
tur wie die Rontgenstrukturanalyse und ermdglicht z. B. auch die Untersuchung der
Dynamik eines RNA-Molekiils in Losung. Anhand des Kern-Overhauser-Effektes
(NOE) kénnen Informationen iiber die Abstinde benachbarter Protonen gewon-
nen werden, und durch Spin-Spin-Kopplung lassen sich die Torsionswinkel eines
RNA-Riickgrats bestimmen. Die multidimensionalen NMR-Techniken haben durch
die Entwicklung der Fourier-Transformations-Spektrometer und die Untersuchung
von anderen Kernen als Protonen, wie z. B. C, N und *P, die Moglichkeiten
zur Strukturaufklirung noch erweitert. Allerdings sind aufgrund der Vielzahl von
atomaren Kopplungen die NMR-Spektren sehr komplex, so daf die Interpretation
der NMR-Daten bisher nur bei kleineren Proteinen und Nukleinsduren gelungen
ist. AuBerdem werden fiir die NMR-Messungen recht hohe Konzentrationen im mil-
limolaren Bereich benbtigt, so daf gerade bei gréferen Makromolekiilen Losungs-

mittel wie TFA zur Vermeidung von Aggregationen hinzugegeben werden miissen.
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NMR-Studien sind sowohl von GNRA- Tetraloops [62] als auch von UUCG- Tetraloops
[167] angefertigt worden. Wihrend es bei den ersten 'H-NMR-Studien von Hammer-
head-Ribozymen noch Schwierigkeiten gab, alle drei Doppelhelices der Sekundér-
struktur eindeutig nachzuweisen [60, 61], konnte durch neuere 'H NMR-Studien und
heteronukleare multidimensionale NMR-Studien sogar eine Mg?*-abhingige Faltung
eines Ribozym-Substrat-Komplexes festgestellt werden [94, 151].

Die HYDRODYNAMISCHEN METHODEN liefern globale Strukturen von Proteinen
und Nukleinsduren in Losung. Die aus der Translationsdiffusion (dynamische Licht-
streuung) und der Rotationsdiffusion (elektrooptische Verfahren, Fluoreszenzlebens-
zeit-Messungen) erhaltenen Strukturinformationen besitzen allerdings nicht, wie die
Rontgenstrukturanalyse und die NMR-Spektroskopiedie,eine atomare Auflésung.

Die DYNAMISCHE LICHTSTREUUNG [100] eignet sich nur fiir die Untersuchung
von grofleren Teilchen und bendtigt auch eine hohe Konzentration dieser Teilchen.
Da biologische Makromolekiile in hoher Konzentration die Tendenz zur Aggregation
besitzen und deren Aufkonzentrierung in der Regel aufwendig und teuer ist, sind
die Einsatzmoglichkeiten dieser Technik meist eingeschrinkt. Die Genauigkeit die-
ser Methode ist durch die lediglich lineare Abhingigkeit des Translationsdiffusions-
koeffizienten von den effektiven, hydrodynamischen Dimensionen des untersuchten
Teilchens begrenzt.

Die Messung der ROTATIONSDIFFUSION von Biopolymeren mittels elektroopti-
scher Verfahren liefert detaillierte Informationen iiber globale Strukturen und deren
Dynamik in Losung. Bei diesemn Verfahren wird eine feldinduzierte Ausrichtung des
Biopolymers, wofiir die Biopolymere einem elektrischen Feldpuls ausgesetzt werden,
spektrophotometrisch z. B. durch die Anderung des Dichroismus oder der Doppel-
brechung detektiert [47, 122]. Mit dieser hochempfindlichen Methode kénnen In-
formationen iiber die Gréfile und Form eines untersuchten Biopolymers aufgrund
der Abhingigkeit des Rotationsdiffusionskoeffizienten von der dritten Potenz des
effektiven hydrodynamischen Volumens gefunden werden. Weiterhin kann auf die-

se Weise zwischen permanenten und induzierten Dipolmomenten unterschieden und
die Grofe eines Dipolmomentes bestimmt werden. Zusitzliche Information iber die
Lage der Chromophore im Molekiil in Bezug auf den Dipolmomentvektor werden

durch die Bestimmung des Grenzwertes des reduzierten Dichroismus fiir vollstindige
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Ausrichtung des Molekiils in Richtung des Feldvektors gefunden. Die bei den Un-
tersuchungen der elektrophoretischen Mobilitét [8] gefundenen Ergebnisse iiber die
Orientierung der Helices mit und ohne Mg?*-Ionen im Hammerhead-Ribozym sind
mit den durch elektrische Doppelbrechung [2] erhaltenen Ergebnissen konsistent. Die
globale Konformation des Hammerhead-Ribozyms withrend der Spaitungsreaktion
wurde ebenfalls mit dieser Methode untersucht [3].

Die detailliertesten Strukturinformationen von allen hydrodynamischen Techniken
werden durch die von ANTOSIEWICZ und P ORSCHKE entwickelte Methode der QUAN-
TITATIVEN ELEKTROOPTIK [4, 5] erreicht. Eine quantitative Analyse der hydro-
dynamischen Struktur und der elektrostatischen und spektroskopischen Parameter
kann durch den Vergleich von hydrodynamischen Simulationen mit den experimen-

tellen Daten aus den elektrooptischen Methoden erstellt werden.

Bei der FLUORESZENZSPEKTROSKOPIE kann selektiv ein lokaler Reporter in ein
Makromolekiil eingebaut werden. Gegeniiber der Absorptionsspektroskopie besitzt
diese Methode den Vorteil, viel empfindlicher gegeniiber Veriinderungen in der Um-
gebung eines jeweiligen Chromophors zu sein [19b]. Durch die relativ lange Lebens-
dauer der angeregten Molekiile ist sie eine der effektivsten Methoden zur Untersu-
chung kinetischer Prozesse wie der Bindung von Liganden oder der Faltung von
RNA-Molekiilen (Konformationséinderungen). Eine weitere niitzliche Eigenschaft
der fluoreszierenden Molekiile ist ihre Fluoreszenzloschung in wiissrigen Lésungen,
wohingegen in einer unpolaren oder starren Umgebung eine hohe Verstarkung ihrer
Quantenausbeute beobachtet wird.

