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Die konstitutionelle Vielfalt der RNAwird durch mehr als
90 nat¸rlich vorkommende, chemisch modifizierte Nucleoside
eindrucksvoll belegt.[1, 2] Die Aufkl‰rung der Funktion modi-
fizierter Nucleoside in biologischen Prozessen ist Gegenstand
intensiver Forschung. K¸rzlich wurde z.B. berichtet, dass die
Modifikationen bestimmter Nucleoside in einer menschlichen
mitochondrialen tRNALys f¸r die korrekte Bildung der drei-
dimensionalen Kleeblattstruktur unverzichtbar sind.[3] Das
entsprechende unmodifizierte In-vitro-Transkript bildete kei-
ne Kleeblattstruktur, sondern eine aufgeweitete Haarnadel-
schleife. Soweit uns bekannt ist, sind dies die ersten und bis
jetzt einzigen Studien, die die signifikanten Auswirkungen
von Nucleosidmodifikationen auf RNA-Faltungsprozesse mit
experimentellen Daten belegen. Diese Ergebnisse veran-
lassten uns, den Einfluss der Methylierung von Nucleobasen
in kurzen palindromen Oligoribonucleotidduplexen syste-
matisch zu untersuchen. Dabei fanden wir, dass der Austausch
einzelner Nucleoside durch ihre methylierten æquivalente
wie 1-Methylguanosin (m1G), N2,N2-Dimethylguanosin
(m2

2G), N6,N6- Dimethyladenosin (m6
2A) oder 3-Methyluri-

din (m3U) zur Bildung von Haarnadel- anstelle von Duplex-
strukturen f¸hrt.[4] Diese bemerkenswerte ænderung des
Sekund‰rstrukturmotivs bildet die Grundlage f¸r die hier
vorgestellten Untersuchungen. Wir berichten ¸ber einzel-
str‰ngige Oligoribonucleotide, die in zwei unterschiedlichen,
miteinander im Gleichgewicht stehenden Konformationen
vorliegen. Die Lage des monomolekularen Gleichgewichts
wird durch die Methylierung bestimmter Nucleobasen signi-
fikant verschoben.

Das Methylierungsmuster der untersuchten Sequenzen
entspricht jenem der nat¸rlich vorkommenden Helix 45 am
3�-Ende der rRNA in der kleinen ribosomalen Untereinheit
(Abbildung 1).[5] Die beiden in der Schleife aufeinanderfol-
genden m6

2A Nucleotide sind in Bakterien und Eukaryonten
beinahe universell konserviert. Diese modifizierten Adeno-
sine sind f¸r die Funktion bedeutsam, jedoch ist der exakte
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Grund f¸r ihreMethylierung nicht imDetail verstanden. Zum
Vergleich der Konformationen von methylierten und
nichtmethylierten Sequenzen diente uns das Helix-45-Methy-
lierungsmuster 5�-. . .CCm2GGm6

2Am6
2AGG...-3� als Leit-

motiv (Tabelle 1, Abbildung 2). F¸r die gezielte Konstruktion
der Sequenzen waren zwei Fragestellungen von Bedeu-
tung. Erstens, ist ein komplement‰rer Sequenzabschnitt
5�-. . .CCUUCC...-3� in der Lage, die nichtmethylierte
Stamm-Schleifenstruktur 5�-. . .CCGGAAGG...-3� aufzu-
brechen? Und zweitens, wenn ja, wird durch die Methylierung
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Abbildung 1. Ausgew‰hlte Helix-45-Sequenzen am 3�-Ende der rRNA in
der kleinen ribosomalen Untereinheit. Die zwei aufeinanderfolgenden
m6

2A-Nucleotide in der Schleife sind in den meisten Organismen kon-
serviert. Der exakte Grund f¸r ihre Methylierung ist bisher nicht
verstanden; N2-Methylguanosin (m2G), N6,N6- Dimethyladenosin (m6

2A).

