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Ausformung einer RNA -Konformationsenergielandschaft durch eine
Methylgruppenmodifikation — eine Einzelmolekil-FRET-Studie**
Andrei Yu. Kobitski, Martin Hengesbach, Mark Helm und G. Ulrich Nienhaus*

RNA ist an einer Vielzahl biologischer Vorgéinge beteiligt,
z.B. der Speicherung und Weitergabe von Informationen,
dem Aufbau von Strukturgeriisten sowie der Genexpression
und -regulation. Ahnlich wie Proteine faltet sich RNA zu
kompakten dreidimensionalen Strukturen. RNA-Faltung und
-Dynamik werden durch Uberginge in einer komplexen
Konformationsenergielandschaft beschrieben, die eine grofie
Zahl von Faltungszustdnden umfasst. RNA bildet rdumlich
begrenzte, stabile Strukturmotive aus, die sich mithilfe von
tertidren Wechselwirkungen zu gréeren dreidimensionalen
Strukturen zusammenlagern.'*! Das begrenzte Repertoire an
funktionellen Gruppen wird héufig durch posttranskriptio-
nelle Modifikationen der Ribonucleotide erweitert, die ste-
rische Konflikte hervorrufen, Ladungen einfiihren oder die
Anordnung von Wasserstoffbriicken und m-rt-Wechselwir-
kungen verindern konnen.! Dadurch kann die Konforma-
tionsenergielandschaft so verdndert werden, dass eine be-
stimmte funktionelle Faltung der RNA selektiv stabilisiert
wird. Ein typisches Beispiel hierfiir ist die humane mito-
chondriale (mt) Lysin-Transfer-RNA (tRNA™), die insge-
samt sechs modifizierte Basen enthilt.”) Von einer dieser
Modifikationen, der Methylierung von N1 des Adenosins 9
(m'A9), ist bekannt, dass sie das Gleichgewicht zwischen
einer nichtfunktionellen, erweiterten Haarnadelstruktur und
der funktionellen Kleeblattstruktur stark beeinflusst (Abbil-
dung 1).%¥1 Hier untersuchen wir den Einfluss dieser biolo-
gisch relevanten Modifikation auf die Struktur und Energetik
der mt-tRNA™* mithilfe von resonantem Fluoreszenz(oder
Forster)-Energietransfer einzelner Molekiile (emFRET). Die
Methode ist auferordentlich empfindlich fiir strukturelle
Verianderungen auf atomarer Ebene und ermdéglicht es, un-
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Abbildung 1. Sekundarstrukturen humaner mt tRNAY*. Das Gleichge-
wicht zwischen der erweiterten Haarnadel- (E) und der Kleeblattstruk-
tur (C) wird deutlich durch den Methylierungszustand des Adenosins
9 (blaues Quadrat) beeinflusst. Die Ankerpunkte der Cy3- and Cy5-
Farbstoffe (mittels eines flexiblen Linkers) sind griin bzw. rot darge-
stellt; der gelbe Punkt steht fiir eine Biotingruppe, die zu Immobilisie-
rungszwecken angebracht wurde.”!

terschiedliche thermisch verfiigbare Konformationen inner-
halb eines Ensembles zu unterscheiden.'!

