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1 Einleitung

Riboschalter (RS) sind in der Natur omniprédsent und regulieren eine Vielzahl von fun-
damentalen biochemischen Prozessen. Sie stellen eine faszinierende Untergruppe von
Ribonukleinsdure-Molekiilen dar. Thre Eigenschaften erlauben eine hohe strukturelle Dy-
namik. Sie binden spezifische Botenstoffe mit hoher Selektivitit und Sensitivitéit und re-
gulieren die Vervielfiltigung von Genen als Antwort auf die Bindung der spezifischen
Botenstoffe. Ribonukleinsduren (RNS) sind Biopolymere, bestehend aus einer langen
Sequenz, die aus vier verschiedenen Nukleotiden aufgebaut ist. Bislang waren RNS-
Molekiile in Organismen vor allem durch ihre passive Rolle als Blaupause einer Des-
oxyribonukleinsdure-Sequenz (DNS-Sequenz) in der Synthese von Proteinen bekannt.
Innerhalb der letzten Jahrzehnte wurden jedoch RNS-Molekiile entdeckt, die auch aktive
Eigenschaften besitzen [1,2]]. Dazu gehort zum Beispiel die Gruppe der enzymalen RNS,
sogenannte Ribozyme. Diese katalysieren chemische Reaktionen in Bakterien [3-5]].

In ihrer natiirlichen Umgebung in Zellen bilden RNS-Molekiile innerhalb einer wéissri-
gen Losung mit spezifischen lonenkonzentrationen dreidimensionale Strukturen, welche
die Funktion des Molekiils bestimmen. Diese funktionalen Strukturen werden als native
Konformation bezeichnet. Den Prozess, bei dem das lineare Biopolymer in seine native
Konformation iibergeht, nennt man Faltung. Ein Hauptinteresse der heutigen Erforschung
von Biopolymeren ist es, zu verstehen, welche Molekiilstrukturen welche Funktionalité-
ten iibernehmen konnen. Aus dem tieferen Verstindnis der katalytischen und regulato-
rischen Fahigkeiten von RNS-Molekiilen erhoffen sich Wissenschaftler vielfiltige An-
wendungspotentiale in der synthetischen Biologie oder der Gentechnik. Riboschalter im
Speziellen sind fiir therapeutische Anwendungen auf dem Gebiet der Krebsforschung [6]
oder der Antibiotika-Entwicklung vorstellbar [7-9].

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Molekiilstruktur und Funktion wurden
zusammen mit der Proteinforschung immer leistungsfahigere Methoden entwickelt. Dazu
gehort beispielsweise Simulationssoftware, welche die Faltung von Biomolekiilen auf im-
mer ldngeren Zeitskalen berechnen kann. Ebenso wurden die experimentellen Techniken
sukzessive verbessert. So konnten die Syntheseverfahren zur Herstellung immer groBerer
und komplexerer Biomolekiile optimiert werden. Messaufbauten mit leistungsfiahigeren
Mikroskopen ermdglichen auch Untersuchungen von lichtschwachen Proben auf immer
kiirzeren Zeitskalen. Dies ebnete den Weg fiir Untersuchungen einzelner, fluoreszenzmar-
kierter Biomolekiile, wie sie in dieser Arbeit an Riboschaltern durchgefiihrt wurden. Sol-
che Einzelmolekiilexperimente bieten gegeniiber den iiblichen Ensemblemessungen an ei-
ner Vielzahl von Molekiilen, den Vorteil, dass Mittelungen der Messdaten vermieden wer-
den. Durch Zuhilfenahme des Forsterresonanzenergietransfers (FRET) konnen die Struk-
tur und die Dynamik einzelner Molekiile bis in den Nanometerbereich vermessen werden.
In Kombination mit einer hohen Zeitauflosung der Messung ist es so moglich, mit Ein-
zelmolekiilexperimenten selbst seltene Subpopulationen von Molekiilzustinden nachzu-
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weisen. Im Gegensatz zu invasiven Methoden, wie der Einzelmolekiilkraftspektroskopie,
machen Einzelmolekiil-FRET-Experimente auch nicht invasive, in-vivo Untersuchungen
moglich. Biomolekiile wie Riboschalter besitzen eine komplexe Struktur und Faltungsdy-
namik, sodass einfache Analysemethoden oft nicht ausreichen, geniigend Riickschliisse
aus den Messdaten zu ziehen. Um ein detaillierteres Ergebnis zu erhalten, bedarf es ei-
ner ausgekliigelten Analysesoftware, zum Beispiel einer Hidden-Markov-Modellanalyse
(HMM), wie sie in dieser Arbeit eingesetzt wurde. Durch die Verwertung sowohl spek-
troskopischer als auch zeitlicher Informationen aus den Messdaten konnen ndmlich Fal-
tungszustinde identifiziert werden, welche bei konventionellen Analyseverfahren nicht
sichtbar geworden wiren. Dadurch kann ein besseres Wissen iiber die Funktion der Ribo-
schalter erlangt werden.

In dieser Arbeit wurden mit Hilfe von Einzelmolekiil-FRET-Spektroskopie und der An-
wendung einer HMM-Analyse der sogenannte SAM-I-Riboschalter untersucht. Er ge-
hort zu einer Gruppe von Riboschaltern, die den Botenstoff S-Adenosyl-L-Methionin
(SAM) binden und damit die Genregulierung auf transkriptioneller Ebene beeinflussen.
Sie sind Bestandteil der fundamentalen Biosynthese von Cystein, Methionin und SAM-
Metaboliten [[10,|11]. Bislang ist wenig iiber Konformationen und Faltungsdynamik ei-
nes vollstdndigen SAM-I-Riboschalters bekannt, sodass der Schwerpunkt dieser Arbeit
in der Erforschung der Energielandschaft des vollstindigen Bacillus subtilis yitJ SAM-I-
Riboschalters gelegt wurde.

Gliederung der Arbeit

Kapitel 2 bildet die Basis zum Verstindnis dieser Arbeit. Neben den biochemischen
Grundlagen iiber Ribonukleinsduren und Riboschalter werden auch die Grundlagen der
Struktur und Faltung von RNS-Molekiilen beschrieben. Im Weiteren wird auf die fiir die-
se Arbeit wichtigen Begriffe Fluoreszenz, Forsterresonanzenergietransfer sowie Fluores-
zenzmikroskopie eingegangen. Schlieflich wird noch die Theorie eines HMM beschrie-
ben, da es einen zentralen Anteil in der Auswertung der gemessenen Einzelmolekiiltra-
jektorien spielt.

In Kapitel 3 werden detailliert die verwendeten Messmittel und Methoden erlidutert. An-
gefangen mit den Beschreibungen des Konfokalmikroskops und des Internen Totalreflek-
tionsmikroskops wird auch auf die Vorbereitung der verwendeten Pufferlosungen und der
Probenpriparation eingegangen. Anschliefend wird die Datenerfassung sowie die Aus-
wertung und Korrektur der Messdaten behandelt. Hierbei wird gezielt zwischen den Mes-
sungen an frei diffundierenden und an immobilisierten Molekiilen unterschieden. Da zur
Auswertung eine speziell fiir Einzelmolekiil-FRET-Daten entwickelte HMM-Analyseme-
thode verwendet wurde, wird das konkrete Vorgehen der Anwendung beschrieben.

Die Ergebnisse dieser Arbeit werden in Kapitel 4 aufgefiihrt. Hier werden zuerst wichtige
Voruntersuchungen beschrieben, welche sicherstellen, dass funktionsfihige Riboschal-
termolekiile vermessen wurden. AnschlieBend werden die Ergebnisse der Messungen von
verschiedenen Konstrukten des Riboschalters in Abhiingigkeit von Liganden- und Ionen-
konzentration prisentiert und die grundlegenden Eigenschaften des Riboschalters heraus-
gearbeitet und diskutiert. Im nichsten Schritt werden dann die Daten der Einzelmole-
kiiltrajektorien eines Konstruktes sowohl in Ab- als auch in Anwesenheit des Liganden



SAM dargestellt, und die daraus erhaltene Faltungsdynamik diskutiert. Weiterhin wird
beschrieben, wie das daraus erhaltene Vierzustandsmodell durch eine quantitative Histo-
grammanalyse und durch Hinzunahme struktureller Abschitzungen auf alle Messdaten
zweier Konstrukte angepasst werden konnte. Danach folgt, wie durch die Erweiterung
der Messdaten eines dritten Konstrukts das Vier- in ein Fiinfzustandsmodell erweitert
werden konnte. Anschliefend wird ein weiterer Datensatz diskutiert, welcher das Ver-
halten des Riboschalters in Anwesenheit von S-Adenosylhomocystein (SAH), einem Ab-
bauprodukt von SAM, zeigt. Schlieflich werden die Ergebnisse in Kapitel 5 zusammen-
gefasst. Zusitzlich finden sich im Anhang detaillierte Priparationsprotokolle, statistische
Informationen der Messdaten sowie weitere Informationen iiber Funktion und Justage des
akustooptischen Strahlteilers.






2 Theoretische Grundlagen

2.1 Ribonukleinsiauren

Die Biomolekiile Desoxyribonukleinsdure (DNS) und Ribonukleinsidure (RNS) dienen
als Tréger genetischer Informationen. Diese Makromolekiile sind lange lineare Polymere
und bestehen aus einer Aneinanderreihung vieler Monomere, den Nukleotiden. Jedes Nu-
kleotid ist aus drei Teilen zusammengesetzt: einem Zucker, einer Phosphatgruppe sowie
einer von vier verschiedenen Basen. Dabei ist in einem Nukleotid die Phosphatgruppe
an das 5’-Kohlenstoffatom des Zuckers gebunden und eine der vier Basen an das 1°-
Kohlenstoffatom (Abb. [2.1.1). Die Verkettung der Nukleotide zu einem Polymer entsteht
dadurch, dass das 3’-Kohlenstoffatoms des Zuckers eines Nukleotids mit dem 5’-Kohlen-
stoffatoms des Zuckers des nachfolgenden Nukleotids iiber eine Phosphodiesterbriicke
verbunden ist. Die Kette der Phosphat- und der Zuckergruppen bilden das sogenannte
Riickgrat. Die Sequenz der Basen entlang des Riickgrates bildet eine Kodierung, welche
der eigentliche Triger genetischer Information ist, die von einer Generation zur ndchsten
weitergegeben werden kann.

DNS und RNS unterscheiden sich in zweierlei Hinsicht: Erstens ist der Zucker der RNS
die Ribose, dagegen ist die Desoxyribose der Zucker der DNS (Abb. 2.1.1). Im Gegen-
satz zur Ribose fehlt der Desoxyribose ein Sauerstoffatom am 2’-Kohlenstoffatom des
Zuckers. Dies macht die DNS im Vergleich zur RNS weniger anfillig fiir eine Hydrolyse,
und ist mutmaBlich der Grund, warum sich im Laufe der Evolution die DNS als stabilerer
Datentriger des Gencodes durchgesetzt hat. Zweitens setzen sich DNS und RNS aus nur
den drei gemeinsamen Basen Guanin (G), Cytosin (C) und Adenin (A) zusammen. Die
vierte Base der DNS ist Thymin (T), die vierte Base der RNS ist hingegen Uracil (U)
(Abb.[2.1.2) [12].

In der Natur sind zwei komplementidre Einzelstringe iliber sogenannte Watson-Crick-
Basenpaare zu einem Doppelstrang miteinander verbunden. Dies sind Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen G und C sowie zwischen A und T beziehungsweise U fiir jeweils
DNS und RNS. Die Doppelstringe winden sich in einer regelméBigen helikalen Struk-
tur zur sogenannten Helix. Bis heute wurden drei verschiedene Helix-Typen némlich der
A-, B- und Z-Typ, entdeckt, welche sich in ihrer Gestalt unterscheiden. Die Strukturen
der A- und B-Helix sind natiirlicherweise in Organismen zu finden und zeichnen sich
durch ihren rechtshidndigen Drehsinn der Helix aus. Bedingt durch den Unterschied der
Zucker von RNS und DNS finden sich RNS-Helices vor allem in einer A-Typ-Struktur
und DNS-Helices meist als B-Typ (Abb. 2.1.2). Der Z-Typ besitzt eine linkshindige He-
lix. Fiir diese Arbeit ist nur der A-Typ relevant, und wird in einem spéteren Kapitel niher
betrachtet.
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Abbildung 2.1.1: Die Zucker und das Riickgrat der DNS und RNS. Der Zucker der
DNS ist die Desoxyribose. Im Gegensatz zur Ribose, dem Zucker der RNS, ist nur ein
Wasserstoffatom und keine OH-Gruppe an das 2’-Kohlenstoffatoms des Zuckers gebun-
den. Das Riickgrat beider Polymere entsteht durch die 3’°-5°-Phosphodiesterbriicke zwi-
schen zwei Zuckern. Die Zucker sind rot, die Phosphatgruppen sind griin markiert. Die
Basen sind jeweils an das 1’-Kohlenstoffatoms des Zuckers gebunden [12].