Tabelle 1. Methylierte und nichtmethylierte Oligoribonucleotide in Anlehnung an das Helix-45-Sequenzmotiv der kleinen ribosomalen Untereinheit;
Schmelztemperaturen Tm, thermodynamische Daten der Doppelhelixbildung abgeleitet aus den Schmelzkurven, Konformationsgleichgewichtskonstanten
abgeleitet, aus den 1H-NMR-NH-Spektren massenspektrometrische Daten.[a±e]

No. Basensequenzen Tm
[a] Thermodynamische

Daten der Doppelhelixbildung[a,b]
Konformationsgleich-
gewichtskonstante[c,d]

Massenspektrometrische
Daten[e]

�H� �S� �Go

298K K298K-NMR
���� Mcalc. Mobs.

[�C] [kcalmol�1] [calmol�1K�1] [kcalmol�1] [amu]

1 GACCGGAAGGUCCGCCUUCC 78.0 3.0 (25:75) 6356.8 6355.9
1a GACCGGAAGGUCC 77.7 � 54.7 � 157.1 � 7.9 4178.6 4178.1
1b CGGAAGGUCCGCCUUCC 73.3 � 55.0 � 160.0 � 7.3 5377.2 5376.3

2 GACCm2GGm6
2Am6

2AGGUCCGCCUUCC 72.7 � 48.3 � 140.7 � 6.3 � 0.02 (�98:� 2) 6427.0 6426.4
2a GACCm2GGm6

2Am6
2AGGUCC 72.7 � 49.8 � 145.1 � 6.5 4248.7 4247.9

2b Cm2GGm6
2Am6

2AGGUCCGCCUUCC 54.0 � 34.5 � 104.2 � 3.4 5447.4 5445.0

3 GACCGGAAGGUCCGCCUUCCG 81.2 5.7 (15:85) 6702.0 6702.1
4 GACCm2GGm6

2Am6
2AGGUCCGCCUUCCG 72.4 � 41.9 � 122.0 � 5.5 � 0.02 6772.2 6771.8

5 GACCGGAAGGUCUUCCUUCC 78.2 1.2 (45:55) 6318.8 6318.3
5a GACCGGAAGGUCU 77.9 � 56.4 � 161.4 � 8.3 4179.6 4178.6
5b CGGAAGGUCUUCCUUCC 70.5 � 48.0 � 140.8 � 6.0 5339.2 5339.0

6 GACCm2GGm6
2Am6

2AGGUCUUCCUUCC 73.2 � 49.3 � 142.5 � 6.8 � 0.02 6388.9 6386.8
6a GACCm2GGm6

2Am6
2AGGUCU 73.2 � 48.8 � 141.1 � 6.7 4249.7 4248.8

6b Cm2GGm6
2Am6

2AGGUCUUCCUUCC 41.6 � 34.7 � 108.4 � 2.4 5409.3 5408.1

7 GACCGGAAGGUCE3E3CCUUCC 70.8 1.5 (40:60) 6130.7 6131.0
7a GACCGGAAGGUC 72.4 � 51.3 � 149.3 � 7.1 3874.1 3874.9
7b CGGAAGGUCE3E3CCUUCC 68.2 � 62.4 � 183.3 � 7.7 5151.1 5152.0

8 GACCm2GGm6
2Am6

2AGGUCE3E3CCUUCC 67.5 � 50.9 � 149.2 � 6.4 � 0.02 6200.9 6200.6
8a GACCm2GGm6

2Am6
2AGGUC 64.9 � 39.5 � 116.6 � 4.7 3945.2 3945.5

8b Cm2GGm6
2Am6

2AGGUCE3E3CCUUCC 40.6 � 31.4 � 99.2 � 1.8 5221.3 5222.5

9 GAGGGGAACCUCCGGGUUCC 81.8 19.0 (5:95) 6436.9 6436.5
9a GAGGGGAACCUCC 67.0 � 43.9 � 129.6 � 5.3 4178.6 4176.7
9b GGGAACCUCCGGGUUCC 79.9 � 48.4 � 138.4 � 7.1 5417.3 5418.2