Die in dieser Arbeit verwendetete Reportergruppe 2-Aminopurin-Ribonukleosid
(2AP) [87, 168] eignet sich aus zwei Griinden besonders hervorragend als sensitiver
Indikator von RNA-Strukturverinderungen, die z. B. auch bei der Bindung eines
Metallions an eine RNA-Struktur auftreten kénnen. Einerseits reagiert die fluores-
zierende Gruppe des 2APs sehr empfindlich auf Veriinderungen in den Wechselwir-
kungen der Basenstapelung, wobei mit zunehmender Basenstapelung eine Fluores-
zenzldschung zu beobachten ist. Andererseits sind die strukturellen Unterschiede zu
den natiirlich vorkommenden Basen sehr gering. Aus diesem Grund konnte das 2AP

erfolgreich selektiv an beliebige Positionen des Haommerhead-Ribozyms eingebaut
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werden [91, 162]. Die rechte hohe Quantenausbeute des »freien® 2APs von ca. 0.7
[168] und ihre starke Abhéngigkeit von der Umgebung ermoglichen schon bei rela-
tiv niedrigen RNA-Konzentrationen (M) die Untersuchung von RNA-Strukturen
und von Metallbindungen an RNA-Molekiilen. Dadurch wird auch der Verbrauch
an wertvollem Material reduziert.

Spektroskopische Titrationen wie z. B. die FLUORESZENZTITRATION erlauben die
Untersuchung eines ungestorten Gleichgewichtes bei guter Reproduzierbarkeit. Ei-
ne QEr&mﬁin:ﬂmi:mﬁa:::m 1at sich leicht verfolgen und kann zur Identifizierung
von langsamen Reaktionsschritten meist schon wihrend der Titration benutzt wer-
den. AuBerdem erfolgt die Untersuchung des Gleichgewichtes direkt. Mit Hilfe der
Fluoreszenztitrationen mit den zweiwertigen Metallionen Mg+ und Ca2* konnten
lokale Metallionen-Bindungsplitzen identifiziert und thermodynamische GréBen wie
Bindungskonstanten und Quantenausbeuten bestimmt werden. Die Bindungskine-
tik konnte jedoch aufgrund der schnellen Gleichgewichtseinstellung (k < min) nicht
mit dieser Methode untersucht werder.

Die Aufklirung von Reaktionsmechanismen wird durch die Untersuchung der

Wechselwirkungskinetik erreicht. Schnelle Reaktionen, wie Konformationsumswand-
lungen oder Metallionenbindungen im ks-ms Bereich, kénnen nur mit Techniken
analysiert werden, die eine hohe Zeitauflssung besitzen. Die RELAXATIONSMETHO-

DEN und die MISCHUNGSMETHODEN sind dazu in der Lage und ermdglichen iiber

spektroskopische Detektion wie z. B. die Fluoreszenz die kontinuierliche Verfolgung
einer Reaktion [11, 40, 117].

Sprungverfahren wie die TEMPERATURSPRUNG-METHODE gehdren zu den Re-
laxationsmethoden. Da die Gleichgewichtskonstante einer chemischen Reaktion von
den intensiven Gréfen, wie der Temperatur, dem Druck und der elektrischen Feld-
stirke (bei einer méglichen %:%E:m der Ladungsverteilung), abhéingig ist, wird
durch eine kleine ..%_&aa:zm. dieser Parameter cine QMﬁ.ormmsgogmm:mmgzm bewirkt
und dadurch eine Reaktion zur Einstellung eines neuen Gleichgewichts induziert. Die

?:E:22&:&9.:3@ wie bei der Kondensator- oder ?\ox:zwmv&mzawmzsmu erfolgt

schnell (us bzw. ns Bereich). Die Ansprechzeit des spektroskopischen Detektionssy-

stems liegt etwa im gleichen Zeitbhereich. Nur Reaktionen, die oberhalb dieses Zeit-
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bereiches ablaufen, kénnen verfolgt werden. Die konventionellen Temperatursprung-
Apparaturen besitzen eine Zeitauflosung von 10~6 Sekunden. Der relativ leichte
Zugang zu diesem grofien Zeitbereich von bis zu sechs Groflenordnungen zeichnet
die Temperatursprung-Methode aus. Ein weiterer Vorteil dieser Methode liegt in
dem geringen Verbrauch der zu untersuchenden Substanz, weil einerseits das Reak-
tionsvolumen von einigen Mikro- bis Millilitern sehr klein ist und andererseits ecine
Probe fiir mehrere Temperaturspriinge benutzt werden kann. Durch den Austausch
der Metallionen Mg®t und Ca?* in Temperatursprung-Experimenten kann die Art
der Metallionenbindung an ein Makromolekiil analysiert werden [121}, welche ein
Inner-Sphere- oder Outer-Sphere-Komplex sein kann.

Von den Mischungsverfahren besitzt die STOPPED-FLOW-METHODE eine Zeitauf-
l6sung im ms-Bereich. Nach einer Mischung der Reaktionsteilnehmer einer chemi-
schen Reaktion unter hohem Druck wird die chemische Reaktion mit Hilfe von
spektroskopischer Detektion (Fluoreszenz oder Absorption) verfolgt. Der Vorteil ge-
geniiber den klassischen Mischungsverfahren liegt in der schnellen Mischungsphase
von bis zu 100 ps. AuBerdem ist der Verbrauch an der zu untersuchenden Substanz

wesentlich geringer als bei den kontinuierlichen Mischungsverfahren.
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Ergebnisse Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse entstanden im wesentli-
chen bei der Untersuchung der Bindungsgleichgewichte von zweiwertigen Metall-
ionen an verschiedene RNA-Molekiile, insbesondere dem Hammerhead-Ribozym.
Durch die Fluoreszenztitrationen konnten thermodynamische Parameter der Bin-
dungsgleichgewichte, wie Bindungskonstanten und Quantenausbeuten, bestimmt
werden. Die Untersuchung der Dynamik der Metallbindung erméglicht in einigen
Fillen die Aufklirung von Reaktionsmechanismen und bei einigen RNA-Molekiilen
die Bestimmung von verschiedenen Konformationszustéinden. Letzteres gelang auch

schon in Abw

nheit von zweiwertigen Metallionen.