Wihrend die DNS fast ausschlieBlich als Datenspeicher genutzt wird, iibernehmen RNS-
Molekiile eine Vielzahl von Aufgaben in fast jedem Organismus. Vor allem haben RNS-
Molekiile eine Schliisselfunktion in der Genexpression; dem Schritt in einem Organismus,
in dem die genetische Information nutzbar gemacht wird, wie zum Beispiel bei der Her-
stellung jeglichen Proteins. Die Synthese von RNS-Molekiilen aus einem DNS-Strang
wird Transkription genannt. Dabei wird die RNS-Synthese von einem groflen Enzym,
der RNS-Polymerase, katalysiert und kann in drei Schritte unterteilt werden: Initiierung,
Elongation und Termination.

Zuniachst sucht die RNS-Polymerase die DNS-Doppelhelix nach einem sogenannten Pro-
motor ab, dem Teil der Sequenz, welcher als Startsignal gilt und die Transkription initiiert.
Darauf bricht die RNS-Polymerase ungefidhr 17 Watson-Crick-Basenpaare auf und kann
dann die DNS-Doppelhelix abwickeln, wobei davon ein Einzelstrang als Schablone fiir
das Schreiben der RNS-Sequenz (engl. messenger RNS, mRNS) dient. Der Auslesepro-
zess und damit die Bewegung der RNS-Polymerase entlang der DNS besitzt dabei die
Richtung vom 3’-Ende zum 5’-Ende des DNS-Riickgrates. Die Elongation der komple-
mentdren mRNS beginnt am 5’-Ende in Richtung des 3’-Endes des RNS-Riickgrates.
Die RNS-Polymerase erreicht dabei Auslesegeschwindigkeiten von 40 bis 90 Nukleoti-
den pro Sekunde [|13]]. Das Abbruchsignal, das die Transkription terminiert, befindet sich
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Abbildung 2.1.2: Unterschied zwischen DNS und RNS. Die drei Basen Guanin (rot),
Cytosin (blau) und Adenin (magenta) sind sowohl Bestandteile von DNS als auch von
RNS. Unterschiedlich bei beiden Polymeren ist Thymin (hellgriin) bei DNS und Uracil
(cyan) bei RNS. Weiterhin unterscheiden sich beide in ihrem Zucker, eingebaut im Riick-
grat — Desoxyribose beim DNS-Riickgrat (gelb) und Ribose bei RNS-Riickgrat (orange).
Die linke 12mer Doppelhelix zeigt die Kristallstruktur einer B-DNS-Struktur (PDB-ID:
IBNA [14)]). Die rechte Struktur zeigt die Kristallstruktur einer 16mer RNS-Doppelhelix
in der A-DNS-Struktur (PDB-ID: 5KVJ @]).

im neu synthetisierten mRNS-Strang anstatt in einer Teilsequenz der DNS-Schablone.
Die Terminierung der Transkription kann sowohl durch proteinabhingige als auch durch
proteinunabhingige Varianten erfolgen:

* Eine Variante ist eine Terminierung durch das sogenannte rho-Protein. Erkennt das
rho-Protein cytosinreiche RNS-Sequenzen der neu synthetisierten mRNS, bindet
es so an den RNS-Strang, dass dieser durch das Zentrum des rho-Proteins gefé-
delt wird. Dann wandert es entlang des mRNS-Stranges hin zur RNS-Polymerase.
SchlieBlich trennt das rho-Protein die DNS-RNS-Hybridhelix auf.
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* Eine weitere Variante eines Abbruchsignals ist die Bildung einer Haarnadelschlaufe
aus einer GC-reichen Teilsequenz der neu synthetisierten mRNS (Abb. 2.1.3)). Ei-
ne solche Haarnadelschlaufe bildet eine stabile Struktur. IThre Watson-Crick-Basen-
paarung ist durch drei Wasserstoffbriickenbindungen stirker als die zwischen A und
T, welche aus nur zwei Wasserstoffbriickenbindungen besteht. Der stabilen Haar-
nadelschlaufe folgt eine Sequenz von fiinf U-Nukleotiden. Man nimmt an, dass bei
der Ausbildung einer Haarnadelschlaufe eine Auslesepause der RNS-Polymerase
erzeugt wird. Da die Bindung von U und A durch nur zwei Wasserstoftbriicken-
bindungen die schwichere Watson-Crick-Basenpaarung ist, bekommt man durch
die fiinf U-Nukleotiden eine instabile Bindung. Letztlich bewirkt die Kombination
aus der Transkriptionspause, erzeugt durch die Haarnadelschlaufe, und die schwach
gebundene Uracil-Adenin DNS-RNS-Hybridhelix einen Abbruch der Transkripti-
on. Die DNS-Schablone 16st sich von der Polymerase ab und bildet wieder seinen
DNS-Doppelstrang. Daher nennt man eine solche Haarnadelschlaufenstruktur ge-
folgt von fiinf U-Nukleotiden auch Terminator.

RNS-Molekiile, die abhédngig vom Bindungsstatus zwischen zwei Strukturen falten, wo-
bei eine davon den Abbruch eines Prozesses zur Folge hat (Terminator-Struktur, T) und
die andere den laufenden Prozess nicht beeinflusst (Anti-Terminator-Struktur, AT), nennt
man Riboschalter (RS).

/ RNS-Ponmerase_>
RNS-Polymerase +Li ak\
‘ Terminator
5 RNS-Polymerase

¥ DNS

OO OO0OOCK
Abbildung 2.1.3: Transkription des SAM-I-Riboschalters. Schematische Darstellung
des Ablaufs des Transkriptionsprozesses anhand des SAM-I-Riboschaltermolekiils. Die
schwarze mRNS Struktur hat bereits das Aptamer ausgebildet und ist in der katalytischen
Tasche der RNS-Polymerase (als Ellipse vereinfacht dargestellt) an die Schablone des
DNS-Strangs gebunden. Im Falle der Abwesenheit des Liganden wird der obere Weg ein-
genommen, in welchem die Transkription nicht abgebrochen wird, da sich die AT-Struktur
ausgebildet hat. Ist jedoch eine geniigend hohe Konzentration an SAM vorhanden, bindet
SAM am Aptamer, formt die T-Haarnadelschlaufe und bricht die Transkription ab.
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Die Bildung einer Haarnadelschlaufe kann auch durch das Vorhandensein gewisser Bo-
tenstoff beeinflusst werden. Einer dieser Kontrollmechanismen beruht darauf, dass man-
che mRNS-Sequenzen die Fihigkeit besitzen, komplexe Strukturen einzunehmen, welche
durch die Bindung gewisser Botenstoffmolekiile (Metaboliten oder Liganden) die RNS-
Struktur @ndern. Molekiile mit dieser Eigenschaft werden Riboschalter genannt. Ribo-
schalter gehoren zum nicht-kodierenden Teil eines mRNS-Strangs und sind sogenannte
cis-wirkende Elemente in der Genregulierung. Dies bedeutet, dass sie ein Teil genau der
Erbsequenz eines bestimmten Gens sind, dessen Transkription oder Translation sie selbst
regulieren [[16].

Abhingig vom Bindungszustand bestimmter Botenstoffe dndern die Riboschalter ihre
strukturelle Konformation und konnen daher zwischen einem ,,AN“- und einem ,,AUS*“-
Zustand schalten. Riboschalter, die auf transkriptioneller Ebene wirken, nehmen unter
Bindung eines Liganden bevorzugt den Terminatorzustand ein (siche Abb. 2.2.1).
Diejenigen Riboschalter, welche die Translation, also die Synthese von Proteinen, beein-
flussen, konnen durch die Bindung eines Liganden, die Synthese von Proteinen verhin-
dern. Bindet ein RS einen Liganden, wird durch die Umorientierung der RNS-Struktur
eine sogenannte Shine-Dalgarno-Sequenz (SD-Sequenz) innerhalb einer Terminatorstruk-
tur eingebaut und bleibt somit vor dem Ribosom verborgen [[17-H20]]. Die SD-Sequenz ist
eine adenin- und guaninreiche Teilsequenz der mRNS, die sich noch vor der Startsequenz
der Translation, dem Start-Codon, befindet. Die SD-Sequenz bindet an einen komplemen-
taren Strang der ribosomalen RNS (rRNS) und gilt als einer von zwei Teilen, welche den
Beginn der Proteinsynthese bestimmen [12,[21].

In dieser Arbeit werden nur Riboschalter untersucht, die auf transkriptioneller Ebene
wirken. Eine RNS-Sequenz am 5'-Ende einer nicht kodierenden mRNS, welche eine
regulierende Wirkung auf transkriptioneller Ebene besitzt, wurde zuerst von Nahvi et
al. [22]] 2002 beschrieben. Dort wurde beobachtet, dass die Bindung des Koenzyms B12
an den mRNS-Strang eine Umorientierung der RNS-Struktur hervorruft. Die Bindung des
mRNS-Strangs an das Ribosom wird gehemmt und schlielich die Reduktion der Synthe-
se eines bestimmten Proteins herbeigefiihrt.

Im Laufe der Jahre wurden immer mehr solcher Riboschalter entdeckt, sodass man heute
14 verschiedene Arten unterscheidet: Neben den beiden Unterarten der Vitamin B12-
RS [22,23]], wurden Glycin- [24] und Lysin-RS entdeckt [25H27]]. Ebenso wurden pu-
rinbindende Riboschalter, zu denen der Adenin-RS [24}[28|] und der Guanin-RS zih-
len, gefunden [28,29]. Weitere Riboschalter sind der Thiaminpyrophosphat-RS (TPP-
RS) [30,31], der Flavinmononukleotid-RS (FMN-RS) [18,30], der preQ;-RS [32], der
Glucosamin-6-Phosphat-RS [[18]] und der Magnesium-RS [33]]. Daneben wurden auch S-
adenosyl-L-methionin (SAM)-bindende Riboschalter entdeckt, wovon sechs Untergrup-
pen existieren [7,/10,34-39].

Die Struktur der Riboschalter ldsst sich in drei verschiedene funktionale Gruppen unter-
teilen: Aptamer, Expressionsplattform und Schaltsequenz. Das Aptamer ist der Biosensor
eines Riboschalters. Er besitzt die Fihigkeit, den spezifischen Liganden mit hoher Sensi-
tivitdt zu binden, denn die Affinitdt der Riboschalter gegeniiber ihren Liganden liegt im
niedrigen Nanomolarbereich [40]]. Zusitzlich besitzt das Aptamer eine hohe Selektivitit
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gegeniiber Molekiilen die dem Liganden dhnlich sind. Diese Selektivitit zeichnet sich
durch die meist > 100x Differenz zwischen den Bindungsaffinititen von riboschalterei-
genem und -dhnlichem Liganden aus [38]].

Die Expressionsplattform ist die signalgebende Struktur, die abhiingig vom Bindungszu-
stand des Liganden am Aptamer, unter der Annahme eines vereinfachten Zwei-Zustands-
modells, zwischen zwei sich gegenseitig ausschliefenden Haarnadelschlaufenstrukturen
hin- und herschaltet. In der Abwesenheit des Metaboliten nimmt die Expressionsplattform
die sogenannte Antiterminatorstruktur (AT) ein, den ,,AN-Zustand* und die Transkription
wird fortgefiihrt. In Anwesenheit des Metaboliten bindet dieser an die Aptamerdoméne,
wodurch die Expressionsplattform eine Sekundirstrukturdnderung vollzieht und in die
Terminatorstruktur (T) faltet, den ,,AUS-Zustand “ [17H20]. Somit wird die Transkription
vorzeitig abgebrochen [9,/18,37]]. Das Bindeglied zwischen der Aptamerdomine und der
Expressionsplattform ist die Schaltsequenz. Sie ist je nach Faltungszustand entweder Teil
der AT- oder der T-Struktur und erméglicht so das Schalten des RS zwischen den beiden
sich gegenseitig ausschlieBenden Strukturen. Daher verhindert die Bildung eines Zustan-
des die des anderen [17,41]. Als ein Teil der Aptamerdoméne kénnen, wie im Fall des
SAM-I-Riboschalters, einige Nukleotide der Schaltsequenz Teil der Bindungstasche sein.
Somit hat die Bindung des Liganden an die Bindungstasche des Aptamers direkt Ein-
fluss auf eine Umstrukturierung der Expressionsplattform. Sie kann als kommunikative
Verbindung zwischen beiden Dominen angesehen werden [16].