10 GAGGm2GGm6
2Am6

2ACCUCCGGGUUCC 61.0 � 40.0 � 120.0 � 4.3 � 0.02 6507.0 6504.5

11 GAGGGGAACCUCCGGGUUC 73.9 4.0 (20:80) 6131.7 6130.4
11a GAGGGGAACCUCC 67.0 � 43.9 � 129.6 � 5.3 4178.6 4176.7
11b GGAACCUCCGGGUUC 71.7 � 43.7 � 127.9 � 5.6 4766.9 4766.1

12 GAGGm2GGm6
2Am6

2ACCUCCGGGUUC 60.7 � 40.1 � 119.5 � 4.5 � 0.02 6201.8 6199.0

[a] 2 ��, 150 m� NaCl, 10 m� Na2HPO4, pH 7.0. [b] �H� und �S� erhalten aus den �/T-Kurven durch Kurvenanalyse; vgl. Lit. [9]. [c] 0.2 m� ; 25 m�
Natriumarsenatpuffer, pH 7.4, 298 K, H2O/D2O� 9/1. [d] Konformerenverh‰ltnis (%). [e] MALDI-TOF- oder ESI-MS.
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Abbildung 2. a) Allgemeines Konzept zur Untersuchung von mono-
molekularen RNA-Konformationsgleichgewichten und der Verschie-
bung des Gleichgewichts durch Methylierung ausgew‰hlter Nucleo-
basen. Sowohl 1 als auch 2 kˆnnen prinzipiell in zwei verschiedenen Kon-
formationen (1�/1�� und 2�/2��) vorliegen. b) Die Zuordnung der Konfor-
mation erfolgt durch den Vergleich der 1H-NMR-Spektren mit jenen
der entsprechenden Referenzsequenzen (1a/1b und 2a/2b). Die Gleich-
gewichtslage ist durch Basenmutationen in der Sequenz beeinflussbar
(vgl. Gleichgewichtskonstanten f¸r 3, 5, 7, 9 und 11 in Tabelle 1).
Durch Methylierung wird das Gleichgewicht zu einem einzigen Kon-
former (�98% 2�) verschoben, welches vorher weniger bevorzugt war.
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(entsprechend 5�-...CCm2GGm6
2Am6

2AGG...-3�) die Wieder-
ausbildung der urspr¸nglichen Sekund‰rstruktur erzwungen?

Ein Beispiel f¸r ein Sequenzensemble, das sich zur experi-
mentellen Untersuchung dieser Fragen eignet, ist in Abbil-
dung 2 dargestellt.[6] Die nichtmethylierte Sequenz 1 und die
methylierte Sequenz 2 kˆnnen prinzipiell je zwei unterschied-
liche Konformationen einnehmen, n‰mlich 1� und 1�� bzw. 2�
und 2�� (Abbildung 2a). Die beiden Konformationen kˆnnen
durch Vergleich mit einem geeigneten Referenzsystem zuge-
ordnet werden (Abbildung 2b). Die Referenzsequenzen 1a/
1b und 2a/2b repr‰sentieren kurze Abschnitte der Sequenzen
1 und 2 und zeichnen sind dadurch aus, dass sie jeweils nur
eine einzige Konformation einnehmen kˆnnen. Diese defi-
nierte Konformation entspricht einer der beiden mˆglichen
Konformationen 1� oder 1�� der Sequenz 1 (bzw. 2� oder 2�� der
Sequenz 2).

Abbildung 3. Zuordnung des RNA-Konformationsgleichgewichts durch
1H-NMR-NH-Spektroskopie. a) Das NH-Spektrum von Sequenz 1 spiegelt
die NH-Signals‰tze der Referenzen 1a und 1b in einem Verh‰ltnis von
25:75 (1�:1��) wider; b) Im Unterschied dazu zeigt das NH-Spektrum von
Sequenz 2 nur den Signalsatz entsprechend der Vergleichssubstanz 2a ;
(c� 0.2 m� ; 25 m� Natriumarsenatpuffer, pH 7.4, 298 K, H2O/D2O� 9/1).
Referenz 2b zeigt keine NH-Signale bei 298 K; Evidenz f¸r die abgebildete
Konformation resultiert aus der Schmelzkurve (vgl. Abbildung 4).