Zwei FRET-markierte Vorldufer von mt-tRNA™* wurden
synthetisiert: die unmodifizierte (Wildtyp-)RNA, die der ge-
nomischen Sequenz entspricht (Kwt), und ein m'A9-modifi-
ziertes Konstrukt (Km'A).®! Mithilfe eines hochempfindli-
chen konfokalen Mikroskops!'” wurde aus dem Verhiltnis
der Intensitdten von Cy3-Donor- und Cy5-Akzeptor-Fluo-
reszenz, die wihrend der Diffusion der Molekiile durch das
konfokale Volumen des Mikroskops registriert wurden, die
FRET-Effizienz einzelner Molekiile ermittelt. Wiahrend der
kurzen Verweildauer im Messvolumen wurde die Fluores-
zenzanregung periodisch zwischen einem griinen und einem
roten Laser alterniert. Dies ermdglicht die Selektion derje-
nigen Molekiile, die ein funktionelles FRET-Paar tragen.!!>!¥
Mehrere tausend Fluoreszenzpulse wurden aufgenommen;
die FRET-Effizienz wurde in Histogrammen zusammenge-
fasst, indem Gruppen von Molekiilen innerhalb von 0.04
FRET-Intervallen gebildet wurden. Diese Messungen wurden
bei sechzehn Mg*"-Konzentrationen zwischen 0.0125 und
400 mm vorgenommen, da zweiwertige Kationen im Allge-
meinen die tertidre Faltung von RNA-Molekiilen wirkungs-
voll stabilisieren und insbesondere Mg*"-Ionen physiologisch
von besonderer Bedeutung sind.>*'*>""" Variation der Mg**-
Konzentration verdndert die freien Enthalpien der RNA-
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Konformationen; die energetischen Parameter der Mg*'-
RNA-Wechselwirkungen konnen durch emFRET-Messung
der Teilpopulationen der RNA-Konformationen bestimmt
werden.">" Mit diesem Ansatz wurden die thermodynami-
schen Auswirkungen der m'A9-Modifikation in tRNA™* un-
tersucht.

Sechs ausgewéhlte Histogramme der FRET-Effizienz von
Kwt und Km'A sind in Abbildung 2 gezeigt. Die Form der
Histogramme verindert sich deutlich bei Anderung der Mg?*-
Konzentration. Alle gemessenen Histogramme kénnen durch
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Abbildung 2. Histogramme der FRET-Effizienzen, gemessen an frei dif-
fundierenden Kwt- (links) und Km'A-tRNA-Molekiilen (rechts) in Puff-
erlssung bei sechs Mg?*-Konzentrationen. Die gepunkteten, gestrichel-
ten und durchgezogenen Linien markieren die optimalen Modellvertei-
lungen fiir die Zustinde U, E bzw. C; die durchgezogene, stirkere
Linie reprasentiert die Summe der drei Verteilungen.

Uberlagerung dreier Verteilungen der FRET-Effizienz mo-
delliert werden, deren jeweiliges Maximum bei niedrigen,
mittleren und hohen FRET-Werten zu finden ist. Sie spiegeln
drei Subpopulationen wider, die mit U (fiir ungefaltet), E (fiir
erweiterte Haarnadel) und C (,,cloverleaf“; kleeblattartige L-
Form) bezeichnet werden; die Griinde hierfiir werden im
weiteren Text erldutert. Fiir die quantitative Analyse wurden
an die FRET-Histogramme die Summe zweier lognormaler
Funktionen fiir die U- und C-Zusténde sowie eine Gaul3sche
Normalverteilung fiir den E-Zustand angepasst.">"" Da die
einzelnen Subpopulationen wegen ihrer Breite iiberlappen,
wurde ein simultaner (globaler) Angleich fiir alle 32 Histo-
gramme vorgenommen, wobei fiir alle drei Verteilungen
identische Parameter fiir Position und Halbwertsbreite ver-
wendet wurden; die optimalen Angleichparameter sind in
Tabelle 1 zusammengefasst. Zwischen den Angleichen
(Linien in Abbildung 2) und den experimentellen Ergebnis-
sen wurde eine ausgezeichnete Ubereinstimmung erzielt, was
nahelegt, dass beide tRNA-Konstrukte die drei unterschied-
lichen Konformationen U, E und C einnehmen konnen.
Hierbei sind die strukturellen Eigenschaften dieser Zustidnde
fiir beide Konstrukte so dhnlich, dass mit der verwendeten
Methode nicht zwischen ihnen unterschieden werden kann.

FRET-Experimente konnen Strukturinformationen lie-
fern, da die Donor-Akzeptor-Kopplung stark vom Abstand r
abhingt [GL. (1)], wobei der Forster-Radius fiir frei drehbare
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Tabelle 1: Mittlere FRET-Effizienz, (E), und Halbwertsbreite (HWB) der
drei Modellverteilungen fiir die U-, E- und C-Konformationen, die durch
einen globalen Angleich an die gemessenen Histogramme der FRET-
Effizienz von tRNAY® bestimmt wurden. Die aus (E) berechneten Ab-
stinde r der Donor- und Akzeptorfarbstoffe sind ebenfalls aufgefiihrt
(siehe Text).