Das 2- AMINOPURIN-RIBONUKLEOSID (2AP) selbst besitzt aufgrund seiner hohen
Quantenausheute von 0.7 [168] eine recht hohe Fluoreszenzintensitit. In 2AP-sub-
stituierten Ribonukleinsiuren wurde eine teilweise deutliche Loschung der Fluo-
reszenzintensitit um einem Faktor von 6 bis 10° beobachtet. Die Ursache fiir die
Fluoreszenzloschung liegt im Auftreten von Wechselwirkungen der Basenstapelung.
Je stiirker diese in einer RNA-Struktur sind, desto gréfer ist die Reduzierung der
Fluoreszenz. Diese Beobachtung ist konsistent mit fritheren Ergebnissen [168]. In
den meisten Féllen wird die Fluoreszenz eines Chromophors in wissrigen Losun-
gen geldscht und in unpolaren Lésungsmitteln um ein Vielfaches (bis zu 20-fach)
verstirkt. Es ist jedoch bis heute nicht geklirt, in welchem Fall die Fluoreszenz ei-
nes Chromophors in wissriger Lésung geloscht oder eben verstirkt wird. Bei den
Kinetikuntersuchungen wurde kein chemischer Relaxationseffekt mit einer Zeitkon-
stante gefunden, die grofer als ca. 4 us war. Dies ist auch nicht weiter verwunder-
lich, denn die Relaxationszeit fiir die Basenstapelung von monomeren Basen liegt bei
1079 5, also um ca. drei GroBenordnungen unterhalb der hier verwendeten Nachweis-
grenze [112]. In Gegenwart von millimolaren Metallionenkonzentrationen in einem
UberschuB von mehr als vier Groflenordnungen gegeniiber dem 2AP konnte keine
Metallbindung beobachtet werden, die mit einer Fluoreszenzinderung verbunden

war.

Die Oligoriboadenylsiure Oli3 und die Oligoribouridylsiure Oli4 sollten aufgrund

threr Primérstruktur keine Sekundérstruktur ausbilden und deshalb als Referenzsy-
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stem fiir die Untersuchung des Fluoreszenzverhaltens von 2AP-substituierten Ribo-
nukleinsduren geeignet sein.

Die OLIGORIBOADENYLSAURE OLI3 zeigte in Abwesenheit von Metallionen in
einem Zeitbereich iiber 4 us keinen chemischen Relaxationseffekt. Dies zeigt, daf
2AP als schneller Indikator von Verinderungen der Basenstapelung verwendet wer-
den kann.

PORSCHKE [113] konnte mit einer Temperatursprung-Apparatur, die mit Hilfe
einer Koxaialkabelentladung eine Aufheizzeit von ca. 50 ns besa8, auch ein Konfor-
mationsgleichgewicht bei Oligo- und Polyriboadenylsiuren mit einer in Abhingigkeit
von der Kettenlinge bestimmten Relaxationszeit von 0.1-1 us beobachten. Da die-
se Relaxationszeit unter der hier verwendeten Nachweisgrenze von ca. 4 us liegt,
konnte dieser Effekt nicht gefunden werden. Der Effekt beschreibt eine Konforma-
tionsumwandlung in einer einzelstringigen RNA-Struktur durch die Ausbildung von
Basenstapelungswechselwirkungen. Die auffallend geringe Reduzierung der Fluores-
zenzintensitét des Oli3 gegeniiber dem , freien® 2AP (nur Faktor 8) zeigt, daf die
Basenstapelung im Oli3 gering ist und keine Sekundirstruktur infolge von Basen-
paarungen entstanden sein kann, weil sonst die Reduzierung deutlich grofler wire.

Bei Zugabe von Metallionen (Mg** oder Ca?*) nahm die Fluoreszenzintensitit
um ca. 30 % zu. Die Bindungskonstanten fiir das Reaktionsmodell A mit einem
unabhéngigen Bindungsplatz fiir das jeweilige Metallion lagen mit etwa 350 M~! um
ca. eine Zehnerpotenz niedriger als der von PORSCHKE [116] iiber Absorptions- und
CD-Titrationsmessungen bestimmten Wert von 2.6-10* M~* einer Oligoadenylsiure
mit einer Kettenldange von 10 nt.

Bei den Temperatursprung-Experimenten wurde nur in Gegenwart von Mg?t ein
Relaxationseffekt mit einer Zeitkonstanten von ca. 100 s beobachtet. Dieser konnte
eindeutig der Bildung eines Inner-Sphere-Komplex zugeodnet werden. Die aus die-
sem Relaxationseffekt bestimmte Bindungskonstante fiir den IS-Komplex liegt mit
1.2 um ca. eine Zehnerpotenz héher als der entsprechende von PORSCHKE [116] be-
stimmte Wert. Der Grund fiir die Differenzen ist die unterschiedliche Ionenstirke der
beiden Reaktionsmedien, die bei PORSCHKE um einen Faktor von ca. 102 niedriger

lag. Die Bindungskonstante fiir den IS-Komplex liegt somit eher im Bereich der fiir
den IS-Komplex von Mg?* an tRNAP?¢ bestimmten Wert von 2-3 [77]. Dort war die
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W&mwmﬁo:m%: Jedoch um einen Faktor 10 groBer. Im Gegensatz dazu sind in Poly-
adenylsiuren keine IS-Komplexe, sondern Outer-Sphere-Komplexe gefunden worden
[115, 116]. Jedoch zeigt der IS-Komplex am Oli3 zeigt insgesamt, daf} die Reporter-
gruppe 2AP grundsitzlich dazu in der Lage ist, IS-Komplexe an Ribonukleinsiuren
anzuzeigen.

Bei der OLIGORIBOURIDYLSAURE OLi4 wurde ebenfalls bei Metallionenzugabe
eine ca. 10 %ige Zunahme der Fluoreszenzintensitit beobachtet. Bei den Tempe-
ratursprung-Messungen konnte erst bei einer Metallionenkonzentation von 100 mM
ein Relaxationseffekt mit einer Zeitkonstante von ca. 14-20 s festgestellt werden.
Dieser Effekt wurde einem intramolekularen Qo&,mg&-Qvﬁ.mm:@ zugeordnet, wel-
chen auch schon DOURLENT und Mitarbeiter (36] bei einer Polyuridylsiure mit ei-
ner Kettenlinge von 31 nt mit nahezu der gleichen Relaxationszeit entdeckt haben.
Die Heliz-Form entsteht dabei durch eine intramolekulare Basenpaarung zu einer
Hairpin-Struktur. Auffallend war jedoch, daB die Relaxationszeit mit zunehmender
Temperatur kleiner wurde. Dieses ungewdhnliche Verhalten bedarf einer weiterern
Aufkldrung.

Die OLIGORIBONUKLEINSAUREN OLIl und OL12 waren urspriinglich als Re-
ferenzsysteme gedacht. Im Laufe der kinetischen Untersuchungen zeigte sich je-
doch, daf§ sie durch Basenpaarungen zur Dimerisierung neigen. In Abhéngigkeit von
der RNA-Konzentration konnte bei beiden RNAs jeweils ein Relaxationseffekt im
ms-Bereich einer Dimerisierungsreaktion zugeordnet werden. Die daraus bestimmten
Bindungskonstanten lagen im Bereich von 10%-10* M~ wobei die Bindungskonstan-
ten mit zunehmender Temperatur abnahmen. Die Geschwindigkeitskonstanten fiir
die Dimerisierung lagen bei 10° M~!s~!, Mit Hilfe von Computerprogrammen, wel-
che die thermodynamische Stabilitit von RNA-Strukturen berechnen, konnten die
moglichen Sekundirstrukturen analysiert werden. Damit lieB sich die um den Faktor
10 groBere Bindungskonstante des Dimers von Olil erkldren, dessen Sekundirstruk-
tur zwei zusitzliche G-U Basenpaare besaf. PORSCHKE und EIGEN (110, 111] ha-
ben die volistindige Doppelstrangbildung von Oligoriboadenylsiuren und Oligoribo-
uridylsduren in Abhingigkeit von der Kettenliinge und der Temperatur untersucht.