Die Zuordnung der Konformationen von 1 und 2 (Abbil-
dung 3) erfolgte mit 1H-NMR-Spektroskopie. Das NH-Spek-
trum von 1 in H2O/D2O zeigt die Charakteristika eines
langsamen Austausches: Die NH-Signals‰tze der beiden
Referenzsequenzen 1a und 1b spiegeln sich im Verh‰ltnis
25:75 wider.[7] Dies zeigt eindeutig, dass Sequenz 1 bei einer
Temperatur von 298 K in einem Konformationsgleichgewicht
von 1� und 1�� vorliegt.[8] Im Unterschied dazu zeigt die
methylierte Sequenz 2 einen einzigen NH-Signalsatz entspre-
chend der Referenzsubstanz 2a, ein Hinweis darauf, dass 2
ausschlie˚lich in der Konformation 2� vorliegt. Die Methylie-
rung erzwingt also die Bildung des zuvor ung¸nstigeren
Sekund‰rstrukturmotivs.

Das hier vorgestellte Konzept erlaubt au˚erdem Aussagen
¸ber die Thermodynamik der Basenpaarungen der konkur-
rierenden Substrukturen in 1 und 2. Die thermodynamischen
Parameter der Referenzsequenzen 1a/1b und 2a/2b wurden
aus den UV-Schmelzprofilen gewonnen (Abbildung 4).[9] Ein

Abbildung 4. UV-Schmelzkurven: a) GACCGGAAGGUCCGCCUUCC
1 (Tm� 78.0 �C) und die Vergleichssubstanzen GACCGGAAGGUCC 1a
(Tm� 77.7 �C) und CGGAAGGUCCGCCUUCC 1b (Tm� 73.3 �C).
b) GACCm2GGm6

2Am6
2AGGUCCGCCUUCC 2 (Tm� 72.7 �C), und

GACCm2GGm6
2Am6

2AGGUCC 2a (Tm� 72.7 �C), Cm2GGm6
2Am6

2AG-
GUCCGCCUUCC 2b (Tm� 54.0 �C); c� 2 ��, 150 m� NaCl, 10 m�
Na2HPO4, pH 7.0.

Vergleich der Tm- und der entsprechenden �G298K-UV-Werte
der jeweiligen Referenzsubstanzen kann zur Vorhersage und
ungef‰hren Absch‰tzung der Gleichgewichtskonstante her-
angezogen werden. Dabei weisen wir darauf hin, dass die
Vergleichssubstanzen nicht notwendigerweise das thermody-
namische Verhalten der Substrukturen in 1 (bzw. 2) wider-
spiegeln und die Bestimmung von �G aus UV-Schmelzkur-
ven mit einem Fehler von 2 ± 5% behaftet ist. F¸r 1a/1b
betr‰gt der Fehlerwert �0.2 ± 0.4 kcalmol�1 und liegt in der
Grˆ˚enordnung des zu bestimmenden Gleichgewichtzu-
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stands. Die Energiedifferenz ��G298K-UV
1 a�1 b von �0.6 kcalmol�1

favorisiert 1a als die stabilere Haarnadelschleife gegen¸ber
1b und erlaubt die Absch‰tzung von K298K-UV

1��1�� (ca. 0.37). Die
exakte Position des Gleichgewichtes kann hingegen nur aus
dem 1H-NMR-NH-Spektrum abgeleitet werden. Dieses zeigt
f¸r die Sequenz 1 eindeutig die Bevorzugung der Konforma-
tion 1�� (K298K-NMR

1��1�� � 3.0).[10] F¸r das methylierte Referenz-
system 2a/2b liefert die Vorhersage aus den UV-Daten ein
K298K-UV

2��2�� von 0.0053 (��G298K-UV
2 a�2 b � � 3.1 kcal mol�1). Dies

korreliert sehr gut mit der aus dem 1H-NMR-Spektrum
ableitbaren Dominanz der Konformation 2� f¸r Sequenz 2
(K298K-NMR

2��2�� � 0.02, Abbildung 3b). Wir halten au˚erdem fest,
dass die Methylierung sowohl das Konformer 1� gegen¸ber 2�
als auch ± in noch grˆ˚erem Ausma˚ ± das Konformer 1��
gegen¸ber 2�� destabilisiert. Auf molekularer Ebene steht die
Spaltung eines GA-Basenpaares (1� versus 2�) der Spaltung
von zwei Watson-Crick-Basenpaaren gegen¸ber (1�� versus
2��).