Funktion (E) HWB r({E)) [A]
berechnet
u lognormal 0.25+0.02 0.32+0.03 81
E normal 0.37+£0.01 0.41+£0.03 65
C lognormal 0.69+0.02 0.37+0.03 46

Cy3- und Cy5-Farbstoffe in wissriger Losung R, =53 A be-

tragt.?2%]
R()
E=—"90_ 1
7o + Rg ( )

Fiir die Verteilung des C-Zustandes entspricht die ge-
messene (E) nach Gleichung (1) einem Abstand r=46.4 A.
Dieser Wert ist dem Abstand von 42.8 A zwischen den Be-
festigungspunkten #hnlich, welcher in der Kristallstruktur
von tRNA™® aus Hefe gemessen wurde.? Bei FRET-Mes-
sungen an farbstoffmarkierten DNA-Konstrukten hatten wir
bereits bemerkt, dass der Forster-Radius recht genau dem
Abstand der Befestigungspunkte entspricht, da die Farbstoffe
durch flexible Linker mit dem Konstrukt verbunden sind und
um diese Punkte herum fluktuieren.”® Die gemessene FRET-
Effizienz ist daher im Einklang mit der Zuordnung des C-
Zustandes zur kleeblattdhnlichen L-Form der gefalteten
tRNA. Die Struktur des E-Zustandes ist nicht bekannt, doch
Vergleiche durch chemische Kartierung zeigen, dass die RNA
die Form einer erweiterten Haarnadel annimmt, die aus drei
durch Schleifen verbundenen Helices besteht (Abbil-
dung 1).”) AuBerdem wurde durch Messungen der transien-
ten elektrischen Doppelbrechung ein Winkel von 140° zwi-
schen Akzeptor- und Anticodon-Stamm bestimmt.”! Unter
Annahme eines Abstandes von 3.4 A bzw. 6.3 A je Nucleotid
in einer Helix bzw. Schleife und eines Winkels von 140° zwi-
schen beiden Armen kann ein Abstand von ca. 75 A zwischen
den beiden Befestigungspunkten abgeschitzt werden. An-
wendung der einfachen Forster-Beziehung [Gl. (1)] ergibt
einen etwas geringeren Abstand von r=358 A fiir (E) =0.37.
Es ist jedoch anzunehmen, dass die E-Konformation flexibel
ist, sodass die Annahme eines konstanten Farbstoffabstandes
nicht zutrifft. Bei Modellierung der RNA als fluktuierende
GauB-Kette ergibt sich (E) als Mittelwert iiber alle relativen
Abstinde und Orientierungen des FRET-Paares;'22% dies
ergibt einen Abstand r=65 A, was noch immer unter unserer
Abschitzung liegt. Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass der
Bereich zwischen der zentralen Doméne und der Anticodon-
Schleife starker verdichtet ist, als in Abbildung 1 dargestellt.
Fiir den U-Zustand ist a priori keine strukturelle Information
verfiigbar. Eine zufillige, gauBsche RNA-Kette ergidbe einen
mittleren Abstand von 102 A zwischen den Farbstoffen (siche
Hintergrundinformationen), wohingegen (E)=0.25 einem
Abstand von r=81 A im U-Zustand entsprechen wiirde,
wenn man die Forster-Beziehung fiir eine fluktuierende Kette
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zugrunde legt."?! Der gemessene kleinere Wert deutet an,
dass die RNA im U-Zustand noch immer etwas Reststruktur
besitzt.

In Abbildung 3 sind die Teilpopulationen der U-, E- und
C-Zustinde von Kwt und Km'A gegen die Mg*"-Konzentra-
tion aufgetragen. Fiir beide Konstrukte ist ein ausgeprégter

Teilpopulationen in U, E, C
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Abbildung 3. Mg**-Abhingigkeit der Teilpopulationen in den Zustan-
den U, E und C. Linien kennzeichnen die Ergebnisse der Anpassung
mit dem thermodynamischen Modell (siehe Abbildung 4).

