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F�r eine dreidimensionale Anordnung von Nucleins�uren
muss die negative Ladung, die durch das Zuckerphosphat-
r�ckgrat verursacht wird, neutralisiert werden. Als wichtigste
Cofaktoren neben Proteinen und Polyaminen gehen Metall-
ionen eine Bindung mit Nucleins�uren ein. Sie helfen dabei,
die Abstoßungskr�fte zu �berwinden und eine h�her geord-
nete Struktur zu erreichen. Ferner sind sie h�ufig aktiver
Bestandteil chemischer Reaktionen von katalytisch wirken-
den Nucleins�uren, den Ribozymen.[1] Diese katalytischen
RNAs zeigen eine hohe Selektivit�t f�r Metallionen sowohl
hinsichtlich der Art als auch hinsichtlich der Konzentrati-
on.[2–6] Mg2+ ist das h�ufigste zweiwertige Metallion in der
Zelle und gilt als nat�rlicher Ribozym-Cofaktor.

Selbstspleißende Gruppe-II-Introns geh�ren zu den
gr�ßten bekannten Ribozymen und sind in den organellen
Genen von kleineren Eukaryoten, Pilzen, Pflanzen und
Bakterien zu finden.[7] Diese Ribozyme sind große moleku-
lare Maschinen, die zur Autokatalyse[7] f�hig sind. Das
Gruppe-II-Intron Sc.ai5g der Hefe Saccharomyces cerevisiae
diente als Grundlage f�r das hier untersuchte Ribozym D135.
Letzteres erreicht seine optimale Aktivit�t in vitro unter
nichtphysiologischen Bedingungen wie hohen Metallionen-
konzentrationen (500 mm KCl, 50–100 mm MgCl2).[8] D135 ist
aus den Dom�nen 1, 3 und 5 von Sc.ai5g aufgebaut und ent-
h�lt somit alle notwendigen Elemente f�r eine hohe kataly-
tische Wirksamkeit, weshalb es zum am besten charakteri-
sierten Modellsystem f�r die Untersuchung der Faltung von
Gruppe-II-Introns wurde.[9, 10] Der Faltungsprozess von D135
ist Mg2+-abh�ngig.[10] Ausgehend vom ungefalteten Zustand
U, der in Gegenwart von ausschließlich einwertigen Metal-
lionen vorliegt, bilden sich bei Mg2+-Zugabe zun�chst zwei
�bergangszust�nde I (erweiterter Zwischenzustand) und F
(gefalteter Zwischenzustand), ehe der native Zustand N er-

reicht wird. Die beiden Zust�nde I und F befinden sich in
einem dynamischen Gleichgewicht und sind nur durch eine
niedrige Energiebarriere getrennt.[10] Interessanterweise ak-
tiviert eine steigende Mg2+-Konzentration die Faltungsdyna-
mik und schafft damit einen direkten Zusammenhang zwi-
schen Dynamik und Ribozymaktivit�t.[10]

Das Hammerhead-Ribozym beh�lt seine Aktivit�t, wenn
ausschließlich Ca2+ als zweiwertiges Kation vorliegt.[3,11] Auch
das gr�ßere Tetrahymena-Gruppe-I-Intron faltet sich in Ge-
genwart von Ca2+ vollst�ndig, jedoch wird hier f�r die kata-
lytische Funktion zus�tzlich eine kleine Menge Mg2+ ben�-
tigt.[12] Dagegen werden Gruppe-II-Introns bereits durch
kleine Mengen Ca2+-Ionen gehemmt, die dabei die Mg2+-
Ionen im gefalteten Zustand aktiv ersetzen.[4] Diese Ca2+-
Hemmung ist besonders interessant, weil das cox1-Gen, das
f�r Sc.ai5g kodiert, in der mitochondrialen DNA zu finden ist.
Die Mitochondrien fungieren unter anderem als zellul�re
Calciumspeicherpl�tze und sind somit an der Ca2+-Hom�o-
stase beteiligt. Zus�tzlich wirken die Cytochromoxidase 1 wie
auch wechselnde Ca2+-Konzentrationen an apoptotischen
Vorg�ngen mit.[13–15] Folglich ist es gut m�glich, dass das
Spleißen dieses Ribozyms und damit die fehlerfreie Prozes-
sierung des cox1-Gens zur funktionellen Boten-RNA durch
den lokalen Calciumspiegel in den Mitochondrien geregelt
werden.