Die von ihnen bestimmten Parameter fiir die Ausbildung einer Doppelhelix lagen in
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der gleichen GréBenordnung wie die der Dimere von Olil bzw. Oli2.

Gegeniiber dem ,freien* 2AP war die Fluoreszenzintensitit von Olil bzw. Oli2
ca. um den Faktor 50 geringer. Bei Zugabe von Metallionen wurde diese Fluores-
zenzintensitit beim Olil nochmals um ca. 10 % geloscht, jedoch beim Oli2 um
ca. 55 % verstirkt. In vollstindig gepaarten A-RNA Doppelhelices ist die Fluo-
reszenzldschung noch deutlich héher. Nach der langsamen Aneinanderlagerung (An-

nealing) der komplementéren Einzelstringe von Olil bzw. Oli2 ist eine bis zu

1000-fache Reduzierung der Fluoreszenzintensitiit festgestellt worden. Eine koopera-
tive Absorptionsinderung bei der jeweiligen Schmelzkurvenanalyse der aneinander-
gelagerten Oligoribonukleinsiuren Olil bzw. Oli2 war in beiden Fillen ein eindeu-
tiger Beleg fiir die Anwesenheit eines Doppelstranges, wobei aufgrund des héheren
GC-Gehaltes bei der doppelstringigen Oligoribonukleinsiure dsOlil mit 66°C ein

um 25°C hoherer Tas-Wert gefunden wurde als bei dem Oli2.

Die HAIRPIN-RIBONUKLEINSAUREN HP1 und HP2 sind ein Strukturelement der
in dieser Arbeit untersuchten Hammerhead-Ribozyme. Trotz der geringen Unter-
schiede in der Primir- und Sekundirstruktur wurde bei den durchgefithrten Unter-
suchungen ein sehr unterschiedliches Verhalten beobachtet.

Gegeniiber dem ,freien® 2AP wurde die Fluoreszenzintensitit beim HP1 nur um
den Faktor 6-8, beim HP2 jedoch um den Faktor 50 geloscht. Diese Befunde lassen
sich mit Hilfe der durch NMR-Studien [62] und Rontgenstrukturanalysen {108, 145]
von Hammerhead-Ribozymen erhaltenen Sekundir- und Tertidrstruktur dieser Te-
traloops vom Typ GNRA leicht erkliren. Wihrend die Nukleotidbase an der Position
L1.3 (HP2) mit beiden direkten Nachbarn Wechselwirkungen der Basenstapelung
unterliegt und somit eine grofe Fluoreszenzléschung besitzt, ging die Nukleotidbase
an der Position L1.2 nur mit einem Nachbarn (Position L1.3) diese Wechselwirkun-
gen ein. Aufgrund der stabilen Basenpaarungen im doppelhelikalen Bereich waren
die hohen Ty;-Werte beider Hairpins von iiber 80°C im TCN-Puffer zu erwarten
und bestitigten so indirekt die sehr stabile Sekundarstruktur.

Bei Temperatursprung-Experimenten konnten schon vor der Zugabe von Metall-
ionen Relaxationseffekte (beim HP1 einer und beim HP2 zwei) mit Zeitkonstanten

in einem Bereich von 5-40 ps festgestellt werden. Da diese Effekte keine RNA-
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Konzentrationsabhingigkeit zeigten, handelt es sich um intramolekulare Konfor-
mationsinderungen. Die Hairpin-Ribonukleinsiuren besitzen somit zwei bzw. drei
verschiedene Konformationszustéinde.

HEus und ParDI [62] fanden bei ihren 'H NMR-Studien an diesen Tetraloops
nur eine Konformation. Die Zeitauflssung der NMR-Spektroskopie betriigt 1073 s.
Dies ist die Zeit, die fiir die Umorientierung des Kernspins notwendig ist. Die von
HEus und PARDI vorgeschlagende Struktur stellt einen Mittelwert der titsichlich
in Losung vorliegenden unterschiedlichen Strukturen dar. Mit einem Temperatur-
sprung kénnen dagegen Reaktionen bis zu einer Zeitauflssung von ca. 10~ s nach-
gewiesen werden. Die Temperatursprung-Methode ist somit fiir die Untersuchung
von schnellen Reaktionen besser als die NMR-Spektroskopie geeignet.

Die Natur der Konformationsumwandlungen konnte nicht geklirt werden.
PORSCHKE [114] hat in einer AgCgUs- Hairpin-Struktur fiir die Heliz-coil-Umwand-
lung eine Relaxationszeit von 46-34 us in einem Temperaturbereich von 4-14°C
gefunden. Aufgrund der thermodynamisch sehr stabilen Basenpaarungen in den
Hairpins HP1 und HP2 ist zu erwarten, daB das Gleichgewicht einer Heliz-cosi-
Umwandlung bei einer MeBtemperatur von 10°C fast auschlieBlich auf der Seite der
stabilen Helixstruktur liegt. Daher bleibt unklar, welchen Konformationzustinden
die beobachteten Relaxationseffekte zugeordnet werden kdnnen.

Bei der Titration mit Metallionen nahm beim HP1 die Fluoreszenzintensitit
um 40-50 % zu und beim HP2 um 10-20 % ab. Die Bindungskonstanten K1
und K2 fiir das Reaktionsmodell B mit zwei vonreinander unabhéngigen Bindungs-
plitzen lagen bei 660-4770 M™' und 14-97 M~!. Die hohen Bindungskonstanten
im Bereich von 10° M~! wurden bei Messungen im T-Puffer beobachtet, dessen
geringere lonenstirke gegeniiber dem TCN-Puffer eine stirkere Metallbindung in-
duziert. Auffillig war auferdem, daf die Besetzung eines Bindungsplatzes durch
Metallionen nur in einem Fall des HP2 zu einer Fluoreszenzloschung fiihrte.