Aptamer

Expressionsplattform 5 L

Antiterminator: ,,AN“ Terminator: ,,AUS*“

Abbildung 2.2.1: Funktionale Gruppen eines Riboschaltermolekiils. Die Struktur des
Riboschalters besteht vereinfacht gesagt aus drei Teilen. Das Aptamer (rote Struktur) ist
der Biosensor des Molekiils. Es bildet die Teilstruktur der Bindungstasche aus. Die Ex-
pressionplattform (blaue Struktur) ist der Signalgeber, da dieser Teil je nach Status der
Ligandenbindung das ,,AN‘-Signal (Antiterminatorstruktur) oder das ,,AUS“-Signal (Ter-
minatorstruktur) an das Ribosom iibermittelt. Die Schaltsequenz verbindet beide Domdi-
nen miteinander und ermoglicht die regulierende Wirkung, da sie je nach Zustand Basen-
paarungen mit der Aptamerdomdne oder der Expressionsplattform eingeht [16,/42].
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Riboschalter lassen sich beziiglich des Aufbaus ihrer Bindungstasche und der Art und
Weise ihrer Faltung als Reaktion auf Ligandenbindung in zwei Typen unterteilen [16[]: So-
genannte Typ-I-Riboschalter besitzen eine vorgeformte Tertidrstruktur, die eine einzelne
vorgeformte Bindungstasche ausbildet. Die strukturelle Umordnung, als Reaktion auf die
Ligandenbindung, beschrinkt sich auf die Bindungstasche und deren angrenzende Struk-
turen, wie zum Beispiel bei den Purin-Riboschaltern [43-45]]. Bei Typ-II-Riboschaltern
hingegen setzt sich die Bindungstasche aus mehreren Teilstiicken des Aptamers zusam-
men. Die Bindungstasche wird erst durch die Ligandenbindung komplett ausgebildet und
stabilisiert. Typ-II-Riboschalter erfahren daher, neben kleineren lokalen Umstrukturie-
rungen, grofere strukturelle Konformationsinderungen. Beispiele hierfiir sind der TTP-
Riboschalter [46[] und der SAM-I-Riboschalter [47].

2.2.1 S-Adenosyl-L-Methionin (SAM) Riboschalter

Die Familie der SAM-bindenden Riboschalter steuert die Expression von Genen. Diese
Gene sind sowohl in der Biosynthese von lebensnotwendigen Aminosduren, wie Cystein
und Methionin, als auch in der Biosynthese von SAM selbst beteiligt [48]]. Die Rele-
vanz dieser Riboschalter bei der Regulierung der intrazelluliren Methionin- und SAM-
Konzentration wird durch die Tatsache unterstrichen, dass bis heute bereits sechs Unter-
gruppen der SAM-Riboschalterfamilie entdeckt wurden: SAM-I-RS bis SAM-V-RS und
SAM-I/IV-RS [10}38,39]]. Dabei tritt die Klasse des SAM-I-Riboschalters am hédufigsten
in Bakterien auf [49]. Wihrend der SAM-III-RS die Translation der SAM-Synthase regu-
liert, wirken die anderen SAM-RS-Klassen rein auf transkriptioneller Ebene (Synthasen
sind Enzyme, welche die Synthese bestimmter Stoffe katalysieren) [[10}/11,38]].

SAM ist ein hidufig auftretendes Enzymsubstrat und einer der bedeutendsten Methylliefe-
ranten in Methylierungsreaktionen [50,51]. In der Zelle wird SAM innerhalb des Methyl-
zyklus gebildet. Dabei wird die Reaktion von Methionin und Adenosintriphoshat (ATP)
durch die SAM-Synthase katalysiert. Ubertriigt SAM seine Methylgruppe (CH3) an einen
Methylgruppenakzeptor, entsteht SAH. Im weiteren Verlauf wird SAH durch die SAH-
Hydrolase zu Adenosin und Homocystein hydrolysiert. SchlieBlich wird mit Hilfe der
Methioninsynthase aus Homocystein und einer Methylgruppe wieder Methionin kataly-
siert [52,53]]. Eine Vielzahl von Methylierungsprozessen spielt im Organismus eine zen-
trale Rolle und wiren in Abwesenheit von SAM nicht moglich [54]. Die Molekiile SAM
und SAH treten beide innerhalb des Methylzyklus auf. SAM unterscheidet sich von SAH
nur durch seine an das Schwefelatom gebundene CH3-Gruppe. Diese Methylgruppe wird
durch die positive Ladung des Schwefelatoms aktiviert. Somit wird SAM zu einer reakti-
onsfidhigen Verbindung, welche seine CH3-Gruppe innerhalb einer Reaktion abgibt [38].
In Abb. 2.2.2] sind die chemischen Strukturen von SAM und SAH dargestellt. Die zu-
satzliche Methylgruppe des SAM verleiht dem Schwefelatom eine positive Ladung. SAH
besitzt hingegen ein neutrales Schwefelatom.

Ein Schliisselaspekt der Genregulierung durch den SAM-RS ist seine Fihigkeit zwischen
den dhnlichen Molekiilen SAM und SAH zu unterscheiden. Man geht davon aus, dass die
elektrostatische Komponente des positiv geladenen Schwefelatoms des SAM-Molekiils
die hohe Selektivitiat der SAM-RS gegeniiber SAH ermoglicht [55]).
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Abbildung 2.2.2: Chemische Strukturen von SAM und SAH. Die Methionin-
Adenosyl-Transferase katalysiert die Reaktion mit SAM und einem nukleophilen Sub-
strat Nu zu SAH. Beide Molekiile unterscheiden sich lediglich nur in einer Methylgrup-
pe. Durch die katalysierte Reaktion von Methionin und der Adenosylgruppe des ATP
zu SAM wird die Methylgruppe durch die positive Ladung des Schwefelatoms aktiviert.
SAM wird dadurch zu einer reaktionstihigen Verbindung.

2.2.1.1 Der SAM-I-Riboschalter

Der SAM-I-Riboschalter des Bacillus subtilis yitJ besitzt mit einer Dissoziationskonstan-
te von K4 ~ 20 nM eine sehr hohe Bindungssaffinitit [56]]. Die Affinitit von SAM ist
> 100 hoher als die seines Abbauproduktes SAH [18]]. Um zu verstehen wie der SAM-
I-RS den Liganden SAM mit hoher Affinitdt und groBer Selektivitdt bindet, wurde die
Molekiilstruktur intensiv untersucht.

Bislang wurden nur detaillierte strukturelle sowie funktionelle Untersuchungen mit dem
Aptamer ohne Expressionsplattform durchgefiihrt (Abb. 2.2.3). Dazu gehéren die Ver-
messung der Kristallstruktur mit und ohne Ligand [47.57]], sowie die Aptamer-Liganden-
Wechselwirkung [[11418,56/58-63]]. Die gefaltete Aptamerstruktur besteht dabei aus vier
Helices (P1 — P4, Abb. 2.2.4), welche sich in einem Vierstrang-Holliday-Komplex an-
ordnen. Da der SAM-I-RS ein Typ-II-RS ist, bildet sich die Bindungstasche der Apt-
amerdoméne erst durch die Bindung des Liganden SAM vollstiandig aus. Dabei spielen
mehrere funktionelle Tertidrstrukturelemente der P1- und der P3-Helix sowie der P1/P2-
Einzelstrangsequenz eine Rolle. In Abb. sind die fiir die Funktion des Riboschalters
wichtigsten Sequenzteile farblich markiert. Im Folgenden werden sie erldutert:

* Die P1- und P4- sowie die P2- und P3-Helix sind aufeinander gestapelt.

* Die Spitzkehre (engl. kink-turn, KT) in der P2-Helix ermoglicht die Bildung ei-
nes Pseudoknotens (engl. pseudoknot, PK). Der PK entsteht durch die Bildung
von Watson-Crick-Basenpaaren zwischen den Nukleotiden 32 bis 35 (CUGG) der
P2-Helix und den Nukleotiden 94 bis 97 (CCAG) der P3/P4-Einzelstrangsequenz
[47,56]]. In Mutationsexperimenten, in denen die RNS-Sequenzen des KT verédndert
wurden, beobachtete man sowohl einen Verlust der Fihigkeit vom Aptamer, den
Liganden SAM zu binden, [59] als auch eine Abnahme der regulierenden Wirkung
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des RS [62]. Ebenso konnten McDaniel et al. [64] mit vergleichbaren Mutationsex-
perimenten zeigen, dass auch eine Zerstérung der Pseudoknotensequenz zu einem
Verlust der SAM-bindenden und der regulatorischen Funktion des RS fiihrt.

* Ein Adenosintripel A90 — A92 formt ein Basentripel mit zwei Watson-Crick-Basen-
paare der P2-Helix (G29 — C37 sowie G30 — C36). Es unterstiitzt somit die Bildung
des PK.

Wihrend sich die Haarnadelstrukturen (engl. hairpin structures) der Helices P2 — P4 je-
weils aus benachbarten Sequenzteilen bilden, entsteht die P1-Helix erst durch die Watson-
Crick-Basenpaarung weit auseinander liegender Einzelstrangelemente. Im Fall des SAM-
I-RS des Bacillus subtilis yitJ besteht die P1-Helix aus Watson-Crick-Basenpaaren der
RNS-Sequenz U9 — C15 und G118 — A124.

Uberraschenderweise sind sich die Kristallstrukturen des SAM-I-Aptamers mit gebun-
denem und ungebundenem SAM idhnlich. Dies konnte auch bei der Bestimmung der
Kristallstruktur anderer Riboschalterfamilien, wie zum Beispiel dem Lysinriboschalter,
beobachtet werden [57]]. Moglicherweise hat die Kristallisation des Riboschalters dessen
Struktur in eine ligandengebundene Form gezwungen. Die Aptamerkristallstruktur des
SAM-I-RS ist in Abb.[2.2.3| zu sehen. Auf die Ausbildung der RS-Struktur nehmen wei-
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Abbildung 2.2.3: Sekundiir- und Tertidrstruktur der SAM-I-Aptamerdomiine. Die
farblich hervorgehobenen Strukturen der Sekundirstruktur (a) und der Tertidrstruktur
(PDB-ID: 4KQY [56]) (b) heben jeweils dieselben Nukleotide hervor. Sie sind ma3geb-
lich fiir die Ligandenbindung. Diese strukturellen Merkmale sind stammesgeschichtlich
zu > 97% erhalten geblieben. Dazu gehdren die Spitzkehre (orange), der Pseudokno-
ten (rot), Nukleotide, die direkt fiir die SAM-Bindung verantwortlich sind (griin), und
ein Adenosin-Tripel (A-Tripel, blau) [3§)]. Die griin markierten Watson-Crick-Basenpaare
Al13 - UI20 und Ul4 — A119 dienen vor allem zur Unterscheidung zwischen SAM und
SAH. Die restlichen griin markierten Nukleotide kénnen nicht zwischen SAM und SAH
unterscheiden und haben dieselbe ligandenbindende Funktion [58]. (b) Die ausgebilde-
te Bindungstasche, deren Kern aus den griinmarkierten Nukleotiden besteht, bindet den
Liganden SAM (magenta) [38].
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tere Faktoren Einfluss. So zeigten in-vitro-Experimente, dass der SAM-I-Riboschalter in
Anwesenheit von Magnesiumionen eine kompaktere Struktur einnimmt als in deren Ab-
wesenheit, denn die positiv geladenen divalenten lonen reduzieren die AbstoBung der ne-
gativ geladenen Phosphatgruppen des RNS-Riickgrates. Im Fall des SAM-I-RS sorgen die
Magnesiumionen fiir eine Stabilisierung der Tertidrstruktur. SAM und Magnesiumionen
zusammen sorgen fiir eine vollstdndige Stabilisierung der Tertidrstruktur des Aptamers.
In Anwesenheit von SAM und Magnesiumionen nimmt der SAM-I-RS eine Struktur ein,
welche zu jener der gemessenen Kristallstruktur vergleichbar ist [57,/65]]. Die strukturelle
Anordnung der gestapelten Helices zum Vierstrang-Holliday-Komplex bildet zusammen
mit dem KT und dem PK im Zentrum der SAM-I-RS-Struktur die Bindungstasche aus.
Da die Bindungsstellen des Liganden SAM aus Teilsequenzen der P1- und der P3-Helix
bestehen, spricht man auch von einer zweigeteilten Bindungstasche. Der Adeninteil des
SAM-Molekiils bildet ein Basentripel mit den Nukleotiden A53 und U86 der P3-Helix.
Der Methioninteil des SAM-Molekiils bildet Wasserstoffbriicken mit den Nukleotiden
C52 und G87 der P3-Helix sowie der G18 Nukleinsdure der P1/P2-Einzelstrangsequenz.
Das positiv geladene Schwefelatom des SAM-Molekiils wechselwirkt elektrostatisch mit
den Riboseteilen der A13 — U120 und der U14 — A119 Basenpaare der P1-Helix [47].
Die SAM-bindenden Teile der Bindungstasche sind in Abb. [2.2.3] griin markiert. Die po-
sitive Ladung des Schwefelatoms, welche SAH fehlt, begiinstigt bei SAM die Bildung
der P1-Helix. Die Teilsequenz U121 — C130 am 3/-Ende des Aptamers entspricht der
Schaltsequenz des SAM-I-RS, da sie sowohl Teil der T- als auch der AT-Struktur ist.
Folglich wird durch die Bindung des Liganden SAM an den RS die Ausbildung der P1-
Helix initiiert. Die Schaltsequenz wird somit aus der AT- in die T-Struktur tiberfiihrt und
spielt daher fiir die Stabilisierung der P1-Helix eine entscheidende Rolle fiir den SAM-I-
Riboschalter [66].