Die beschriebenen Beobachtungen treffen nicht nur f¸r die
Sequenzen 1 und 2 zu. Um die Eigenschaften der Zweizu-
standsgleichgewichte der Konformere und den Einfluss der
Methylierung auf die Gleichgewichtslage besser zu verstehen,
untersuchten wir die verwandten Sequenzen 3 bis 12 (vgl.
Tabelle 1 und Hintergrundinformationen). Die Oligonucleo-
tide 3 und 4 unterscheiden sich von 1 und 2 durch ein
zus‰tzliches Guanosin am 3�-Ende.Wie erwartet wird dadurch
das Gleichgewicht der nichtmethylierten Sequenz 3 weiter zu
der UCCG-Haarnadelschleife (K298K-NMR

3��3�� � 5.7) gedr‰ngt.
Das Gleichgewicht der methylierten Sequenz bleibt umge-
kehrt; 4 nimmt also die Konformation der m2GGm6

2Am6
2A-

Haarnadelschleife ein, die jener von 2� entspricht
(K298K-NMR

4��4�� � 0.02).
Die Oligonucleotide 5 und 6 unterscheiden sich von 1 und 2

durch den Austausch zweier Nucleoside, n‰mlich C13G14
durch U13U14. Daher spiegelt das Gleichgewicht der Se-
quenz 5 nicht mehr die Konkurrenz einer GNRA- mit einer
UNCG-Haarnadelschleife wider, welche beide als ¸berdurch-
schnittlich stabile Sekund‰rstrukturmotive bekannt sind.[11] In
5 ist der letztgenannte Sequenzabschnitt durch UCUU
ersetzt. Dies f¸hrt zu einer Verschiebung des Gleichgewichts
bei dem das Konformer 5�� nur mehr geringf¸gig gegen¸ber 5�
bevorzugt ist (K298K-NMR

5��5�� � 1.2). Durch die Methylierung der
entsprechenden Nucleobasen wird das Gleichgewicht auch
in diesem Sequenzsystem vollst‰ndig auf die Seite
der m2GGm6

2Am6
2A-Haarnadelschleife 6� verschoben

(K298K-NMR
6��6�� � 0.02).
Die Oligonucleotide 7 und 8 unterscheiden sich von 1 und 2

erneut durch den Austausch zweier Nucleoside innerhalb des
urspr¸nglichen UCCG-Abschnitts. C13G14 sind dabei durch
eine nicht nucleotidische Verbr¸ckung mit Bis(triethylengly-
col)phosphat (E3E3) ersetzt.[12] Interessanterweise hat dieser
Austausch keine signifikante Destabilisierung von 1�� zur
Folge. Die Gleichgewichtskonstanten von 7 und 8 sind
vergleichbar mit jenen von 1 und 2.

Die Oligonucleotide 9/10 und 11/12 haben im Vergleich zu
den oben untersuchten Sequenzen unterschiedliche, zur
Schleife hin abschlie˚ende Basenpaare (G/C anstelle von C/
G; vergleiche auch Abbildung 1). Durch eine nahezu voll-
st‰ndige Konformations‰nderung durch Methylierung erf¸llt

das Sequenzpaar 9/10 die Voraussetzungen f¸r einen mole-
kularen Schalter am besten (K298K-NMR