Die experimentellen Daten konnten an unterschiedliche Reaktionsmechanismen
angepaft werden. Dafiir wurden beim HP1 die thermodynamischen Parameter der

starken Metallbindung (K1, ¢1) und beim HP2 die der schwachen Metallbindung

(£2,42) benutzt, um eine Anpassung mit ausreichender Genauigkeit zu erreichen.

Diese freie Auswahl ist legitim, weil die beiden Bindungsplitze bei beiden Hairpin-
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Ribonukleinsiduren unabhéngig voneinander sind.
Die sehr unterschiedlichen Beobachtungen beim HP1 und HP2 zeigen einmal mehr
die lokale Empfindlichkeit der Reportergruppe 2AP. Schon geringe Veréinderungen

in der Umgebung des Chromophors wirken sich auf dessen Fluoreszenz aus.

Bei den HAMMERHEAD-RIBOZYMEN HH1-HHS5 waren die jeweiligen Fluores-
zenzloschungen mit einem Faktor von 30 bis 130 gegeniiber dem ,freien” 2AP
sehr unterschiedlich. Die Wechselwirkungen der Basenstapelung sind beim 2AP-
substituierten HH5 (2AP an der Position 7) am schwichsten und beim HH2 Q.,ﬁu
an Spaltstelle) am stiarksten. Im TCN-Puffer ist aufgrund der hoheren Ionenstirke
die Reduzierung der Fluoreszenzintensitéit noch ausgeprigter. .

Die Bindung von Metallionen an das Hammerhead-Ribozym wurde mit verschie-
denen Methoden untersucht. Die kinetischen Studien zur Spaltungsrate [32, 52, 104]
und Studien mit substituierten chiralen Phosphorthioaten an der Spaltungsstel-
le (32, 74, 152] haben ein detailliertes Bild von der Metallbindung an der Spalt-
stelle geliefert. Der daraus abgeleitete Sy2(P)-Mechanismus fiir die m@.m:c:mmno-
aktion beinhaltet eine Bindung eines zweiwertigen Metallions wie Mg®* an das
pro-Rp-Sauerstoffatom der Phosphatgruppe an der Position X;7. Vor allem ﬁ::.w(:
weitere strukturaufkldrende Untersuchungen, wie Rontgenstrukturanalyse [108, 145,
146] und NMR-Studien {60, 61, 93, 94, 99, 151], wurden einerseits m:w Struktur-
stabilisierende Wirkung und andererseits die direkte katalytische Wirkung @Mm

Molekiils als an der Spaltstelle wurden ebenfalls entdeckt. So konnte z. B. eine Me-

Mg?*+-Ions bestitigt. Bindungen des Mg?*-Ions an andere Positionen des

tallbindung an das Gs im aktiven Zentrum durch Messungen der gelelektrophoreti-
schen Mobilitét gefunden werden [8]. Die Natur der Mg?*-Bindung an der Spaltstelle
ist bis heute jedoch noch nicht eindeutig geklart. Wihrend Koizumi und OHTSU-
KA [74] einen Quter-Sphere-Komplex des Mg?*-Ions mit einer wwzaz:mmwowmgzg
von 10* M~! postulierten, konnte an einem pro-Rp-Schwefelatom der w::owgw-
phatgruppe der Position X;7 mit Hg?*-Ionen ein Inner-Sphere-Komplex bestimmt
werden [29]. |

Die doppelte Rolle der Mg?*-lonen in der katalytischen Spaltungsreaktion des

Hammerhead-Ribozyms wurde durch die Untersuchung der Bindungsgleichgewich-
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te mit Metallionen niher charakterisiert. Bei der Zugabe von Metallionen konnte
in fast allen Fillen eine Fluoreszenzldschung beobachtet werden. Diese lag in ei-
nem Bereich von 0-57 %. Die maximale Fluoreszenzlgschung von 57 % wurde beim
HH35 in TCN-Puffer unter Mg?*-Zugabe beobachtet. Nur
Vers

beim HH4 wurde eine

rkung der Fluoreszenz fiir die Besetzung des zweiten Bindungsplatzes gefun-
den. Wihrend die experimentellen Daten der Fluoreszenztitrationen von HH1-4 an

das einfache Reaktionsmodell A mit einem unabhiingigen Bindungsplatz angepafit

werden konnten, wurde bei den Werten von HH5 und einer Titration von HH4 das
Reaktionsmodell B mit zwei voneinander unabhéngigen Bindungsplitzen benétigt.
Die analysierten Bindungskonstanten K1 und K2 fiir die Metallionen Mg?* und
Ja® lagen im Bereich von 510-7580 M- und 12-72 M=, wobei die im T-Puffer
gefundenen Bindungskonstanten im Vergleich zu denen im TCN-Puffer um den Fak-
tor 2-3 hoher waren. Auffallend hoch war die Bindungskonstante des Mg**-Ions an
das HH4 im T-Puffer mit 7580 M~-!. Insgesamt nahm die Héhe der Bindungskon-
stanten von der Oligoriboadenylsiure Oli3 iiber die Hairpin-Ribonukleinsiuren HP1
und HP2 zu den N,ESSmﬂ.\ymi-mzuoaxzsz kontinuierlich zu, wobei im Falle von
zwel Bindungsstellen die erste Bindungskonstante um 1-2 Grofenordnungen gréBer
ist als die zweite. Aufgrund von elektrostatischen Kopplungen [79, 129] nimmt die
Stirke der Bindung mit zunehmender lokaler Phosphatkonzentration in der Um-
gebung des Bindungsplatzes zi. Die Ladungsdichte steigt proportional zur Anzahl
der Phosphatreste und somit zu der Kettenlinge der untersuchten RN A-Molekiile.
Diese Betrachtung ist jedoch stark vereinfacht, weil gerade die Sekundir- und die
Tertidrstruktur auf lokale Ladungsdichten einen Einfluf haben. Eine detaillierte Be-

trachtung und Einschétzung der analysierten lokalen Bindungskonstanten in den

Hammerhead-Ribozymen in Abhéingigkeit von der RNA-Struktur sind bei MEN-
GER et. al. [82] zu finden. Prinzipiell ist jedoch bei diesen Bindungsgleichgewichten
zu berticksichtigen, daf eine Fluoreszenzinderung nicht zwingend eine Bindung des

Metallions an die chromophore Gruppe beinhaltet, sondern die Fluoreszenzénderung

auch auf einer lokalen oder auch globalen Hmo:mo::mnwo:mwzama::m in der néheren
Umgebung der Reportergruppe 2AP aufgrund einer Metallbindung an einer nicht

explizit zu definierenden Stelle beruhen kann.