Riickgang der Population im U-Zustand bei steigender Mg?'-
Konzentration zu beobachten. Die U-Population hat ihren
Mittelwert bei ca. 0.5 mm Mg?" und wird von einem gleich-
zeitigen Anstieg der Population im C-Zustand begleitet. Die
Population im E-Zustand steigt im Fall von Kwt an, wird aber
bei Km'A kleiner. Bei hoherer Konzentration (~ 100 mm)
findet ein zweiter Ubergang statt, bei dem der C-Zustand zu
Lasten des E-Zustandes stirker besetzt wird. Um die Beset-
zung der U-, C- und E-Zusténde in Abhingigkeit der Mg**-
Konzentration zu untersuchen, wurde die Mg*"-abhingige
RNA-Faltung fiir jeden der drei Zustidnde in eine RNA-Fal-
tungsreaktion und eine Mg”"-Bindungsreaktion zerlegt, was
zu einem thermodynamischen Modell mit sechs Zustéinden
fiihrt (Abbildung 4). Die Teilpopulationen dieser sechs Zu-

Abbildung 4. Thermodynamisches Schema der Gleichgewichte zwi-
schen den Mg**-freien und Mg?"-gebundenen Formen der U-, E- und
C-Zustinde.
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stinde werden von fiinf unabhingigen Gleichgewichten be-
stimmt.

Drei davon betreffen die Besetzungsverhéltnisse zwischen
den Mg**-freien und den Mg*"-gebundenen Konformationen
innerhalb der U-, C- und E-Zustidnde [Gl. (2)].

K, = % exp <7 7AGIE(¥[g) ) (2)

Hier bezeichnen die eckigen Klammern die Teilpopula-
tionen; K; und AG,(Mg) sind die Gleichgewichtskoeffizienten
bzw. die Anderungen der freien Enthalpie zwischen Mg**-
gebundenen (tiefgestelltes ,Mg*) und Mg**-freien (tiefge-
stellte ,,0) Konformationen innerhalb des Zustandes i; R und
T bezeichnen die Gaskonstante bzw. die absolute Tempera-
tur. Es ist zu betonen, dass die hier verwendete FRET-Me-
thode lediglich zwischen den verschiedenen Konformationen
(U, C und E) unterscheiden kann, nicht jedoch zwischen den
Mg*"-gebundenen und Mg*'-freien Zustinden innerhalb
dieser; daher konnen nur die Summen der Zusténde (d.h. [U,
+ Uy, [Ey + Ey,] und [Cy + Cy,]) gemessen werden, die
in Abbildung 3 dargestellt sind. Die Mg**-Abhiingigkeit der
freien Enthalpien wird durch Gleichung (3) modelliert,” in
der AG? fiir die freie Standardenthalpie des Zustandes i
steht.

AG;(Mg) = AG;® + n; R T In[Mg*'] (3)

Der Kooperativititsparameter (oder Hill-Koeffizient), n;,
misst die Schirfe dieses Ubergangs. Zwei weitere Gleichun-
gen (4a,b) bestimmen die relativen Populationen der drei
Zustinde U, E und C.

Koo = o =0 (- 5 ) (4a)
K)o = % =exp <— ARGT%C> (4b)

Mathematische Details des thermodynamischen Modells
sind in den Hintergrundinformationen hinterlegt. Die Linien
in Abbildung 3, die aus einer nichtlinearen Regression dieses
Modells an die Messdaten gewonnen wurden, zeigen die
Mg**-Abhingigkeit der Besetzung von U, E und C; die sich
ergebenden Angleichparameter, AG, n; und die zwei Dif-
ferenzen der freien Enthalpie AG{; und AGy. werden in
Tabelle 2 fiir Kwt und Km'A dargestellt. Die im Rahmen der

Tabelle 2: Kooperativititsparameter und freie Enthalpien aus der Da-
tenanalyse mit dem thermodynamischen Modell.