Bisher war es nicht m�glich zu entscheiden, ob Ca2+ die
Gesamtstruktur des Ribozyms beeinflusst oder durch spezi-
fischen Ersatz eines oder mehrerer Mg2+-Ionen direkt die
Katalyse st�rt. Beide Effekte w�rden in einem standardi-
sierten Aktivit�tsversuch zur gleichen Inhibierung f�hren und
k�nnten so nicht unterschieden werden. Zur Beantwortung
dieser Frage untersuchten wir den Faltungsprozess in Ge-
genwart von Ca2+ unabh�ngig von der Katalysefunktion
mittels Einzelmolek�l-F�rster-Resonanzenergietransfer
(smFRET).

Das mit einem Fluorophor markierte D135-L14-Ribozym
wurde bereits charakterisiert,[10] wobei gezeigt wurde, dass es
RNA-Substrate katalytisch schneiden kann (Abbildung S1 in
den Hintergrundinformationen). Wir f�hrten nun smFRET-
Experimente bei Ca2+-Konzentrationen von 0, 2, 5, 7 und
10 mm durch und gaben jeweils soviel Mg2+ zu, dass eine
Gesamtkonzentration an zweiwertigen Metallionen von
100 mm erreicht wurde. Kumulative FRET-Verteilungshisto-
gramme der einzelnen Molek�lfaltungsbewegungen sind in
Abbildung 1a gezeigt (je 30–50 Molek�le).[10] Die beiden
Zwischenzust�nde I und F (FRET� 0.25 und 0.4) sind gleich
stark besetzt, wenn ausschließlich Mg2+ vorhanden ist, w�h-
rend der native Zustand N (FRET� 0.6) deutlich geringer
vertreten ist. Bei Zugabe von Ca2+ findet eine eindeutige
Populationsverschiebung statt: Der Anteil des 0.4-Zustands
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sinkt, w�hrend der des 0.6-Zustands drastisch ansteigt (Ab-
bildung 1 a). Zus�tzlich verschiebt sich bei einem Anstieg der
Ca2+-Konzentration auf 10 mm der Wert der h�chsten FRET-
Verteilung von ca. 0.60 zu ca. 0.54.

Um den Anstieg der Besetzung des 0.6-Zustands in Ge-
genwart von Ca2+ zu charakterisieren, wurden die Molek�l-
bewegungen einzeln analysiert (Abbildung 2). Ist nur Mg2+

vorhanden (Abbildung 2, oben), sind drei wiederkehrende
Konformationen von D135-L14 bei FRET-Werten von un-
gef�hr 0.25, 0.4 und 0.6 zu beobachten, die I, F bzw. N zuge-
ordnet werden k�nnen. Alle drei Zust�nde befinden sich in
einem schnellen dynamischen Gleichgewicht, wobei der 0.6-
Zustand jeweils nur eine kurze Lebensdauer hat. Bei Zugabe
von Ca2+ treten zwei deutlich unterschiedliche Signalverl�ufe