Bis heute sind tiefergehende Untersuchungen der allosterischen Strukturen von Aptamer
und Expressionsplattform, sowie der Faltung zwischen AT- und T-Zustinden von kom-
pletten Riboschaltern, selten [67,/68]]. Eine Kristallstruktur des vollstindigen SAM-I-RS
existiert nach wie vor nicht. In Abb.[2.2.4]a, b sind die Sekundérstrukturen des T- und AT-
Zustands des SAM-I-RS abgebildet. Fiir ein besseres Verstindnis der dreidimensionalen
Strukturbildung sind in Abb.[2.2.4{c, d die Helices als Zylinder schematisch dargestellt. In
dieser Arbeit wurde die Energielandschaft des vollstandigen SAM-I-Riboschalters (169
nt, Bacillus subtilis yitJ) in Abhingigkeit von Mg”*-Tonen und der SAM-Liganden-Kon-
zentration untersucht. Dazu wurde die Methode des Einzelmolekiil-Forsterresonanzener-
gietransfers (SmFRET) mit spezifisch fluoreszenzmarkierten Konstrukten angewandt.

2.2.2 RNS-Struktur

Die Funktion eines Biomolekiils steht in direktem Zusammenhang zu seiner Struktur. Der
Prozess, in welchem Proteine, DNS und RNS aus ihrem Zustand als elongierte Polymer-
kette in ihre dreidimensionale, funktionale Struktur finden, bezeichnet man allgemein als
Faltung. Obwohl die Faltung von Biomolekiilen willkiirlich erscheint, beobachtet man bei
vielen eine hierarchische Faltung. Dabei unterscheidet man verschiedene Strukturen: die
Primir-, die Sekundir- und die Tertidrstruktur. In der Regel lduft die Faltung in dieser
Reihenfolge ab, weswegen sie auch als hierarchische Faltung bezeichnet wird [|69,/70].
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Abbildung 2.2.4: Sekundir- und Tertidirstruktur des SAM-I-Riboschalters.
Sekundar- und Tertidrstruktur des B. subtilis yit] SAM-I-Riboschalters, bestehend aus 169
Nukleotiden in der Terminator- (a) und Anti-Terminatorstruktur (b). Die Helices des Apt-
amers sind P1 (orange), P2 (magenta), P3 (blau) und P4 (griin); die Expressionsplattform
ist in dunkelrot dargestellt. Das 3’-Ende des SAM-I-Riboschalters ist mit einem Biotin
(schwarze Raute) funktionalisiert. (¢) Schematische Darstellung der Terminatorstruktur.
Das Aptamer iiberlagert hier die von Lu et al. [56] gemessene Kristallstruktur (PDB-ID:
4KQY). Die Helices P1 — P4 sowie der Terminator T sind als Zylinder dargestellt, ent-
sprechend dem Farbcode der Sekundirstrukturen. PK und KT beschreiben jeweils den
Pseudoknoten und den Kink-Turn. Die SAM-Bindungstasche wird durch den schwarzen
Pfeil markiert. (d) Schematische Darstellung der AT-Struktur mit P2, P3 und P4 in der
Anordnung wie in der Kristallstruktur. P1 und P4 sind in der gestapelten Struktur, wie
von Boyapati et al. [[3_2]] vorgeschlagen wurde, angeordnet.

Die Primérstruktur von RNS und DNS ist die Sequenz der miteinander verbundenen Nu-
kleinsduren. Mit der Bildung von Watson-Crick-Basenpaaren faltet diese Kette auf sich
selbst und bildet die Sekundéarstruktur. Damit einher geht bei DNS und RNS die Ausbil-
dung von Helices, Haarnadelschlaufen sowie von inneren Schlaufen und Ausbuchtungen.
Im weiteren Verlauf konnen einzelne Elemente der Sekundérstruktur miteinander wech-
selwirken und bilden damit eine komplexe dreidimensionale Struktur: die Tertidrstruktur.
Zu den Tertidrstrukturelementen gehoren Pseudoknoten, Haarnadelschlaufen und aufein-
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ander gestapelte Helices. Van-der-Waals-Wechselwirkungen, Wasserstoftbriicken, Salz-
briicken und weitere ionische Wechselwirkungen tragen ebenso zur Ausbildung der Ter-
tidarstruktur bei [71]].

2.2.3 RNS-Faltung

Sobald ein RNS-Molekiil durch die Transkription synthetisiert wird, beginnt es zu fal-
ten. Durch die Bildung von Watson-Crick-Basenpaaren entstehen innerhalb weniger Mi-
krosekunden lokale Haarnadelschlaufen. Nach Bildung solcher Sekundérstrukturen wer-
den diese in ihrer gegenseitigen Position und Orientierung zueinander strukturell ein-
geschriankt. Zum einen beschrianken die einzelstrangigen Verbindungssequenzen der Se-
kundirstrukturen diese in ihrer raumlichen Ausrichtung. Zum anderen bilden sich Ter-
tidrstrukturen, welche die Sekundérstrukturelemente miteinander verkniipfen [72]]. Typi-
scherweise findet die schnelle und stabile Faltung von Sekundérstrukturen auf kleineren
Zeitskalen als bei der Tertidrstrukturbildung statt. Der RNS-Faltungsprozess wird oft als
hierarchisch bezeichnet, da sich Tertidrstrukturen erst nach der Ausbildung von Sekundir-
strukturen ausbilden konnen [73]]. Als Biopolymere, bestehend aus vier unterschiedlichen
Bausteinen, iibernehmen RNS-Molekiile eine Vielzahl von Aufgaben. Erst wenn sie eine
bestimmte Tertidrstruktur einnehmen, erhilt ihre dreidimensionale Architektur eine spezi-
fische Schliisselfunktion in Zellen. Dazu gehort die Fahigkeit, spezifische Botenstoffe mit
hoher Selektivitdt und Affinitit durch das Ausbilden einer Bindungstasche zu binden, als
Katalysator zu wirken, oder signalgebende Strukturen, wie im Fall eines Riboschalters,
auszubilden. Mit dem Wissen dieser zentralen und wichtigen Rolle der RNS-Molekiile
ist es wichtig zu verstehen, wie aus einem linearen Polymer eine 3D-Struktur wird, die
genau die gewollte Aufgabe erfiillt [74]. Dieses Phinomen ist als RNS-Faltungsproblem
bekannt.

Im Gegensatz zur Proteinfaltung ist die RNS-Faltung noch wenig untersucht. Zudem wird
die Interpretation der RNS-Faltung durch folgende Gegebenheiten erschwert:

* Die Basen der vier RNS-Nukleotide sind sich chemisch dhnlich und interagieren
durch Wasserstoffbriickenbindungen (WCB-Paare) sowie durch Stapeln der Basen
aufeinander. Ebenso stellt ihre polyelektrolytische Natur, die durch die geladenen
Phosphatgruppen entsteht, eine Schwierigkeit dar.

* Das gleichméBige hydrophile Riickgrat macht zusammen mit der geringen Vielfalt
der Nukleinséduren die RNS eher zu einem Homopolymer als zu einer Polypeptid-
kette [75]]. Das bedeutet, dass die RNS viele alternative Konformationen einnehmen
kann, welche dhnlich zu den funktionalen nativen Konformationen sind. Die Ener-
gieliicke zwischen den fehlgefalteten und den gefalteten Konformationen, die Sta-
bilitétsliicke, ist meist gering. Somit ergibt sich fiir die Faltung von RNS eine raue
Energielandschaft mit vielen metastabilen Zustinden. Die funktionale Zuordnung
der Konformationen ist daher nicht immer eindeutig.

* Nicht alle Nukleotide gehen WCB-Paarungen ein. Das erschwert die Vorhersage,
welche Sekundirstrukturen ausgebildet werden. Statt der WCB-Paarungen bilden
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sich dann Strukturen wie zum Beispiel Ausbuchtungen oder Schleifen. Diese die-
nen als wichtige Strukturelemente, welche unabhéngige Helices miteinander ver-
binden.

* Die Faltung von RNS ist stark abhiingig von der Anwesenheit von Kationen. Dabei
spielt die Grole und die Ladung sowie die Form der Kationen eine entscheiden-
de Rolle, da diese die Ausbildung der Sekundér- und Tertidrstruktur beeinflussen.
Die variierende Flexibilitit unterschiedlicher RNS-Strukturen und der Einfluss der
Ionen auf die Faltung ist schwer vorhersehbar [74]].

In reinem Wasser existieren RNS-Molekiile in einem entfalteten Zustand, ihrem Einzel-
strangzustand. Denn durch die negativ geladenen Phosphatgruppen des Riickgrats ist die
elektrostatische AbstoBung so grof3, dass eine Faltung der RNS-Molekiile nicht moglich
ist. Erst indem man Salzionen wie zum Beispiel Na*, KT oder Mg?* hinzufiigt, wird die
Faltung in kompaktere Strukturen ermoglicht, indem sich die Salzionen am Riickgrat an-
lagern und die negativen Ladungen abschirmen. Schon bei niedrigen Salzkonzentrationen
wird die Ausbildung von WCB-Paarungen ermoglicht, sodass sich die Sekundérstruktu-
relemente des RNS-Molekiils ausbilden konnen. Die Zugabe von divalenten Ionen wie
Mg2+ stabilisiert die Tertidrstruktur der RNS, die in Anwesenheit von nur monovalenten
Tonen wie Nat oder K™ sehr viel weniger stabil ist. Dabei erzeugen divalente Kationen
eine stirkere Verdichtung der RNS-Struktur. Magnesiumionen, welche ein viel hoheres
Volumen-zu-Dichte-Verhiltnis als monovalente Ionen besitzen, erzeugen schon bei viel
geringeren Konzentrationen einen strukturellen Kollaps (Abb. . Mg?*-Tonen sind
vor allem zur Ausbildung von Tertidrstrukturen wichtig, da diese Strukturen oft Bindungs-
taschen fiir Magnesiumionen ausbilden und diese spezifisch binden [7677].