Parameter Kwt Km'A

ny 0.7+0.1 0.7+0.1
ng 1.06 £0.03 1.104+0.04
ne 1.21+0.03 1.204+0.04
AG [k)mol™] 10.84+1.2 894238
AG [k) mol™] 29.9+0.3 24.0+£0.2
AG? [k)mol™] 472403 47.240.2
AGY [k)mol™] 9.940.4 —0.7+£0.3
AGS [k)mol™] 16.94+0.3 24.04+0.2
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Messgenauigkeit identischen Hill-Koeffizienten von Kwt und
Km'A innerhalb der drei Zustinde, welche aus den Vertei-
lungen der FRET-Effizienz hergeleitet wurden, sind eine
unabhingige Bestétigung unserer Hypothese, dass die Zu-
stinde U, E und C fiir Km' A und Kwt strukturell Zhnlich sind.
Die Mg*"-abhingigen Populationen der sechs thermodyna-
mischen Zustdnde sind den Hintergrundinformationen zu
entnehmen.

Die freien Enthalpien der Mg?'-freien und Mg**-gebun-
denen (bei 1m) Zustinde sind in Abbildung 5 dargestellt; der
Uy-Zustand beider Konstrukte wurde jeweils bei null ange-

Abbildung 5. Energiediagramm der Populationen Uy, E, und C, der
Mg’ *-freien sowie Uy, Eyg und Cy, (bei 1M Mg®) der Mg**-gebunde-
nen Kwt- und Km'A-tRNA", resultierend aus Angleichen mit dem
Modell in Abbildung 4.

setzt. Der Vergleich zwischen Kwt und Km'A zeigt, dass fiir
Km'A der E,-Zustand ca. 10 kJmol™! und die Zustinde C,
und Cy, jeweils ca. 3 kI mol " niedriger liegen als fiir Kwt. Die
Stabilisierung des E,-Zustandes fiir Km'A ist schon wegen
seiner starken Besetzung bei niedriger Mg®"-Konzentration
offensichtlich (Abbildung 3). Der Ubergang von U, nach E,
und somit auch die Kompaktisierung von Kwt im Mg**-freien
Zustand setzen die freie Enthalpie durch elektrostatische
AbstoBung herauf. Fiir Km'A hingegen ist hier eine leichte
Herabsetzung der freien Enthalpie zu beobachten, was
wahrscheinlich auf eine elektrostatische Stabilisierung von E;
durch die positive Ladung des methylierten A9 zuriickzu-
fithren ist. Fiir den Mg**-gebundenen Zustand Ey, von Km'A
hingegen fillt der stabilisierende Effekt deutlich geringer aus.
Moglicherweise beeintrichtigt die Bindung von Mg*" im E-
Zustand die Ausbildung giinstigerer Wasserstoffbriicken von
m'A9, z.B. im Basenpaar m'A9-U64. Im C-Zustand ist der
stabilisierende Effekt der positiven Ladung vergleichsweise
gering, was darauf hindeutet, dass die Nucleobase von m'A9
nicht an der Stabilisierung der Basenpaare der Kleeblatt-
struktur mitwirkt und wahrscheinlich fiir das Solvens zu-
ginglich ist.”*!

Zusammenfassend wurden die Mg”*"-RNA-Wechselwir-
kungen und Konformationsgleichgewichte zwischen drei
Konformationen von humaner mt-tRNA™* im Detail unter-
sucht. Durch Anwendung der emFRET-Methode auf RNAs
mit modifizierten Nucleotiden konnte der wesentliche Ein-
fluss einer einzelnen Methylgruppe auf das Konformations-
gleichgewicht quantitativ erfasst werden. Alle drei Haupt-
konformationen sind bei physiologischer Mg®"-Konzentrati-
on signifikant besetzt. Frithere chemische Kartierungsstudien
hatten hingegen darauf hingedeutet, dass die Modifikation zu
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m'A9 die tRNA von der gestreckten E-Form in die Klee-
blattform C iiberfiihrt.”! Diese Diskrepanz kann daher
rithren, dass — anders als bei Kartierungsstudien — emFRET-
Experimente exakt im thermischen Gleichgewicht durchge-
fithrt werden. In der ndheren Zukunft werden wir unsere
Arbeiten auf andere natiirlich vorkommende Modifikationen
ausweiten, inklusive der fiinf in humaner mt-tRNAM*
bleibenden Modifikationen.™ Dieser Ansatz kann auch pro-
blemlos auf Struktur-Funktions-Studien von RNA (oder
DNA) genutzt werden, bei denen nichtnatiirliche Nucleotid-
modifikationen verwendet werden; dieser Ansatz ist auch als
,atomare Mutagenese* bekannt.