auf. Der Verlauf vom Typ 1 �hnelt demjenigen, der beob-
achtet wird, wenn ausschließlich Mg2+ vorhanden ist (Abbil-
dung 2, Mitte). Dagegen zeigt der Verlauf vom Typ 2 ein
vollkommen anderes Verhalten: Es tritt ein direkter �ber-
gang vom 0.25- zum 0.6-Zustand auf, den die Molek�le
haupts�chlich besetzen. Der 0.4-Zustand wird somit kaum
besetzt (Abbildung 2, unten). Die Konformation des 0.4-Zu-
stands ist hier offensichtlich Bestandteil eines seltener be-
schrittenen Faltungsweges. Allerdings ist nicht ganz klar, ob
der �bergang vom 0.6- zum 0.25-Zustand tats�chlich direkt
erfolgt oder doch �ber den 0.4-Zustand und dieser nur wegen
der Zeitaufl�sung von 33 ms nicht nachweisbar ist. Der 0.4-
Zwischenzustand kann zwar von beiden Zust�nden (0.25 und
0.6) aus erreicht werden, ist aber kein Durchgangszustand, da
die Molek�le vom 0.4-Zustand jeweils bevorzugt wieder in
ihren Ausgangszustand zur�ckfallen, statt in den dritten Zu-
stand �berzugehen. �berg�nge einzelner Molek�le vom
einen in den anderen Typ konnten innerhalb des einmin�ti-
gen Beobachtungszeitraums nicht nachgewiesen werden.
Grund hierf�r k�nnte, wie schon fr�her beobachtet, eine ge-
wisse Erinnerungsf�higkeit der Molek�le sein.[16]

Die getrennten Histogramme der Zeitverl�ufe von Mo-
lek�len des Typs 1 und 2 deuten ebenfalls stark darauf hin,
dass zwei klar voneinander unterscheidbare Subpopulationen
existieren (Abbildung 1b). Typ-1-Histogramme sind durch
eine breite Signalverteilung der 0.25- und 0.4-Zust�nde und
eine durchweg geringe Signalverteilung des Zustands bei
FRET� 0.6 gekennzeichnet. Letztere steigt mit zunehmen-
der Ca2+-Konzentration leicht an. Im Gegensatz dazu finden
sich in Typ-2-Histogrammen haupts�chlich Verteilungen des
tiefen und hohen FRET-Zustands und nur ein geringer Anteil
des Zwischenzustands. Genauere Untersuchungen der Typ-2-
Histogramme zeigen außerdem eine Verschiebung des
h�chsten FRET-Zustands von 0.58 zu 0.53, w�hrend die

Abbildung 2. Einzelmolek�lzeitverlauf bei einer Mg2+-Konzetration von
100 mm (oben) und f�r die beiden Subpopulationen bei Mg2+/Ca2+ =
90 mm :10 mm (Typ 1 Mitte und Typ 2 unten). Die FRET-Histogramme
(rechts) zeigen deutlich die beiden unterschiedlichen Verlaufstypen in
Gegenwart von Ca2+.

Abbildung 1. Histogramme der smFRET-Zeitverl�ufe in Gegenwart von Ca2+. a) Bei Zugabe von bis zu 10 mm Ca2+ (Gesamtkonzentration der
zweiwertigen Metallionen 100 mm) steigt der Anteil des Zustands bei FRET�0.6 drastisch an. Der maximale FRET-Wert verschiebt sich außerdem
von 0.6 zu 0.54, w�hrend die Signalh�he des Zustands bei FRET = 0.4 sinkt. b) Histogramme der Einzelmolek�lzeitverl�ufe f�r die beiden Subpo-
pulationen Typ 1 (links) und Typ 2 (rechts) bei unterschiedlichen Mg2+/Ca2+-Verh�ltnissen.
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Werte der zwei niedrigeren FRET-Zust�nde unver�n-
dert bleiben (Abbildung 1b). Diese Beobachtung l�sst
sich damit erkl�ren, dass Molek�le des Typs 2 nicht
mehr den nativen Zustand erreichen, sondern nur einen
fehlgefalteten Zustand M, dessen FRET-Daten sich
deutlich von denen des nativen 0.6-Zustands unter-
scheiden.