Wihrend also monovalente Ionen vor allem zur Ausbildung von Sekundérstrukturen und
zu einer gewissen strukturellen Verdichtung beitragen, erzeugen divalente Ionen wie Ma-
gnesium die Faltung der nativen, funktionalen Konformationen von RNS-Molekiilen [78].
Unter physiologischen Bedingungen findet man in Zellen Na*-Konzentrationen im Be-
reich von ~ 150 mM und Mg“-Konzentrationen im Bereich von =~ 1 mM [[79]. Jedoch
benotigt man fiir in-vitro-Experimente oft hohere Mg?+-Konzentrationen. Dies kann meh-
rere Griinde haben:

* Ausgleich der Strukturstabilisation durch andere Stoffe, wie zum Beispiel Proteine
und andere zellulidre Stoffe

* Erforschung von kiinstlichen RNS-Strukturen, bei welchen physiologische Bedin-
gungen keine Rolle spielen

* Erforschung von Konstrukten, deren Aktivitit erst bei hoheren Konzentrationen er-
reicht wird

* Erzeugung von thermodynamischen und kinetischen Bedingungen, welche die Auf-
nahme der Daten begiinstigen
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Kondensation Kollaps Konformations-
durch lonen suche

IR =N
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Struktur struktur Intermediat struktur

Abbildung 2.2.5: Ioneninduzierte hierarchische Faltung von RNS-Molekiilen. Nach
Zugabe von monovalenten Salzionen (rote Punkte) kondensieren diese am negativ gela-
denen Riickgrat des ungefalteten RNS-Polymers (U). Sind > 90 % der Phosphatladungen
des Riickgrates durch Ionen neutralisiert, so ist die abschirmende Wirkung gro3 genug,
sodass die RNS auf sich selbst falten kann. Mit WCB-Paarungen wird die Sekundérstruk-
tur (S) ausgebildet. Durch die weitere Erhohung der Ionenkonzentration tritt eine starke
strukturelle Verkleinerung ein, der sogenannte Kollaps. Durch die Anordnung der Helices
untereinander falten die Molekiile entweder in die zu ihrer nativen Konformation dhn-
liche Struktur oder es bilden sich metastabile Zwischenzustinde (I) aus. Durch Zugabe
divalenter Ionen (dunkelblaue Punkte) wie zum Beispiel Mg>* induziert man die Stabili-
sierung der Tertiiirstruktur und erreicht somit den Ubergang zum nativen Zustand (N) des
RNS-Molekiils [77].

Titrationsexperimente mit Salzionen decken eine hierarchische Faltung der Strukturen
auf. Dabei erkennt man, dass sich zunichst die stabileren Sekundarstrukturen bilden, be-
vor sich die Tertidrstrukturelemente ausbilden [80].

Eine physikalische Beschreibung des Faltungsmechanismus findet sich in der Berechnung
einer Energielandschaft [81,82]]. Die Faltung von Biopolymeren, wie Proteinen, DNS oder
RNS, kann als eine gerichtete stochastischen Suche interpretiert werden, wobei der Gra-
dient der potentiellen Energie so ausgerichtet ist, dass das Molekiil in den niedrigsten
energetischen Zustand, den gefalteten, nativen Zustand gelangt. Die Form einer solchen
Energielandschaft ldsst sich als Trichter beschreiben [83]]. Dabei reprisentiert jeder Punkt
in einem solchen Trichter einen Zustand mit der Gibbsschen freien Energie G [84]:

G=H-TS. 2.1)

Die Gibbssche freie Energie (freie Enthalpie) setzt sich zusammen aus der Enthalpie H
und der mit der Temperatur T gewichteten Entropie S. Mit der Enthalpie gehen die Bei-
trige der Bindungen der Polymerkette in die Gl. [2.1] ein. Dabei sind die Beitridge der
kovalenten Bindungen zwischen den Nukleinsduren zu vernachléssigen, da sie unter phy-
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2.2 Riboschalter

siologischen Bedingungen von Druck und Temperatur stabil sind. Wesentlich wichtiger
ist die Betrachtung von Bindungen, deren Energie nur wenig grofer ist als die thermische
Energie kT. Dazu gehoren van-der-Waals-Bindungen, welche durch Ladungsfluktuationen
in den Elektronenhiillen polare Bindungen erzeugen oder Wasserstoffbriickenbindungen
wie sie in Watson-Crick-Basenpaarungen zu finden sind. Die vielen Freiheitsgrade einer
Polymerkette konnen innerhalb der Konfigurationsentropie zusammengefasst werden. Sie
ist selbst fiir kleine RNS-Molekiile eine hochdimensionale Funktion und wird als Ener-
gielandschaft bezeichnet [85,[86].

Komplexe RNS-Molekiile konnen im thermischen Gleichgewicht zwischen vielen un-
terschiedlichen Strukturen fluktuieren. Durch die Messung der Uberginge zwischen den
Zustinden lassen sich die Eigenschaften der Energielandschaft von Molekiilen untersu-
chen [[87]]. Im einfachsten Fall betrachtet man zwei Zustinde A und B, zwischen denen
ein Molekiil fluktuiert:

A=B. (2.2)
Die relativen Anteile der gemessenen Zustdnde von A und B sind N4 und Np. Dabei gilt
Njy+Np = 1. (2.3)

Die Ubergiinge zwischen den Zustinden werden durch die Ratenkoeffizienten k4p und
kpa charakterisiert. Die Energiedifferenz der beiden Zustandsenergieniveaus ist durch die
Differenz der freien Enthalpie AG = AEsp = E4 — Ep bestimmt. Im Gleichgewicht der
beiden Zustédnde gilt

Ny -kap = Np -kpa. 2.4)
Durch Umstellen erhilt man den Gleichgewichtskoeffizient K, mit

kap _ Np
— =—=K. (2.5)
kpa  Na
Die Besetzungswahrscheinlichkeit eines Faltungszustands N; ist durch die Boltzmann-
Verteilung gegeben:

1
N; = ZeﬁEt. (2.6)

Dabei geht mit E; die Energie des i-ten Zustands, mit T die Temperatur und mit k die
Boltzmann-Konstante in die Gl. ein. Die Boltzmann-Verteilung wird durch die kano-
nische Zustandssumme normiert. Die kanonische Zustandssumme summiert dabei iiber
alle moglichen Mikrozustinde, welche zu einem makroskopischen Ensemble beitragen.
Somit kann K mit Gl. 2.6] geschrieben werden als

AG
K=e i, 2.7)
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2.2.4 Strukturelle Modelle zur Abschéitzung von Molekiilstrukturen

Die ideale Kette

Das einfachste Modell, mit welchem sich ein Polymer, bestehend aus einer Anzahl von
n Monomeren mit einer Bindungslidnge [/, beschreiben lésst, ist die ideale Kette. Dabei
werden anziehende und abstoBende Wechselwirkungen der einzelnen Kettenglieder un-
tereinander vernachlédssigt. Summiert man nun iiber die Anzahl von n Gliedern der Linge
[ auf, erhilt man eine charakteristische Linge des Polymers — die Konturldnge /. [88]]:

n
le=) lLi=nl. (2.8)
i=1

1
Die frei bewegliche Kette

Nimmt man nun weiterhin an, dass die Bindungen der Monomere mit gleicher Wahr-
scheinlichkeit alle moglichen Bindungswinkel 8 und Rotationswinkel ¢ zueinander an-
nehmen konnen, 0 < 0 < 7,0 < ¢ < 2, sind alle benachbarten Bindungen in ihrer Aus-
richtung unabhingig voneinander [89] (siche Abb. 2.2.6). Somit bekommt man fiir den
mittleren quadratischen Abstandsvektor beider Polymer-Enden, (1),

()= < (i 75> (i 7,-) > = nl?. 2.9)
i=1 j=1 0

Dabei gilt fiir Zufallsbewegungen der frei beweglichen Kette, dass
(Ti-T;)=ovi#) (2.10)

Diese frei bewegliche Kette besitzt fiir die Abstandsverteilung der Endpunktvektoren eine
exakte analytische Losung, mit dem Ansatz der Wahrscheinlichkeit, dass eine Polymer-
kette mit n Gliedern einen Abstandsvektor 7 besitzt.

— — no_, n _U(Tj)
P = [dTidT,8 | (L T0) = 7| TTe " @.11)
i=1 =1

—

wobei k die Boltzmann-Konstante, 7 die absolute Temperatur und U( [ j) die potenti-
elle Energie zweier Glieder an der j-ten Bindungsstelle der Bindung Tj sind. Geht die
Anzahl der Glieder n — oo, nihert sich diese Wahrscheinlichkeitsverteilung einer Gaul3-
Funktion an:

27nl?

3 2 372
P(?,n):( ) e, (2.12)
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2.2 Riboschalter

Integriert man nun das Abstandsquadrat (r?), der Endpunkte wiederum fiir
n —» oo, ergibt sich

(r)o = /OOOP(r, n)r*dr = ni®. (2.13)

Daher nennt man die frei bewegliche Kette auch Gaul3-Kette.

n-1

Abbildung 2.2.6: Modell einer Polymerkette. Modell einer Kette mit n Bindungen mit
Bindungslingen von l; bis l,,, Bindungswinkeln 0; . ,_; und Rotationswinkeln ¢; . ,. Nach
[89].

Frei rotierende Kette

Schrinkt man die Beweglichkeit der frei beweglichen Kette ein, indem man alle Bin-
dungswinkel fest und gleich hilt, so bekommt man das Modell der frei rotierenden Ket-
te [89]]. Dabei bleiben die Bindungsldangen gleich. Daraus ergibt sich

<7,-+17,~> — 12cos0. (2.14)

Weiterhin folgt, dass sich der mittlere quadratische Abstand zwischen den Bindungen i
und k+i zu

<T,~+k7,-> = 2(cos8))* (2.15)

ergibt. Fiir den mittleren quadratischen Abstandsvektor zwischen beiden Enden der frei
rotierenden Kette gilt

n

)}

(TiT ) (2.16)

—i
=1

M=

<r2> — l:i‘i <7i>2 +2

i=1

bl

und

(r*) = nl* (2.17)

1+cos®  2cos8 (1 —(cosh)")
1 —cos6 n(1—cos6)? '

Bei einer unendlich langen Kette kann man den zweiten Term vernachléssigen [89]].
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Wurmartige Kette

Projiziert man den Abstandsvektor 7 auf die Richtung des ersten Bindungsvektors T 15
so bekommt man im Falle der frei rotierenden Kette [89]:

7l 1 I &2 = < i 1—(cos0)"
=) (l11l)=1) —1 0) =l——F+—. 2.18
[ ; L) l;’) (cosB) 1 —cos6 2.18)
Betrachtet man den Fall n — oo konvergiert letztere Gleichung zu
7T 1
li = =1,. 2.19
ninoo< l ) 1—cos® 7 19

Mit der GroBe /, findet man die sogenannte Persistenzlinge, welche ein Mal fiir die
Steifigkeit der Polymerkette ist. Sie ist somit definiert als Summe aller Projektionen der
Bindungsvektoren aller Konformationen auf den ersten Vektor T I

(rlll>=z,, (1—e/z'f). (2.20)

Fiir steife Ketten wird nun das Modell der sogenannten wurmartigen Kette benutzt. Dabei
werden die Bindungswinkel relativ klein und die Anzahl der Kettenglieder grof3. Die Per-
sistenzldnge [, und die Konturléinge /. = nl werden konstant gehalten. In dieser Ndherung
bekommt man als Projektion:

2 =l
o o {1 _b (1 _ezp)] | 2.21)

le

Geht man nun noch davon aus, dass die Konturldnge viel grofer ist als die Persistenzldnge,
wird der Effekt der Kettensteifheit vernachléssigbar klein [[89]]. Damit ergibt sich dann

o
L

Durch Einsetzen von Gl. 2.8/ in Gl. kann die mittlere RNS-Kettenlidnge r.(n) von
einzelstrangigen Sequenzen, bestehend aus einer Anzahl von n Nukleotiden, berechnet
werden:

=21, (2.22)

= \/2lple = /2l pnl. (2.23)
Helixmodelle

Weitaus komplexer wird die Abschédtzung von Abstinden innerhalb der RNS-Struktur im
Fall einer Helix-Bildung. Hierzu greift man auf die gemessenen Kristallstrukturen von
RNS-Molekiilen zuriick. Aus diesen gemessenen Strukturen entwickelten Watson und
Crick ein allgemeines Helixmodell fiir DN'S-Molekiile und leiteten Folgendes ab:

» Zwei antiparallele helikale Einzelstringe winden sich rechtshdndig umeinander.

* Das Riickgrat liegt an der Auflenseite und die Basen an der Innenseite der Helix.
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* Die Basen sind annihernd senkrecht zur Helixachse ausgerichtet.