9��9�� � 19 und K298K-NMR
10��10�� �

0.02).
Die F‰higkeit von RNA-Molek¸len, zwei (oder mehrere)

stabile Konformationen einzunehmen wird im Allgemeinen
im Zusammenhang mit der Terti‰rstruktur diskutiert und
dar¸ber hinaus h‰ufig mit dem Konzept molekularer Schalter
in Verbindung gebracht.[13, 14] Letzteres geht davon aus, dass
ein RNA-Molek¸l, welches in einer definierten Konformation
vorliegt, durch einen extrinsischen Faktor wie der Zugabe von
Mg2�-Ionen[14a] oder eines komplement‰ren Oligonucleoti-
des[14b] oder der Ver‰nderung des pH-Wertes[14c] zur Bildung
einer alternativen Konformation gezwungen wird. Auf der
Ebene der Sekund‰rstruktur und in Abwesenheit extrinsi-
scher Faktoren sind monomolekulare Konformationsgleich-
gewichte postuliert worden,[15] jedoch ist die Koexistenz von
Konformeren im Gleichgewichtszustand unseres Wissens
nach f¸r k¸rzere RNA-Sequenzen bisher nicht experimentell
best‰tigt worden. Unser Konzept erlaubt nun, Gleichgewichte
konkurrierender Sekund‰rstrukturen einer Sequenz detail-
liert zu untersuchen. Dies beinhaltet erstens das Auffinden
der Sequenzvoraussetzungen und der erlaubten Sequenz-
variationen, zweitens die Bestimmung der Paarungseigen-
schaften der konkurrierenden Substrukturen und drittens die
thermodynamische Analyse der Konformationsgleichgewich-
te. Allgemein betrachtet ist die Untersuchung solcher Gleich-
gewichte wertvoll, um zu einem besseren Verst‰ndnis fr¸her
Prozesse der RNA-Faltung zu gelangen; Gleichgewichte
dieser Art stellen im weiteren Sinne Verzweigungspunkte
unterschiedlicher Wege der Faltung dar.[16]

Dar¸ber hinaus konnten wir mit der Sequenzn‰he zur
Helix 45 die Verschiebung der Gleichgewichtslage durch
Methylierung (πSchalter™) untersuchen. Wir weisen darauf
hin, dass in den Nucleotidsequenzen der rRNA tetra-, penta-
und hexamere Sequenzabschnitte auftreten, die zu den Helix-
45-Schleifensequenzen komplement‰r sind.[17] Es w‰re denk-
bar, dass unter diesen komplement‰ren Bereichen Faltungs-
fallen sind, deren Bildung durch die Methylierung der
Nucleobasen verhindert wird. Dies kˆnnte einer der Gr¸nde
f¸r den hohen Konservierungsgrad der Helix-45-Methylie-
rung in der rRNA sein.[18]
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Indigo und sein Dibromderivat Purpur 1a gehˆren sicher-
lich zu den wichtigsten Farbstoffen ¸berhaupt. Sie wurden
bereits in den fr¸hen Hochkulturen genutzt,[1] und bis heute
hat Indigo eine erhebliche industrielle Bedeutung beibehal-
ten. Zahlreiche Derivate wurden f¸r Anwendungen nicht nur
in der Textilf‰rbung synthetisiert, aber auch wichtige theore-
tische Untersuchungen befassen sich mit den chromophoren
Eigenschaften des Indigos. Das Pigment l‰sst sich aus
verschiedenen hˆheren Pflanzen wie Baphicacanthus cusia
(Acanthaceae), Calanthe veratrifolia (Orchidaceae), Isatis
tinctoria (Brassicaceae) und Polygonum tinctorium (Poly-
gonaceae) gewinnen, bei deren Aufarbeitung es aus Vorstufen
wie Indican und Isatan entsteht. Indigo wurde auch aus Pilzen
(Schizophyllum commune,[2] Agaricus campester[3]) isoliert
und sogar im Urin, Blutplasma und H‰mofiltrat bei Men-
schen[4] mit Stoffwechselstˆrungen (Blue-Diaper-Syndrom)
nachgewiesen. W‰hrend von fast allen nat¸rlichen Chromo-
phoren zahlreiche Derivate in der Natur vorkommen, gibt es
vom blauen Indigo-Isomer (Indigotin) nur drei: Neben dem
ber¸hmten tyrischen Purpur (6,6�-Dibromindigo 1a)[5] aus der
Purpurschnecke sind bisher nur die Bromderivate 2a und
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