Des Weiteren bestimmten wir die relative Zahl der
Faltungsverl�ufe vom Typ 2 als Funktion der Ca2+-
Konzentration (Abbildung 3). Der Anteil an Typ-2-

Molek�len steigt linear an und erreicht bei einer Ca2+-
Konzentration von 10 mm einen Wert von 50%, was
mit dem beobachteten Funktionsverlust in Gegenwart
von Calciumionen korreliert.[4] Diese Resultate best�-
tigen abermals die Existenz zweier Subpopulationen
und erkl�ren den Verlauf der FRET-Histogramme, die
die Faltungswege der Typen 1 und 2 enthalten (Abbil-
dung 1a).

Die Faltungsgeschwindigkeit f�r Typ-1-Molek�le
wurde mittels einer „Verweilzeit“-Analyse[10] f�r eine
Reihe von Mg2+/Ca2+-Verh�ltnissen bestimmt (je 25–50
Molek�le). Die Geschwindigkeitskonstanten beider
vorw�rts gerichteter Faltungsschritte (k11 und k12) sowie
beider R�ckreaktionen (k�11 und k�12) werden mit zu-
nehmender Ca2+-Konzentration entweder linear gr�ßer
oder bleiben innerhalb der Fehlergrenze unver�ndert
(Abbildung 4). Die Verh�ltnisse der Geschwindig-
keitskonstanten der Hin- und R�ckreaktionen stimmen mit
der Beobachtung �berein, dass der h�chste FRET-Zustand
im Allgemeinen kaum besetzt ist, die RNA-Molek�le jedoch
bei Zugabe von Ca2+ zunehmend in diesen Zustand �berge-
hen (Abbildung 1 b).

F�r die Faltung der Typ-2-Molek�le wurden die Ge-
schwindigkeitskonstanten f�r den �bergang vom 0.25- zum
0.4-Zustand (k21/k�21) sowie f�r die �berg�nge vom 0.25- und
0.4- zum 0.53-Zustand (k23/k�23 bzw. k22/k�22) bestimmt (Ab-
bildung 4). Etwa ein Drittel der Typ-2-Molek�le zeigt �ber-
g�nge vom und zum 0.4-Zustand, w�hrend die �brigen Mo-
lek�le einen direkten I-M-�bergang durchlaufen. Weil Fal-
tungsvorg�nge �ber den Zustand F vor allem bei niedrigen
Ca2+-Konzentrationen nur selten zu beobachten sind, wurden
die Geschwindigkeitskonstanten k21, k�21, k22 und k�22 �ber
den Kehrwert der Durchschnittsverweilzeiten abgesch�tzt.

k21 und k�21 konnten nur f�r das Konzentrationsverh�ltnis
Ca2+/Mg2+ 10 mm :90 mm berechnet werden und weisen eine
große Standardabweichung auf, sodass eine verl�ssliche In-
terpretation schwierig ist. k22 und k�22 sind Ca2+-unabh�ngig,
w�hrend k23 mit zunehmender Ca2+-Konzentration ansteigt
und bei allen untersuchten Bedingungen den h�chsten Wert
hat, also den schnellsten Faltungsschritt beschreibt. Die Ge-
schwindigkeitskonstante der R�ckreaktion, k-23 , wird ent-
sprechend bei hoher Ca2+-Konzentration niedriger. Insgesamt
l�sst sich durch diese Werte die rasche Anh�ufung der
Ribozymmolek�le im 0.53-Zustand einleuchtend erkl�ren.

In dieser Arbeit wurde erstmals der Einfluss zweiwertiger
Metallionen und nicht nur der von Mg2+ auf die RNA-Faltung
auf der Ebene einzelner Molek�le charakterisiert. Das auf
der Basis eines Gruppe-II-Introns konstruierte Ribozym
D135-L14 ist das gr�ßte proteinfreie RNA-Molek�l, das

Abbildung 3. Der Anteil an Typ-2-Molek�len (n) als Funktion
der Ca2+-Konzentration ergibt einen linearen Zusammenhang
mit einer Steigung von (4.5�0.4) mm

�1.