Ihr Modell entspricht heutzutage der B-DNS Helix. Wie in Kapitel 2.1] bereits dargelegt,
konnten drei verschiedene Helixarten entdeckt werden: A-, B- und Z-DNS. Diese drei
Arten unterscheiden sich dadurch, dass sich die beiden komplementéiren Einzelstringe
entweder rechtshindig (A-DNS und B-DNS) oder linkshédndig (Z-DNS) gegeneinander
aufwinden. A- und B-DNS unterscheiden sich letztlich in der jeweils unterschiedliche
Anordnung des C-3’-Atoms und des C-2’-Atomes der Ribose bzw. der Desoxyribose.
Die Z-DNS besitzt zudem im ,,zick-zack® ausgerichtete Phosphatgruppen (Z-formig).
RNS-Helices entsprechen am ehesten der A-DNS Struktur, welche deshalb hier niher
betrachtet wird. Um die Groen einer Helixstruktur zu definieren, benotigt man die An-
zahl der Nukleotide eines Einzelstrangs n, um zusammen mit dem Steigungswinkel 6;;;
die Steigung zwischen zwei Nukleotiden d,;, zu berechnen [90]. Weiterhin unterscheiden
sich die Modelle in ihrem Helixdurchmesser Dpys und im Offnungswinkel zweier auf-
einander folgender Nukleotide 6,,. Zur Berechnung der Lingen der RNS-Helices setzt
man ein A-Helixmodell der DNS an, dessen Grofen in Tab. 2.1) aufgelistet sind. Daraus
kann der Abstand zwischen zwei beliebigen Basenpaaren ry, (n), die sich auf demselben
Helixstrang befinden, berechnet werden zu

2
rhs (n) = \/(ndpb)2 + (DDNSSiH <%)) : (2.24)

Fiir Nukleotide, welche sich auf gegeniiberliegenden RNS-Stringen befinden, gilt folgen-
de Abstandsberechnung:

AN
The (n) = \/ (”dpb)2 + (Dpwssin (8,))” + (DDNSSin (%)) : (2.25)

Dabei entspricht der zweite Teilterm dem Neigungswinkel mit 6,;; = 19°. Die Winkel und
Abstinde sind zum besseren Verstindnis in Abb. 2.2.7) skizziert.

Tabelle 2.1: Charakteristische Werte der A-DNS [12].

A-DNS
GroBe Symbol  Wert
Steigungswinkel 6yi1r 19°
- Helixdurchmesser Dpns 25,5 A
Basenpaare pro Drehung n 11
Offnungswinkel O 32,7°
Steigung pro Base dpp 234
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Abbildung 2.2.7: Schematische Darstellung eines DNS-Doppelstrangs und seiner
GroBen. Zwolf Watson-Crick-Basenpaare bilden eine DNS-Doppelhelix mit den Nukleo-
tiden C (blau), G (rot), A (magenta), T (griin) und das Riickgrat (orange-farbene Struktur).
Der schwarze Zylinder stellt eine vereinfachte Darstellung der Helix dar mit den GrofBen
fiir den Winkel zwischen zwei benachbarten Basenpaaren 6,,;,, dem effektiven Abstand
zweier Basenpaare d,,;,, der Anzahl der Nukleotide n und dem Helixdurchmesser Dpys.

2.3 Absorption und Emission elektromagnetischer
Strahlung durch Materie

Setzt man ein atomares Elektron mit der Ladung ¢ = —e einem klassischen Strahlungsfeld
A (7,1) aus, so lautet der Hamiltonoperator H fiir das Gesamtsystem [91-93]:

— ~

A= (PeA(7.) + S5 B(F.0+V(7). (2.26)

2m0 mo
Eabei steht my fiir die effektive Masse des Elektrons, S fiir den Spin des Elektrons und

B (7,1) fiir das Magnetfeld. Mit P findet man den Impulsoperator und mit V(7) den
Operator der potentiellen Energie. Durch die Wahl der Coulombeichung divA (7,t) = 0
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kommutieren P und A (7,1). Somit erhalten wir die Gleichung:

S-B(7.1). (227

Die ersten beiden Terme aus Gl [2.27 2.27|ergeben den Hamiltonoperator des ungestorten Sys-
tems HO mit der kinetischen und der potentiellen Energie. Fiir den Fall, dass die Intensitét
der Strahlung nicht zu gro8 ist, kann der quadratische Term des Vektorfeldes in H> ver-
nachlédssigt werden. Der Beitrag der Spin-Bahnkopplung des Elektrons mit sich selbst
aus H muss nicht beriicksichtigt werden, wenn die Wellenldnge der elektromagnetischen
Strahlung groBer ist als das betrachtete Molekiil, also das Feld am Ort des Molekiils als
konstant angesehen werden kann. Mit einem stark vereinfachten Ansatz reduziert sich der
Storoperator auf H;. Setzt man das Vektorfeld A (7,t) als monochromatisches Feld einer
ebenen Welle abhingig vom Ortsvektor 7 und der Zeit ¢ an, so bekommt man:

X = A8 87 Tion | iR +l‘°f]. (2.28)

Die Kreisfrequenz, die Polarisation sowie die Ausbreitungsrichtung der Welle gehen je-
weils durch @, € und 77 ein. Dabei beschreibt in GI. der eti®"_Term den Beitrag der
stimulierten Emission, wobei der e /®’-Term fiir die Absorption verantwortlich ist. Fiir
das Thema dieser Arbeit ist nur der Absorptionsterm wichtig, weswegen weiterhin nur
dieser Term weiter verfolgt wird (H;). Die Wirkung von H auf eine Wellenfunktion ¥(r)
ist

ih% (1)) = (Ho-+Hi (1)) 1%(0)). (2.29)

und kann mit Hilfe der zeitabhiingigen Storungstheorie weiter untersucht werden. 7 ent-
spricht dem Planckschem Wirkungsquantum.

2.3.1 Franck-Condon-Prinzip

Um eine vollstindige Beschreibung der Wellenfunktion eines Molekiils zu erhalten, miis-
sen auch die Kerne einbezogen werden [91,94-96]. Die gesamte molekulare Wellenfunk-
tion kann mit der elektronischen Wellenfunktion y; (r,R), in Abhingigkeit von den Elek-

tronenkoordinaten 7 sowie der Kernkoordinate R und der Kernwellenfunktion Xn(i) <ﬁ>

fiir jedes i-te Elektron als Linearkombination der Produkte der Partialwellenfunktionen
geschrieben werden als

w(?,R) :ZZ%<?,R>)C”(,-) (R) (2.30)
i n
Wegen des grolen Massenunterschieds zwischen den Elektronen und den Kernen ist die

Tréagheit der Kerne viel grofler als die der Elektronen. Daher findet die Bewegung der
Elektronen auf viel kleineren Zeitskalen statt als die Bewegung der Kerne. Deshalb kann
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man in erster Nidherung die Elektron- und die Kernbewegung getrennt voneinander be-
trachten. Somit vereinfacht sich Gl.[2.30| zu einem einfachen Produkt der elektronischen
und nuklearen Wellenfunktion:

v (?, ﬁ) ~ ¥, (?, K) ) (E) . 2.31)

Diese Vereinfachung ist bekannt als die Born-Oppenheimer-Niherung. Aus Gl.[2.31)kann
man als Kombination aus Schwingungswellenfunktion der Kerne und elektronischen Wel-
lenfunktionen sogenannte vibronische Zustinde definieren. Ubergiinge zwischen einem
niedrigeren vibronischen Zustand v, , = ¥, (r,R) X, (R) und einem hoheren vibronischen
Zustand Y, ,, = W (7, R) Xm (R) konnen durch Anregung der elektronischen Wellenfunk-
tionen (Y, — y},) oder durch Anregung der Schwingungswellenfunktionen (), — Xn)
verursacht werden (siehe Abb.[2.3.1)).

E.(R)

>

0)
é : Wbmﬁ)X2<b>(§)
.é A V V= A %(’ﬁﬁ)xub)(ﬁ)
% I Wb(ﬁﬁ)xo(b)(-’)
% _ R)

st VaER(R)

_%" I Wa(ﬁﬁ)Xua)(ﬁ)

g e \ga('r:f’e)&m(ﬁ)

Kernkoordinate R

Abbildung 2.3.1: Absorption und Fluoreszenz nach dem Franck-Condon-Prinzip.
Aufgetragen sind die potentiellen Energien (schwarze Parabeln) eines Grundzustandes

E, (I_€)> und eines angeregten Zustandes E, (1_3)) mit den Eigenniveaus der vibronischen

Wellenfunktionen ; (7’, ﬁ) Xn(i)(ie’) (schwarze gestrichelte Linien) iiber der Kernkoor-
dinate R. Die dazugehdrigen Wahrscheinlichkeitsdichten des Elektrons sind als graue Li-
nien skizziert. GeméiB des Franck-Condon-Faktors ist bei Absorption (Pfeile in schwarz-
gestrichelt und blau mit ihrer Energie hVgg, hV,ps) ein Ubergang aus dem Schwingungs-
grundzustand in einen Schwingungszustand eines hoheren elektronischen Zustandes be-
sonders wahrscheinlich (Dicke der Pfeile), wenn die Maxima ihrer Wellenfunktionen
senkrecht iibereinander liegen. Gleiches gilt im Fall von Emission (roter Pfeil mit der
Energie hvyg), jedoch geschieht dies meist aus dem Schwingungsgrundzustand des ange-
regten elektronischen Zustandes. Durch MolekiilstoBe relaxiert das Elektron aus hGheren
Schwingungszustinden in den Grundzustand. Nach [91]].
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Um solche molekularen Ubergiinge zu analysieren, stellt sich der molekulare Dipolope-
rator dar als

ﬁ = .ael + ﬁnuc: (2.32)

mit [l,; als Dipoloperator des Elektrons und fi,,. als dem des Kerns. Das gesamte Uber-
gangsdipolmoment zwischen den beiden Molekiilorbitalen v/, , und v, ,, ist:

MUpa,mn = <Xm (R> |Xn (R)> <l//b (raR)|.ael |Wa (r7R)> +

(Wb (.R) [y (1, R)) (i (R)| e | % (R)) - (2.33)
=0

Damit lésst sich nun ein Ubergangsdipolmoment formulieren zu:

Hoa,mn = <%m (R) |Xn (R)> Uba- (2.34)

Dabei ist Up, das gemittelte elektronische Dipolmoment iiber alle U pa beziiglich der
Kernkoordinate R beginnend mit den Anfangs- bis zu den Endschwingungszustinden.
Diese Niherung, bei der das vollstindige Ubergangsdipolmoment ein Produkt aus dem
Uberlappintegral (¥, (R)|x, (R)) und dem elektronischen Ubergangsdipol i}, ist, ent-
spricht der Condon-Niherung. Der Beitrag bei Ubergingen zwischen zwei vibronischen
Zustdanden zur Stédrke der Dipolkopplung ist abhéngig von |,l_[ba7m,,|2 und damit abhéngig
vom Betragsquadrat des nuklearen Uberlappintegrals | (), (R) |x: (R))|?. Das Betrags-
quadrat dieses Integrals ist als Franck-Condon-Faktor bekannt.

2.3.2 Fluoreszenz

Die bislang behandelten semiklassischen Betrachtungen sind nur giiltig, um Absorpti-
on und stimulierte Emission zu beschreiben [94]. Der Effekt der spontanen Emission,
die Fluoreszenz, bei welcher ein Atom oder ein Molekiil aus einem angeregten Zustand
durch die Emission eines Photons in den Grundzustand iibergeht, kann dadurch nicht er-
kliart werden. Um eine korrekte Beschreibung der spontanen Emission zu gewihrleisten,
muss das Vektorpotential aus Gl. quantisiert werden. Dabei werden die zeitabhin-
gigen Amplituden Age*®" und Age™'®" durch Vernichtungs- und Erzeugungsoperatoren
von Lichtquanten a; und ZIJT ersetzt:

N Z 2£0Va) 2.35)

Dabei beschreibt @; die Kreisfrequenz der Lichtwelle, V das Normierungsvolumen, in
welchem sich die Lichtwelle ausbreitet (wobei periodische Randbedingungen vorausge-
setzt werden) und g die Dielektrizitdtskonstante. Somit hat das Strahlungsfeld selbst in
Abwesenheit von Photonen einen Eigenzustand und eine Grundzustandsenergie. Daher
kann die spontane Emission als Storung des angeregten Zustandes durch das Nullpunkt-
strahlungsfeld gesehen werden. Besitzt das Elektron anfinglich die Wellenfunktion W,
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und das Strahlungsfeld die Wellenfunktion 9, so ist die Gesamtwellenfunktion das Pro-
dukt der beiden mit O, , = ¥, ¥,. Der Ubergang zum Zustand @y, ,, = ¥, ¥y wird durch
den Stoéroperator H, erzeugt. Die Indizes des Strahlungsfeldes n und m sind dquivalent zur
Anzahl der Photonen der j-ten Mode. Hierfiir wird der Operator Ain GL eingesetzt.
Die Wirkung des Storoperators ist dann wie folgt:

~ e h — S ~ ~
(P | HS W) = o /280ij & (Pp| Vo) (On|dj+a} | 0). (2.36)

Aus dem ersten Teil der G1. [2.36| € (W] Y |¥,) erkennt man, dass in Ubereinstimmung
mit der semiklassischen Behandlung von Absorption und Emission nur Uberginge zwi-
schen den Zustinden W, und W}, parallel zur Polarisationsrichtung ?J- erlaubt sind. Letzt-

lich muss noch der zweite Term (| d; +ZI}L |9,,) bestimmt werden. Durch das Einsetzen
von Hermite-Polynomen kann die Losung bestimmt werden zu

~ h
[ (Ol a5 [00) | = |50 (ﬁsm,,,_l T/ 15,,17,1“) . (2.37)
J

Mit dem Kronecker-Delta §;; bekommt man nur Beitrége, wenn i = . Im ersten Term
der Gleichung verringert sich die Anzahl der Photonen von n auf n — 1, dies beschreibt
die Absorption. Der zweite Term beschreibt die Emission. Diese setzt sich zusammen aus
einer intensititsabhingigen (abhiingig von der Anzahl der Photonen /n) und einer inten-
sitdtsunabhingigen Komponente. Erstere ist als stimulierte Emission bekannt, letztere als
spontane Emission.