VEr-

Experimentelles
FRET-markierte Kwt- und Km'A-Konstrukte wurden wie bereits
beschrieben hergestellt.®! Kurz zusammengefasst wurde das RNA-
Fragment, das die m'A9-Modifikation trigt, durch Festphasensyn-
these (Phosphoramidit-Kupplung mit 1-Methyladenosinphosphor-
amidit) und abgewandelte Schutzgruppenchemie synthetisiert.””!
Weitere RNA-Fragmente wurden kiuflich erworben (IBA, Gottin-
gen). Cy3 und Cy5 wurden durch postsynthetische NHS-Kupplung an
Aminolinker tragende 2'-Desoxythymidine (Positionen 4 und 41 in
den tRNA-Konstrukten) in separate Oligoribonucleotide eingefiihrt,
die dann durch Splint-Ligation zusammengesetzt wurden.®?’}
tRNA-Lgsungen (=100 pm) in 50 mm Tris-HCI-Puffer bei un-
terschiedlichen Mg’*-Konzentrationen wurden durch Mischen von
destilliertem Wasser (Fluka, Taufkirchen), 250 mm Tris-HCI-Puffer
(pH 7.4), 1m MgCl, und tRNA-Losungen in entsprechenden Anteilen
zubereitet. Vor den Messungen wurden die tRNA-Losungen 3 min
auf 60 °C erhitzt und langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt. Fiir die
emFRET-Messungen wurden die Proben zwischen zwei Deckglis-
chen eingebracht.”!

Einzelmolekiilfluoreszenzmessungen wurden mit einem selbst-
entwickelten konfokalen Laserrastermikroskop durchgefiihrt, das die
Emission in zwei Farbkanilen parallel registriert.'>*") Die Laseran-
regung wurde mit einem akustooptischen Filter (AOTF, AA Opto-
Electronic, Orsay, Frankreich) alle 100 us zwischen der griinen 514.5-
nm-Linie eines Ar*/Kr*-Lasers (modifiziertes Modell 164, Spectra-
Physics, Mountain View, USA) fiir Cy3 sowie der roten 633-nm-Linie
eines He/Ne-Lasers fiir Cy5 alterniert. Die Fluoreszenzemission
wurde mit einem Wasserimmersionsobjektiv (UPlan-Apo 60 x/
1.20 w, Olympus, Hamburg) aufgenommen, durch eine Lochblende
mit 100 pm Durchmesser gefiihrt, mit einem Strahlteiler bei 640 nm
(HQ640DCXR, AHF, Tiibingen) aufgeteilt, gefiltert (Donor: 555-
610 nm, HQ582/50, AHF; Akzeptor: 650-750 nm, Emitter Cy3/Cys5,
AHF) und schlieBlich mit Avalanche-Photodioden (SPCM-CD 3017,
PerkinElmer, Boston, USA) detektiert. Die gezidhlten Photonen
wurden in einem Computer mit einem multifunktionellen Datener-
fassungsmodul (NI PCI-6229, National Instruments, Miinchen) in 10-
us-Zeitschritten registriert. Details der Datenanalyse sind in den
Hintergrundinformationen beschrieben.
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Stichworter: Einzelmolekiluntersuchungen -
FRET (Resonanter Fluoreszenzenergietransfer) -
Konformationsanalyse - RNA - Thermodynamische Analyse
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