Abbildung 4. Faltungswege des D135-L14-Ribozyms in Gegenwart von Mg2+

und Ca2+. a) In Gegenwart von Mg2+ ist ein linearer Faltungsweg, beginnend
vom ungefalteten Zustand U, zwingend �ber die Zwischenzust�nde I (erwei-
terter Zwischenzustand) und F (gefalteter Zwischenzustand) zum nativen Zu-
stand N zu beobachten.[10] b) In Gegenwart von Ca2+ sind zwei Subpopulatio-
nen zu erkennen. Typ 1 beschreibt einen Faltungsweg, der dem in Gegenwart
von Mg2+ �hnelt, aber leicht unterschiedliche Geschwindigkeitskonstanten
aufweist. Molek�le des Typs 2 falten meist direkt vom Intermediat I in den
fehlgefalteten Zustand M. Einige der Typ-2-Molek�le folgen einem anderen
Faltungsweg, wobei sie den Zwischenzustand F auf dem Weg von I zu M pas-
sieren. Die Maxima der FRET-Verteilung sind in Blau gezeigt. Alle Konstanten
sind in s�1 angegeben und wurden bei Konzentrationen von Ca2+/
Mg2+ = 10 mm :90 mm ermittelt. Die einzelnen Fehlergrenzen werden auf etwa
50% der angegebenen Werte gesch�tzt.[17] Der erste Schritt der Faltung, die
Zugabe von einwertigen Ionen zur RNA, ist nicht dargestellt. Es kann nicht
unterschieden werden, ob I die Verzweigungsstelle des Faltungsprozesses ist
oder ob sich bereits dieses Intermediat bei den beiden Subpopulationen un-
terscheidet (siehe Text).
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bisher mit smFRET untersucht wurde, und erwies sich als ein
gutes Modellsystem zur Erforschung der Faltung großer
RNA-Molek�le. Der selbstkatalytische Spleißprozess rea-
giert sehr empfindlich auf Spuren von Ca2+.[4] Obwohl eine
eventuell auch zus�tzliche direkte Hemmung des katalyti-
schen Schrittes durch Ca2+-Ionen nicht v�llig ausgeschlossen
werden kann, konnten wir durch unsere smFRET-Messungen
eine bisher noch nie beobachtete Ver�nderung in der RNA-
Faltung in Gegenwart von Ca2+ nachweisen:

1) Die Molek�le des Typs 1 zeigen ein �hnliches Fal-
tungsverhalten wie Molek�le in einer L�sung, die aus-
schließlich Mg2+ als zweiwertige Metallionen enth�lt, und die
einzelnen Geschwindigkeitskonstanten werden durch Zugabe
von Ca2+ nur schwach (wenn �berhaupt) erh�ht. Wir ordnen
diesen Typ-1-Molek�len eine dreidimensionale Struktur zu,
in der immer noch die wichtigsten strukturgebenden Bin-
dungsstellen durch Mg2+-Ionen besetzt sind. Eine spezifische
Bindung von Ca2+-Ionen kann zwar nicht vollst�ndig ausge-
schlossen werden, aber vermutlich erfolgt ihre Koordination
an die RNA in diesem Fall nur unspezifisch im Sinne einer
Ladungskompensation, ohne einen großen Einfluss auf die
r�umliche Anordnung der Nucleins�ure zu haben. Die gr�-
ßere Ligandenaustauschgeschwindigkeit und der gr�ßere Io-
nenradius von Ca2+ verglichen mit dem von Mg2+ k�nnten zu
einer leichten Zunahme der Geschwindigkeitskonstanten, der
beobachteten h�heren Dynamik der Dom�nen und einem
geringf�gig weniger kompakten hohen FRET-Zustand
f�hren.