Mit Hilfe der Kinetikuntersuchungen sollte die Natur der Mg**-Bindung und de-
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ren Reaktionsmechanismen aufgeklidrt werden. Jedoch wurden schon in Abwesenheit
von zweiwertigen Metallionen bei allen 2AP-substituierten Hammerhead-Ribozymen
2-3 Relaxationseffekte gefunden, die meist den gesamten beobachteten Zeitbereich
(10-%-1 s beim Temperatursprung) abdeckten. Jedes Hammerhead-Ribozym besitzt
somit mindestens 3-4 Konformationszustinde. Es ist allerdings zu vermuten, daf
weitere Effekte von diesen drei Relaxationseffekten iiberlagert werden. Die beob-
achteten Relaxationseffekte waren trotz der unterschiedlichen Positionen des Fluo-
reszenzindikators 2AP in den Hammerhead-Ribozymen bis auf wenige Ausnahmen
gleich. Daher sind sie vermutlich globalen Konformationsinderungen zuzuordnen.

Im Falle des HH5, bei dem ein 2AP an der Spaltstelle und ein Adenin gegen ein
Guanin substituiert wuurde, war eine um eine Gréflenordnung grofiere Zeitkonstante
zu beobachten. Dieser Relaxationseffekt kann auf einer lokalen Konformationsdnde-
rung beruhen.

Beim HH4 konnte, wie erwartet, eine grofie Analogie zum HP2 festgestellt wer-
den, wobei ein weiterer Relaxationseffekt im Millisekundenbereich einer globalen
Konformationsinderung zuzuordnen ist. Aufgrund der Vielzahl an Relaxationszei-
ten bei Hammerhead-Ribozymen ist es relativ schwer, bei der Metallionenzugabe
einen zusitzlichen Relaxationseffekt zu finden. Die Analyse eines solchen Effektes
wire nur dann einfach gewesen, wenn dessen Fluoreszenzamplituden sehr grofl gewe-
sen wiren oder eine andere Richtung gegeniiber den vorhandenen Effekten gehabt
hitten. Diese Hoffnung bestiitigte sich leider nicht; der Gang der gefundenen Rela-
xationszeiten mit zunehmender Metallionenkonzentration war sehr unterschiedlich
und konnte teilweise iiberhaupt nicht zugeordnet werden. Die meist sehr kleinen
relativen Fluoreszenzamplituden sind ein Hauptgrund dafiir.

Beim Hammerhead-Ribozym HH1 konnten durch Stopped- Flow-Experimente noch
weitere Bindungsgleichgewichte mit insgesamt drei Relaxationszeiten im Millisekun-
den- und Sekundenbereich gefunden werden, die jedoch bei der Reaktion mit beiden
Metallionen (Mg?* bzw. Ca®*) auftraten.

Somit konnte kein eindeutiger Nachweis fiir den vermuteten Inner-Sphere-Komplex
des Mg?*-Ions an das Hammerhead-Ribozym erbracht werden. Die Natur der Ma-

gnesiumbindung, insbesondere an der Spaltstelle, bleibt also weiter ungeklért.

Kapitel 7

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Struktur und Dynamik von Oligoribonukleinsiu-
ren und Hammerhead-Ribozymen charakterisiert werden. Dabei wurde das Potential
des 2-Aminopurins als Fluoreszenzindikator ausgenutzt. Die Natur der Bindung von
zweiwertigen Metallionen, insbesondere von Mg?*, an 2-Aminopurin-substituierte
Nukleinsduren stand dabei im Vordergrund. Im Falle der Hammerhead-Ribozyme
sollte versucht werden, den Mechanismus der Mg**-abhingigen Spaltungsreaktion
weiter aufzukliren.

Das 2-Aminopurin-Ribonukleosid (2AP) eignete sich nicht nur aufgrund seiner
Strukturanalogie zu den natiirlich vorkommenden Nukleotiden, sondern vor allem
wegen seiner fluoreszierenden Gruppe gut als Fluoreszenzindikator in Ribonuklein-
sduren. Die Fluoreszenz des 2APs reagiert auf Verdnderungen in den Wechselwir-

kungen der Basenstapelung von

Vukleinsduren sehr empfindlich. Zur Bestimmung
des Potentials des Fluoreszenzindikators 2AP wurde das 2AP sowohl in Oligoribonu-

kleinsiuren der Kettenlinge von 12-15 nt als auch an unterschiedlichen Positionen
des Hammerhead-Ribozyms eingebaut, wobei die Oligoribonukleinsiuren in einigen

Féllen sehr unterschiedliche Sekundér- und Tertirstrukturen besafen.

Die sehr sensitive Fluoreszenziinderung des 2-Aminopurins, die schon auf geringe
lokale Konformationsidnderungen in der niheren Umgebung des Fluoreszenzindika-

tors reagiert, hat die Untersuchung der Bindungsgleichgewichte der zwelwertigen
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Metallionen Mg?* oder Ca®* mit den 2AP-substituierten RNA-Molekiilen mit Hilfe
von Titrationsmessungen ermdglicht. In Abhangigkeit von der Substitutionsposition
des 2APs und der RNA-Struktur selbst konnte sowohl eine Reduzierung (z. B. bei
fast allen Hammerhead-Ribozymen) als auch eine Verstirkung (z. B. beim Hairpin
HP1) der Fluoreszenzintensitat beobachtet werden. Sie lag fiir beide Richtungen
im Bereich von ca. 0-60 %, wobei fiir die Bindung der beiden verwendeten Metall-
ionen kein unterschiedliches Verhalten gefunden wurde. Eine Anpassung der expe-
rimentellen Daten der Fluoreszenztitrationen an ein einfaches Reaktionsmodell mit
einem oder zwei voneinander unabhingigen Metallbindungsplitzen ermoglichte die
Bestimmung thermodynamischer Gréfen, wie die Bindungskonstanten der Metall-
ionen, die bei den in dieser Arbeit untersuchten Ribonukleinsduren im Bereich von
10'-10° M~ lagen.

Der grofie Bereich der Bindungskonstanten fiir die Hammerhead-Ribozyme von
12 bis 7600 M~! im T-Puffer zeigte die Anwesenheit vieler Bindungspléitze mit
teilweise sehr unterschiedlicher Bindungsaffinitit. Die iiber die Spaltungsrate des
Ribozyms im T-Puffer bestimmte Bindungskonstante Jag mit 100 M~! im unteren
Bereich der gefundenen Werte (52, 104].

Bei Temperatursprung-Experimenten zur Untersuchung der Kinetik an einer
2AP-substituierten Oligoriboadenylsdure wurden im Zeitbereich iiber 4 pus keine
Relaxationseffekte gefunden. Damit wird gezeigt, dafl 2AP als schneller Indikator
von Verinderungen der Basenstapelung verwendet werden kann.