2.3.3 Stokes-Verschiebung

Das Fluoreszenzspektrum ist gegeniiber dem Absorptionsspektrum zu niedrigeren Energi-
en verschoben und wurde erstmals von George Stokes beschrieben Stokes1852. Dies wird
daher Stokes-Verschiebung genannt und fasst alle Beitrdge der Rotverschiebung zusam-
men. Dazu gehoren die Relaxationen innerhalb der vibronischen Zustinde jeweils im an-
geregten Schwingungszustand nach Absorption und im Schwingungsgrundzustand nach
Emission. Hauptsichlich tragen Losungsmitteleffekte dazu bei, dass das Intensitidtsmaxi-
mum des Emissionsspektrums zu dem des Absorptionsspektrums zu lingeren Wellenldn-
gen hin verschoben ist. Dieser Effekt nimmt mit der Polaritéit der Losungsmittelmolekiile
zu. Wie in Abb. [2.3.2] zu sehen ist, sind im Grundzustand Sy eines Fluorophors die Lo-
sungsmittelmolekiile so um das Fluorophor angeordnet, dass die Energie des Gesamtsys-
tems minimiert ist. Wird ein fluoreszentes Molekiil in einen angeregten Zustand gebracht,
zum Beispiel S;, so dndert sich sein Dipolmoment. Die polaren Losungsmittelmolekiile
richten sich dann nach der neuen Verteilung aus, stabilisieren den angeregten Zustand und
minimieren so die Energie des Fluorophor-Losungsmittelmolekiil-Gesamtsystems zu S7.
Geht das fluoreszente Molekiil durch die Emission eines Photons zuriick in seinen Grund-
zustand, so befindet sich das Gesamtsystem durch die noch ausgerichteten Losungsmit-
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telmolekiile weiterhin in einem angeregten Zustand Sj, da die Losungsmittelmolekiile
noch immer ausgerichtet sind. Durch erneute Ausrichtung der Losungsmittelmolekiile
wird die Energie des Gesamtsystems wieder minimiert und in seinen Ausgangszustand Sy
versetzt.

2.3.4 Fluoreszenzquantenausbeute

Den Bruchteil aller angeregten Molekiile, welche durch Fluoreszenz in ihren Grundzu-
stand zuriickkehren, definiert man als Fluoreszenzausbeute ¢. Im einfachsten Fall, in
welchem Photonen nur aus dem niedrigsten vibronischen Zustand des angeregten Sin-
gulettzustandes emittiert werden, bestimmt sich ¢ wie folgt:

emittiertePhotonen ki

¢_

— = ) 2.38
absorbiertePhotonen ki ( )

Dies ist gleichbedeutend damit, dass sich ¢ aus dem Verhiltnis der Fluoreszenzzerfallsra-
te kg zur Gesamtzerfallsrate k;o, bestimmt. Ky 15t die Summe der Raten aller Abkling-
prozesse:

kiotar = kg1 +kisc + kic +krer + ... (2.39)

Dabei findet man mit k;s¢, kjc und kggr jeweils die Zerfallsrate durch Interkombination,
innere Konversion und Resonanzenergietransfer, die konkurrierende Uberginge zur Fluo-

<)

Abbildung 2.3.2: Losungsmitteleffekt auf Fluorophore. Im Grundzustand Sy befindet
sich der Fluorophor (schwarzer Kreis) mit den polaren Losungsmittelmolekiilen (schwar-
ze Ellipsen) im Gleichgewicht. Durch die Anregung mit der Energie hv,s (blauer Pfeil)
in den ,,Franck-Condon-Zustand* §; (blauer Kreis) verdndert sich das Dipolmoment des
Fluorophors. Durch die schnelle Umorientierung der Losungsmittelmolekiile wird ein sta-
bilisierter Zustand S; (roter Kreis), und damit energetisch giinstigerer Zustand erzeugt.
Durch spontane Emission der Energie hv,,, (roter Pfeil) gelangt das System aus Fluoro-
phor und Lésungsmittel in eine Art angeregten Grundzustand S, da sich die Losungsmit-
telmolekiile noch nicht reorientiert haben. Nach [97].
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reszenz sind. Wie in Abb. 2.3.3] zu sehen, konnen alle An- und Abregungsprozesse mit
einem Jablonski-Diagramm einfach dargestellt werden. Durch die Zerfallsraten lésst sich
die Zeit bestimmen, in der das Elektron im angeregten Zustand verweilt. Diese nennt man
Fluoreszenzlebensdauer 7,

1

ktatal

T (2.40)
Durch die Absorption eines Photons passender Energie gelangt ein Elektron aus seinem
Grundzustand Sy und dem niedrigsten vibronischen Zustand in einen angeregten Singu-
lettzustand S;. Die Anregung in einen hoheren vibronischen Zustand (1,2,...) ist abhéngig
vom Franck-Condon-Faktor (siehe GI. [2.3.1)). Absorption findet auf einer Zeitskala von
10~ 15 s statt. Durch interne Konversion (engl. internal conversion, IC) relaxieren die an-
geregten Elektronen im Bereich zwischen 1074 — 107!! s in den niedrigsten Zustand
des S;-Niveaus. Die Energie wird dabei in Form von Wirme an die Umgebung abge-
geben. Von dort kann das Elektron durch Fluoreszenz in den Grundzustand iibergehen.
Typischerweise relaxiert das Elektron im Nanosekundenbereich zunéchst in einen ange-
regten Schwingungszustand des elektronischen Zustands, bevor es in den Grundzustand
zuriickkehrt [94}97]. Absorption und Fluoreszenz sind spinerhaltend. Konkurrierend zur

,1C
S, A=~
T e
S1 ;))* v _IsC
........ »_IC )
]
v :)T1
A F IC i
P( iISC
IC v v _IC
S iTX | [
o 1SS v v

Abbildung 2.3.3: Jablonski-Diagramm. Das Jablonski-Diagramm liefert eine schema-
tische Darstellung aller An- und Abregungspfade. Strahlende Ubergiinge zwischen Sin-
gulettzustinden, markiert mit Sp, S; und S», sowie zwischen dem Triplettzustind, mar-
kiert mit T;, werden mit gewellten Pfeilen dargestellt: in blau die Absorption eines Pho-
tons (A); in hellrot die Emission eines Photons durch Fluoreszenz (F); in dunkelrot die
Emission eines Photons durch Phosphoreszenz (P). Um An- und Abregungsprozesse nach
Franck-Condon in vibronische Zustinde zu verdeutlichen, sind diese als zusédtzliche Ener-
gieniveaus mit (0, 1, 2) dargestellt. Nichtstrahlende Ubergiinge sind durch geradlinige
Pfeile dargestellt. Dazu gehoren die interne Konversion (IC, hellgraue Pfeile) und die
Interkombination (ISC, schwarzer gestrichelter Pfeil). Nach [94, 97].
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Fluoreszenz, kann durch interne Konversion eine nichtstrahlende Abregung des Elektrons
herbeigefiihrt werden. Ebenso kann ein Elektron durch Interkombination (engl. intersys-
tem crossing, ISC) in den Triplettzustand 7; gelangen. Hier dndern die Elektronen beim
Ubergang aus dem angeregten Singulettzustand in einen Triplettzustand ihren Spin, bevor
sie unter einer weiteren Spinumkehr in den Grundzustand Sy zuriickfallen. Diesen Pro-
zess nennt man Phosphoreszenz und findet auf Zeitskalen im Bereich von 1073 — 1012 s
statt [94,(97].

2.3.5 Fluoreszenzbleichen und Quenchen

Da heutzutage sehr leistungsfahige Optiken und Sensoren hergestellt werden konnen,
deren Transmission bzw. Quantenausbeute > 95 % erreichen, sind die Fluorophore die
verbleibende Schwachstelle. Photophysikalische Eigenschaften, wie Fluoreszenzbleichen
und Quenchen, beeintrichtigen die Emission von Photonen durch Fluoreszenz. Viele Ex-
perimente der Fluoreszenzspektroskopie sind jedoch oft auf eine langanhaltende und kon-
tinuierliche Fluoreszenz der Fluorophore angewiesen [98,99]. Man unterscheidet zwi-
schen irreversiblen Prozessen, dem Bleichen, und reversiblen Prozessen, dem Quenchen.
Das Fluoreszenzbleichen basiert auf photochemischen Reaktionen, bei welchen Fluoro-
phore mit Sauerstoff zu einem nichtfluoreszenten Produkt reagieren, der Photo-Oxidation.
Geht ein Fluorophor im elektronisch angeregten Singulettzustand in den Triplettzustand
tiber, so kann seine Energie und der Spin des Triplettzustandes auf ein O,-Molekiil, des-
sen Grundzustand ein Triplettzustand ist, libertragen werden, sodass der Fluorophor in
seinen Grundzustand zuriickfillt. Das O,-Molekiil geht dabei in seinen angeregten reak-
tiven Singulettzustand und kann somit wiederum mit dem Fluorophor in ein nichtfluores-
zentes Produkt reagieren [[100-103]].

Beim Quenchen wird das Fluorophor durch Wechselwirkung mit anderen Molekiilen, den
Quenchern, nichtstrahlend entweder in seinen Grundzustand oder in einen langlebigen
Triplettzustand versetzt. Man unterscheidet dabei zwischen dynamischem und statischem
Quenchen des Farbstoffmolekiils. Beim dynamischen Quenchen st63t der Quencher durch
Diffusion mit dem Fluorophor innerhalb der Lebensdauer seines angeregten Zustands. Oft
bilden beide einen Ladungsiibertragungskomplex, der einen Elektronentransfer entweder
vom angeregten Farbstoff zum Quencher oder umgekehrt ermdglicht. Im Fall von stati-
schem Quenchen reagieren Fluorophor und Quencher zu einem nichtfluoreszenten Kom-
plex.

Um die Hiufigkeit des Bleichens und Quenchens zu reduzieren, gibt es verschiedene Lo-
sungsansitze. Sauerstoff kann in seiner reaktiven Zustandsform als Singulett den Farb-
stoff bleichen. Deswegen wird dieser aus der Umgebung des Farbstoffes entfernt. Dies
kann durch verschiedene chemische Reaktionen erreicht werden, wie zum Beispiel durch
den Einsatz enzymatischer sauerstoffzehrender Reaktionen [104-107].