2) Der 0.4-Zustand der Molek�le vom Typ 2 ist �ußerst
instabil und existiert kaum. Die unbeantwortete Frage ist, ob
die Molek�le direkt vom 0.25-Zustand in den kompakteren
fehlgefalteten Zustand mit FRET� 0.53 �bergehen oder ob
sie diesen in einem Zwischenschritt �ber den 0.4-Zustand
erreichen. Ist der 0.4-Zustand n�mlich kurzlebiger als das
experimentell vorgegebene Zeitfenster von 33 ms, kann er
nicht detektiert werden. Innerhalb der zweiten Subpopulati-
on scheint Ca2+ offensichtlich eine oder mehrere Schl�ssel-
positionen in der gefalteten Struktur zu besetzen, da der hohe
FRET-Zustand F etwas weniger kompakt ist als der native
Zustand N.

Die Unterschiede in der Faltungsdynamik des D135-L14-
Riboyzms bei steigender Ca2+-Konzentration k�nnen anhand
der unterschiedlichen Koordinationseigeschaften von Mg2+

und Ca2+ erkl�rt werden: Ca2+ ist gr�ßer, tauscht Liganden
schneller aus und kann bis zu acht Liganden koordinieren,
w�hrend die Koordinationszahl von Magnesium sechs ist.
Zus�tzlich hat Ca2+ eine intrinsisch st�rkere Affinit�t zu
Nucleins�uren als Mg2+: Da Mg2+ in unseren Experimenten
stets im �berschuss eingesetzt wurde, muss Ca2+ zumindest
an einer Stelle deutlich st�rker koordinieren als Mg2+.

Folgende Spekulationen �ber die spezifische Rolle von
Ca2+ w�hrend der einzelnen Faltungsschritte sind m�glich:
Die Struktur des 0.25-Zustands I, der auf eine gefaltete
Dom�ne 1 zur�ckzuf�hren ist,[10] scheint nicht durch Ca2+

beeinflusst zu werden. Erst nach Bindung der Dom�nen 3 und
5 an Dom�ne 1 wird bei Ca2+-Zugabe eine Trennung in zwei
parallel existierende Subpopulationen erkennbar. Es wurde
bereits fr�her gezeigt,[10] dass die Dynamik der Gruppe-II-
Introns bei hohen Mg2+-Konzentrationen zunimmt, d.h., der

0.25-Zustand wird in regelm�ßigen Abst�nden besetzt. Ver-
mutlich binden ein oder mehrere Ca2+-Ionen an eine be-
stimmte Position innerhalb des Zustands I, welche die
strukturelle Dynamik kontrolliert. Dies f�hrt im Folgenden
dazu, dass ein alternativer Faltungsweg in Richtung der
fehlgefalteten Struktur M eingeschlagen wird. Eventuell f�hrt
die Koordination des ersten Ca2+-Ions zu einer kooperativen
Bindung weiterer Ionen, was die Koexistenz von Molek�len
der Typen 1 und 2 erkl�ren w�rde. Die Annahme einer ko-
operativen Bindung von Ca2+ wird dabei durch die lineare
Zunahme des Anteils an Molek�len des Typs 2 mit steigender
Ca2+-Konzentration gest�tzt. Bis jetzt konnten im Rahmen
des experimentell gegebenen Zeitfensters keine Ribozyme
beobachtet werden, die in ihrem Faltungsverhalten zwischen
den beiden Subpopulationen wechseln. Obwohl der Zustand I
in beiden Molek�ltypen den gleichen FRET-Wert hat, kann
zudem nicht ausgeschlossen werden, dass sich bereits dieser
Zustand in den beiden Subpopulationen unterscheidet.