In Gegenwart von Mg?-Ionen wurde an der 92AP-substituierten Oligoriboadenyl-
siure ein Relaxationseffekt mit einer Zeitkonstanten von ca. 100 us beobachtet. Im
Gegensatz dazu wurde bei Zugabe von Ca2+-Tonen kein Relaxationseffekt gefunden.
Somit konnte der Relaxationseffekt beim Mg?™-Ton eindeutig einem Inner-Sphere-
Komplex mit einer Bindungskonstanten von 1.20 zugeordnet werden. Dies zeigt,
daB der Fluoreszenzindikator 2AP prinzipiell dazu in der Lage ist, 1S-Komplexe
anzuzeigen.

Eine RNA-Konzentrationsabhingigkeit eines Relaxationseffektes konnte bei zwel
Hetero-Oligoribonukleinsiuren entdeckt werden. Dieser konnte einer Dimerisierungs-

reaktion unter Ausbildung einer Doppelhelix zugeordnet werden.
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Bei den Hairpin-Ribonukleinsiuren mit einem GNRA- Tetraloop wurden aufgrund
der beobachteten Relaxationseffekte zwei (HP1) bzw. drei (HP2) Konformations-
zustdnde mit Relaxationszeiten im us-Bereich gefunden. HEUS und PARDI [62] fan-
den bei ihren 'H-NMR-Studien an diesen Tetraloops nur eine Konformation. Die
Zeitauflésung der NMR-Spektroskopie betriigt 107* s. Mit einem Temperatursprung
konnen dagegen Reaktionen bis zu einer Zeitaufldsung von ca. 107% s nachgewiesen
werden. Die Temperatursprung-Methode ist somit fiir die Untersuchung von schnel-
len Reaktionen besser geeignet als die NMR-Spektroskopie.

Anhand von Temperatursprung- und Stopped- Flow-Experimenten wurde die To-

pographie der Dynamik von 2AP-substituierten Hammerhead-Ribozymen unter-

sucht. Bei jedem der fiinf unterschiedlich substituierten Ribozyme konnten vier Kon-
formationszustinde nachgewiesen werden. Die Zeitkonstanten der Relaxationseffekte
lagen in einem Zeitbereich von 10 ps bis 250 ms. Trotz der unterschiedlichen Po-
sitionen des Fluoreszenzindikators 2AP waren die beobachteten Relaxationseffekte
bis auf wenige Ausnahmen gleich. Vermutlich sind sie daher globalen Konforma-
tionsinderungen zuzuordnen.

In einem Fall wurde eine um eine Groenordnung grofere Zeitkonstante ermit-
telt. Dieser Relaxationseffekt kann auf einer lokalen Konformationsinderung beru-
hen. Die schnellen Relaxationseffekte eines der Hammerhead-Ribozyme waren nahe-
zu identisch mit denen des an gleicher Position substituierten Hairpins. Zusitzlich
konnten durch Stopped-Flow-Experimente fiir die Bindung von Metallionen an ein

Hammerhead-Ribozym mit 2AP an der Spaltstelle zwei weitere Reaktionszeitkon-
stanten im Sekundenbereich bestimmt werden.

Obwohl an einer 2AP-substituierten Oligoriboadenylsiure gezeigt wurde, daf mit
Hilfe des Fluoreszenzindikators ein Inner-Sphere-Komplex prinzipiell nachgewiesen
werden kann, wurde kein IS-Komplex am Hammerhead-Ribozym gefunden. Eine

mdgliche Bildung eines Inner-Sphere-Komplex wurde von der Vielzahl der Relaxa-
tionseffekte {iberdeckt.
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A.2 Wobble-Basenpaare
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Anhang B

Parameter der

Fluoreszenztitrationen

B.1 Gesamtbindungskonstante der Metallbindung

Meist erfolgt die Bindung eines Metallions an eine RNA nicht iiber einen, sondern
{iber mehrere Elementarschritte. Die Gesamtgleichgewichtskonstante (K) der Me-
tallbindung, welche z. B. aus den Fluoreszenztitrationen bestimmt werden kann
(s. Kap. 4.5), ist eine Funktion der Gleichgewichtskonstanten der einzelnen Ele-
mentarschritte. Die Bestimmung einer solchen Abhéngigkeit wird im folgenden an
einem Beispiel demonstiert. Ausgangspunkt ist der Reaktionsmechanismus Modell II

(s. Kap. 2.3.4):

Mook
Tks
mit
Lk (€] - _ ki [D]
M= mpeg ™ 2570 (B:2)

Fiir die Bestimmung der Gesamtgleichgewichtskonstante (/) von der Bindung des
Metallions (Me) wird folgende Beziehung verwendet:

-_ O+ [D]
K= (B:3)
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Einsetzen der Gleichungen B.2 und anschlieBende Umformung liefern die Losung:

(€] + K, [C)

K = e (Rl (M)

- .NWJAM + Nﬁmv Am&v

B.2 Gesamtfluoreszenzfaktor der Metallbindung

Die Fluoreszenzintensitiit einer Substanz wird durch die Gleichung 2.3 beschrie-
ben. Eine wiBrige Losung enthilt jedoch oft mehrere verschiedene fluoreszierende
Substanzen oder eine Substanz in verschiedenen Konformations- oder Bindungs-
sustinden mit unterschiedlichen Konzentrationen (c;) und Quantenausbeuten (& ;).
Im letzteren Fall ist die Anderung der Extinktionskoeffizienten der Species ¢ so ver-
nachlassigbar klein, daf die Gesamtfluoreszenzintensitit der Losung nur noch be-

stimmt wird durch

F\) =k ci®p mit k=2303 e(N)-d-In- f(A)-6. (B.5)

i=1
Die Abhéngigkeit des Cesamtfluoreszenzfaktors einer Metallbindung von den Quan-
tenausbeuten einzelner Zustinde wird am folgenden Beispiel demonstriert. Aus-

gangspunkt ist erneut der Reaktionsmechanismus des Modells II (s. Kap. 2.3.4):

Kk
A+Mem C=D (B.6)
NJJ \ﬂm

Aufgrund der Massenerhaltung gilt weiterhin fiir die Ausgangskonzentration [Alo:

Der Gesamtfuoreszenzfaktor (A) ist der Quotient aus der Fluoreszenzintensitit vor

und nach der Metallbindung:

A= ‘TJA\/V::n:m&:r:E AmmV

N«JA\/vgﬂbm:&::a

Wenn der Ligand, das Metallion Me, im Uberschuf vorliegt, und die RNA-Bindungs-

platze nahezu vollstindig besetzt werden, kann der Fluoreszenzanteil von der Spezies
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A an der Gesamtfluoreszenz nach der Metallbindung vernachléssigt werden. Mit
Gleichung B.5 und unter Beriicksichtigung der obigen Reaktionsgleichung gilt:

A = Fe+ Fp _ [C)®c + (D)@
Fy, [A0]® 4 (B.9)

Mit der Definition von o und 2 als Quantenausbeuten von [C] und [D] relativ zu
der von [A] gilt:

_ [Cla+ D] [Cla+ [C]Ky83
2= SR - g (10

Unter Berticksichtigung der Massenerhaltung ergibt sich aus dem obigen Reaktions-
schema:

i, = 2 _ A -4 - [C]

(C] (C] (B.11)
1
Tr:o - Tv‘: 1+ Nw:v
Wegen [A] < [A]p kann der Nenner durch [A4]p ersetzt werden. Mit Gleichung B.10

ergibt sich fiir die Gesamtfluoreszenzausbeute (A):

1 e
pm (Yo (Y
1+ Ky @t 1+ K, B (B.13)

=




Anhang C

Abkiirzungen

A Absorption, Adenin, Adenosin, Adenylat, Anisotropie

A Angstrsm

Abb. Abbildung

2AP 2-Aminopurin-Ribonukleosid

APS Ammoniumperoxodisulfat

bidest. bidestilliert

bp aare

bzw. bezichungsweise

C Konzentration, Lichtgeschwindigkeit

C Kohlenstoffatom, Kondensatorkapazitit, Cytosin, Cytidin, Cyti-

dylat, Celsius

Cp spezifische Wiirme bei konstanten Druck
Ca Calcium

ca. circa

cm Zentimeter

Co Cobalt

d Schichtdicke

2D zweidimensional

Da Dalton

dC 2"-Desoxycytidin, Desoxy ytidylat
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det

d. h.
DMSO
DNA
ds
DTT
E
EDTA
EtBr
EtOH

GWDG

Iy
Iy
1C
IS
1SC
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Determinante
das heifit
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
doppelstringig
Dithiothreitol

Elektrische Feldstirke, Emission, Extinktion
Ethylendiamintetraacetat

Ethidiumbromid

Ethanol

femto

Frequenzbandbreite

Farad, Fluoreszenz, Fluoreszenzintensitét, Funkenstrecke
Fluoreszenzmefizelle

Erdbeschleunigung, Gramm

Guanin, Guanosin, Guanylat, freie Enthalpie, Giga
Gesellschaft fiir wissenschaftliche Datenverarbeitung Gottingen
Stunde

Reaktionsenthalpie

Quecksilber

Hammerhead-Ribozym

Haarnadelschleife (Hairpin)

Hertz

Variable

Tonenstirke, Lichtintensitit, Stromstéirke
Fluoreszenzintensitit parallel zur Polarisationsebene
Fluoreszenzintensitit senkrecht zur Polarisationsebene
Interne Umwandlung (internal conversion)
Inner-Sphere

Umwandlung zwischen angeregten Singulett- und angeregten Tri-

plettzustinden (intersystem crossing)

W
1
|
W.
i
W

W
W
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J Joule

k Boltzmann-Konstante, Geschwindigkeitskonstante, kilo, Variable
K Gleichgewichtskonstante, Kelvin

k* Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion
k- Geschwindigkeitskonstante der Riickreaktion
Keat katalytische Geschwindigkeitskonstante

kD Kilodalton

kg Kilogramm

kT thermische Energie

kV Kilovolt

1 Liter, Schichtdicke, optische Weglinge

g Elektrodenabstand in der Messzelle

m Milli-, Meter, Masse

M Molar, Molmasse

mA Milliampere

Me Metall

mg Milligramm

Mg Magnesium

min Minute

mm Millimeter

Mn Mangan

mRNA Boten-Ribonukleinsiure (messenger-RNA)
n Nano-, Stoffmenge, Brechzahl

N Nukleosid, Stickstoffatom

Na Avogadro-Konstante

Na Natrium

2'-NH,-C 2'-Desoxy-2"-aminocytidin

nm Nanometer

NMR Kernmagnetische Resonanz-Spektroskopie
NOE Kern-Overhauser-Effekt

nt Anzahl der Nukleotide
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0

oD
Oli
(ON

1%
P

p. a.
PAGE
PC
PCE
PE
pH
POM
q

r

R

R
RE
RF
RNA
RNase
RPM
rRNA

S
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Sauerstoffatom

Optische Dichte
Oligoribonukleinsdure

QOuter-Sphere

piko

Polarisation, Purinribonukleosid

pro analysi
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Personal-Computer

Photometrische Kontrol-Einheit
Polyethylen, Perkin-Elmer
negativer dekadischer Logarithmus der H*-Aktivitit
Polyoxymethylen

Elektronenladung, Quantenausbeute
Entfernung zum Rotorzentrum, Kugelradius
Widerstand

molare Gaskonstante

Relative Extinktion

Relative Fluoreszenzintensitit
Ribonukleinsdure

Ribonuklease

Umdrehung pro Minute
ribosomale-Ribonukleinsidure
Sekunde

sieche

Schwefelatom, Singulett-Zustand
Signal/Rausch-Verhiltnis (Signal-to-Noise Ratio)
sogenannt

einzelstriangig
Natriumdodecylsulfat

Zeit
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T

AT
Ta
Tab.
TEMED
TFA
Tris
tRNA
Trp

U

Uuv

v

Vol

Uy

w/v

Temperatur, Thymin, Transmission
Temperaturerhéhung, Temperatursprung
Schmelztemperatur

Tabelle

N’ N'"-Tetramethylethylendiamid

Trifluoressigsdure
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
transfer-Ribonukleinsiure

Trytophan (c-Amino-S-indolypropionsiure)
Unit, Spannung, Uracil, Uridin, Uridylat
Ultraviolett

Volt, Volumen

Volumenéquivalent

Probenvolumen

Gewicht pro Volumen

Signal, Umsatzvariable

beliebiges Ribonukleosid aufier Guanin
Xenon

Pyrimidinribonukleosid

zum Beispiel

Quantenausbeute

Quantenausbeute

Quantenausbeute

geometrischer Faktor, Quantenausbeute
molarer Extinktionskoeffizient

Anzahl der Phosphateinheiten
Wellenlédnge

Emissionswellenldnge
Anregungswellenldnge

Kantenlage

Mikro-
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O o TH

Mikroliter

Mikromolar

Dichte

Relaxationszeit

Aufheizzeit
Fluoreszenzlebensdauer
Anstiegszeitkonstante (Risetime)
mittlere Zeitkonstante
Quantenausbeute

Ohm
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