Unsere Resultate stimmen mit fr�heren Beobachtungen
�berein,[4] dass Ca2+ bereits im Anfangsstadium den Fal-
tungsprozess der D135-Molek�le hemmt. Biochemische Stu-
dien zeigten,[4] dass die katalytische Aktivit�t, beschrieben
durch kcat , in Gegenwart von 5 mm Ca2+ um 50 % sinkt und
das Spleißen bei 20 mm Ca2+ vollst�ndig inhibiert wird. Ein
quantitativer Zusammenhang zwischen der Hemmung des
Spleißvorgangs und dem Auftreten der zwei Subpopulationen
mit zunehmender Ca2+-Konzentration kann nicht angegeben
werden, weil in den vorherigen Experimenten die isolierte
Dom�ne 5 zugegeben wurde, d.h., sie war nicht kovalent mit
den anderen Teilen des Ribozyms verbunden. Solch eine aus
zwei Komponenten bestehende experimentelle Anordnung
behindert offensichtlich deutlich den letzten Faltungsschritt
zur aktiven Struktur.

In fr�heren Experimenten war es nicht gelungen, der
Heterogenit�t in den Faltungsvorg�ngen eine funktionelle
Rolle zuzuweisen. J�ngste L�sungs-FRET-Studien einer
verl�ngerten Form des Schistosoma-Hammerhead-Ribozyms
ergaben, dass die Natur der zugesetzten zweiwertigen Me-
tallionen zwar fast keinen Einfluss auf den RNA-Faltungs-
prozess hat, die katalytische Aktivit�t aber durch sie stark
beeinflusst wird.[6] Die von uns beobachteten kleinen Unter-
schiede in den maximalen FRET-Intensit�ten w�ren in sol-
chen L�sungsexperimenten allerdings nicht messbar. Dies
zeigt deutlich, dass nur mittels Einzelmolek�lspektroskopie
der subtile Einfluss verschiedener M2+-Ionen auf die Fal-
tungsprozesse von RNA-Molek�len aufgekl�rt werden kann.

Die Faltung von Gruppe-II-Introns ist von allgemeiner
Bedeutung, weil 1) keine kinetische Senke im Verlauf des
nativen Faltungsweges existiert, 2) der aktive Zustand N nur
ein kurzlebiger Zustand ist, der ausgehend von einem struk-
turell verdichteten, N-�hnlichen Zustand F erreicht wird,
3) der Zustand N durch Substratbindung stabilisiert wird und
4) Mg2+ nicht nur die Faltung induziert, sondern auch die
Eigendynamik der gefalteten RNA erh�ht.[10] Die hier be-
schriebenen Resultate zeigen noch zwei weitere Aspekte auf:
5) Die spezifische Koordination von Metallionen beeinflusst
die globale Architektur großer RNA-Molek�le. Somit konnte
auf der Ebene einzelner Molek�le zwischen RNA-Molek�-
len, die Mg2+ gebunden haben, und solchen, die Ca2+ ent-

Angewandte
Chemie

9923Angew. Chem. 2009, 121, 9920 –9924 � 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


halten, unterschieden werden. 6) Kombiniert man die bio-
chemischen Daten[4] mit den hier beschriebenen zwei Sub-
populationen, kann der Heterogenit�t des Faltungsprozesses
zum ersten Mal eine funktionelle Rolle zugesprochen
werden.

Experimentelles
RNA-Aufbereitung und Einzelmolek�lexperimente: Die RNA
D135-L14, abgeleitet vom Intron Sc.ai5g von S. cerevisiae, wurde
in vitro mittels selbstexprimierter T7-RNA-Polymerase transkribiert.
Als DNA-Vorlage diente das HindIII-geschnittene Plasmid
pT7D135-L14, das wie die mit T-Biotin, Cy3 und Cy5 markierten
Oligonucleotide wie beschrieben[18–20] gereinigt wurde. Die Einzel-
molek�lexperimente wurden entsprechend den Literaturvorschrif-
ten[10, 21] durchgef�hrt. Um den Einfluss steigender Ca2+-Konzentra-
tion bei gleicher Ionenst�rke zu testen und die Ergebnisse vergleichen
zu k�nnen, wurden die Proben in folgenden Mg2+/Ca2+-Mischungen
inkubiert: 100:0, 98:2, 95:5, 93:7 und 90 mm :10 mm. Einzelheiten sind
in den Hintergrundinformationen zu finden.
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