Weitere Strategien sind zum einen, den geldsten Sauerstoff durch Stickstoff zu verdrin-
gen [108], oder zum anderen, die Probe wihrend der Messung in ein Argonbad zu le-
gen [[109]. Jedoch fehlt dann Sauerstoff als Triplett-Quencher. Wegen der langen Phos-
phoreszenzlebensdauer gilt der Triplettzustand eines Fluorophors photochemisch als ak-
tivster Zustand. Daher miissen zusétzliche Chemikalien eingesetzt werden, welche die

31



2 Theoretische Grundlagen

Fluorophore aus dem Triplettzustand wieder in den Singulettgrundzustand Sy tiberfiih-
ren [98L/110]. Mit Hilfe eines reduzierenden und oxidierenden Systems (ROXS) kann der
Triplettzustand 77 via Elektronentransfer entweder durch Reduktion in einen anionischen
F*~-Zustand oder via Oxidation in einen kationischen F*'-Zustand iiberfiihrt werden.
Diese ionischen Zustidnde des Fluorophors werden darauf jeweils durch Oxidation von
F*~ bzw. Reduktion von F** wieder in den Singulettgrundzustand versetzt. Vorausset-
zung fiir den Erfolg dieser Methode eines ROX-Systems ist es, eine hohe Oxidations-
und Reduktionsrate, ko) und kg,.q(x), zu erzeugen, welche die Raten der Bleichpro-
zesse kgx und kged in den Zustand B dominieren (Abb. . Die am héufigsten be-
nutzten ROX-Systeme sind Ascorbinsidure mit Methylviologen [98], Trolox [111], B-
Mercaptoethanol [112]] oder eine Mischung aus Cyclooctatetraen, Nitrobenzylalkohol und
Trolox [99].

Abbildung 2.3.4: Reduktions- und Oxidationsmechanismen zur Riickfithrung in den
Grundzustand. Durch Absorption von Licht wird ein Farbstoff aus seinem Singulett-
grundzustand Sy mit einer Rate ks in seinen elektronisch angeregten Zustand S; ange-
regt. Mit der Rate ky kehrt der Farbstoff entweder durch Fluoreszenz zuriick in seinen
Grundzustand, oder geht durch Interkombination (ISC) in seinen Triplettzustand T} iiber.
Die Abregung von T in Sy erfolgt durch Phosphoreszenz (mit der Rate k,;) oder I1SC
(mit der Rate kt). Dies kann auch durch Triplettquenchen mit Hilfe ROXS erfolgen. Da-
bei wird durch Reduktion (mit der Rate kg,,) und Oxidation (mit der Rate ko, ) jeweils der
anionische F*~ - bzw. der kationische F**-Zustand erzeugt. Durch darauffolgende Oxi-
dation oder Reduktion mit den Raten ko, und kg.4+« kann wiederum der Grundzustand
erreicht werden. Diese Effekte miissen mit der Bleichreaktion in den Zustand B konkur-
rieren, sodass die Raten zu B, kg"d und kgx, nicht iiberwiegen. Nach [99, 110, 113]].

2.4 Forsterresonanzenergietransfer (FRET)

FRET wurde von Forster 1946 [[114] erstmals vorgeschlagen und beschreibt den strah-
lungslosen Energieiibertrag von einem Fluorophor, dem Donor (D), auf ein anderes Fluo-
rophor, den Akzeptor (A) [97,/115]]. Dieser nichtstrahlende Prozess ldsst sich iiber die
Kopplung der Wechselwirkungsdipolmomente des Donor- und des Akzeptormolekiils
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quantenmechanisch erklédren [[116]. Unter der Annahme, dass Donor und Akzeptor mit-
einander wechselwirken konnen, um untereinander Energie auszutauschen, ergibt sich der
Hamiltonoperator des Gesamtsystems als

H = Hp+ Hy+ Hap. (2.41)

Wihrend jeweils Hp nur auf Donorwellenfunktionen und Hy nur auf Akzeptorwellen-
funktionen wirkt, erlaubt H '4p die Wechselwirkung zwischen beiden Molekiilen. Die Wel-
lenfunktionen im Grundzustand (angeregten Zustand) sind ¢p; Xp; (¢p2xp2) fiir den Do-
nor und @Pa;xa; (Pa2x42) fir den Akzeptor. Fiir eine vollstindige Betrachtung miissen
jeweils die Elemente der Ubergangsmatrix, also sowohl die Anfangs- und Endzustinde
(mit Index n = {1,2}) der Kernwellenfunktionen Yp, (Xa,) als auch der elektronischen
Wellenfunktionen ¢p, (¢4,) fiir den Donor (Akzeptor) enthalten sein. Setzt man wieder
die Born-Oppenheimer-Niherung an, bekommt man fiir die Ubergangsmatrixelemente:

Hap = (¢p19a2| Hap |9D291) (XD11XD2) (Xa1|XA2) (2.42)
HA;)r(el)
= Hap(el) (xp11xp2) (Xa1]Xa2) - (2.43)

Dabei ist Hap (el) die elektronische Wechselwirkungsenergie. Die Uberlappintegrale

| (xp1lxp2) |7 und | (xa1|xa2) |? entsprechen jeweils den Franck-Condon-Faktoren fiir die
Abregung des Donors sowie fiir die Anregung des Akzeptors. Die Funktion des Energie-
ibertrags zwischen Donor und Akzeptor ist graphisch dargestellt in Abb. 2.4.1

Fiir die elektronische Wechselwirkung machte Forster in seiner Arbeit von 1948 die Nihe-
rung, dass ,,der Molekiilabstand gro3 gegen die Bindungsabstinde der Atome ist* [117],
wodurch die fithrende Wechselwirkung die Coulomb-Wechselwirkung ist. Ist der Mole-
kiilabstand weiterhin groBer als die Molekiildimensionen, so reduziert sich die Wechsel-
wirkung auf den Dipol-Dipol-Term

Vap = (g) {(ﬁDﬁA) \?ADF3 -3 (.I«L\D?AD> (l-/IA?AD) |?AD|75} , (2.44)

wobei lp und fiy die Ubergangsdipolmomente des Donors und des Akzeptors, sowie

Ap den Abstand beider Molekiile beschreiben. Mit f und n werden lokale Feldeffekte
und der Brechungsindex des Mediums (Dielektrikum) zwischen beiden Molekiilen be-
riicksichtigt. Damit lidsst sich Hyp(el) ndherungsweise schreiben als

2
Hap(el) = (ﬁ—z) /D1(D) /D1 (A) (cos — 3cosacosB) [ Rap| > b . (2.45)

(.

-~

K

Somit gehen in die Elemente der Ubergangsmatrix die Dipolstiirken des Donors D,;(D)
sowie des Akzeptors D;;(A) und deren Orientierung k = cos® — 3cosocosf zueinan-
der in die Gleichung ein. Wie in Abb. 2.4.2] zu sehen, ist dabei 6 der Winkel beider
Ubergangsdipole zueinander und o, 8 sind die Winkel der Ubergangsdipole zum Verbin-
dungsvektor R 4p zwischen Donor und Akzeptor. Im urspriinglichen klassischen Ansatz
von Forster [[114]] waren n und k noch nicht enthalten und wurden mit der quantenmecha-

33



2 Theoretische Grundlagen

Akzeptor

Energie, Wahrscheinlichkeitsdichte

Kernkoordinate R

Abbildung 2.4.1: Resonanzenergietransfer. Voraussetzung fiir einen Resonanzenergie-
transfer ist die Kopplung der Abregung des Donormolekiils (D) und der Anregung des
Akzeptormolekiils (A). Dafiir muss die Resonanzbedingung |E, — E;| =~ 0 erfiillt sein.
Ebenso miissen die Franck-Condon-Faktoren fiir diese Uberginge ungleich Null sein.

Nach @]

nischen Betrachtung von 1948 hinzugefiigt [118]. Mit Hilfe von Fermis goldener
Regel konnen Ubergangsraten zwischen Zustinden ihnlicher Energie berechnet werden.
Fiir die Berechnung der Transferrate zwischen der Zustandsdichte von Anfangszustin-
den ps;(E;) im Bereich der Energie des Anfangszustandes E; und der Zustandsdichte der
Endzustinde psy(E;) gilt:

2w [
kreT = 7/ \Hap|*ps2(E1)ps1 (E1)dE . (2.46)

Da die FRET-Rate kggr proportional zu |[Hap|? ist, gilt kger o k°. Wie aus Gl zZu
sehen, nimmt k? daher, je nach gegenseitiger Orientierung der Ubergangsdipole der Farb-
stoffe zueinander, Werte zwischen O und 4 an. Konnen sich nun die Farbstoffe willkiirlich
bewegen, zum Beispiel durch Rotationsdiffusion, und das auf einer Zeitskala kleiner als
die Fluoreszenzlebensdauer des Donors, so ist k2 = % Farbstoffe sind meist mit flexiblen
Linkern an die zu untersuchenden Molekiile gebunden und besitzen damit auch eine ge-
wisse Bewegungsfreiheit, wodurch % meist eine gute Niherung darstellt . Die Reso-
nanztransferrate kggr bestimmt sich zu [94]):

9000 - In10 K2c*®
kreT = Rap|~%J. 2.47
RET ( 128 n4NA’L') [Rap| (2.47)
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L 4
. 1

Abbildung 2.4.2: Orientierungsfaktorx. Der Resonanzenergietransfers ist abhingig
von den Beitrigen der Ubergangsdipolmomente \ﬁp|, |ﬁA\, vom Abstand beider La-

dungszentren |ﬁAD , sowie von ihrer Orientierung zueinander 0 als auch ihrer Orientie-
rung zu R 4p mit o und B. Nach [94,/115].

Dabei gehen die Lichtgeschwindigkeit ¢, die Fluoreszenzquantenausbeute ®, die Avoga-
drokonstante N4 und die Fluoreszenzlebensdauer 7 in Gl. ein. Mit dem Brechungs-
index n wird die Ddmpfung der Ausbreitung von elektromagnetischen Wellen in einem
Medium, hier die optische Dichte der Umgebung zwischen Donor und Akzeptor, beriick-
sichtigt. Wie wir schon anhand der Franck-Condon-Faktoren gesehen haben, ist es mog-
lich, die Energieiibertragung als Funktion des Emissionsspektrums des Donors, in Ab-
wesenheit des Akzeptors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors in Verbindung zu
bringen. Mit J findet man das Uberlappintegral aus dem Donoremissionsspektrum und
dem Akzeptorabsorptionsspektrum (Abb. 2.4.3). Driickt man die Anregungsfrequenz v

. . v
der Photonen in ihrer Wellenldnge A aus mit — = —, so bekommt man
c

A

[ Fp(A)es(A)A2dA

S
A NG Y Re¥ 7}

(2.48)

Dabei ist Fp(A) die Donoremissionsintensitit und €4(A) der Extinktionskoeffizient des
Akzeptors. Bei der Untersuchung biologischer Proben mit Hilfe von Fluoreszenzspektro-
skopie bezieht sich der Brechungsindex auf das gesamte Medium zwischen Donor und
Akzeptor. Damit eingeschlossen ist auch das die Fluorophore umgebende Material, wie
zum Beispiel DNS, RNS oder Proteine und nicht nur das Losungsmittel der Probe. Da-
her ist eine genaue Bestimmung meist nicht moglich. Fiir Proteine setzt man meist einen
Faktor von n ~ 1,4 ein. Im Fall, dass man die Umgebung nicht genau kennt, benutzt man
den Brechungsindex fiir Wasser mit n ~ 1,33 [94]. Mit Ry sowie dem Abstand des FRET-
Paares R, p bestimmt sich die FRET-Rate zu [94]):

6

1 /IR

krer = — (| AD') : (2.49)
T Ro

Die starke Abhingigkeit von kggr von den Fluorophorabstinden im Nanometerbereich
macht die Anwendung des FRET-Mechanismus im Experiment zu einer leistungsfahigen
Methode, Abstandsmessungen auf einer Skala von 10 — 100 A durchzufiihren. In einer
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Abbildung 2.4.3: Uberlappintegral J. Aufgetragen sind die Absorptionsspektren der
Farbstoffe Cy3 und Cy5 als blau- bzw. hellrotgestrichelte Linien, sowie jeweils die da-
zugehérigen Emissionsspektren in griin bzw. dunkelrot. Der spektrale Uberlapp (graue
Fliche) bestimmt sich aus dem Emissionsspektrum des Donors (Cy3) und dem Absorpti-
onsspektrum des Akzeptors (CyS5).

Veroftentlichung von 1978 [120] machte L. Stryer auf die Anwendung dieser Methode
auf biologische Proben aufmerksam und bezeichnete FRET als hoch prizises Lineal zur
Vermessung von intra- oder extramolekularen Abstinden. Fasst man nun alle physikali-
schen Eigenschaften des Donor-Akzeptor-Paares (FRET-Paar) zusammen, indem wir Gl.
2.49/und GI. kombinieren, findet man den Forsterradius Ry:

1
2H716
0:[ 9In10 K@J] ‘ (2.50)

12875N, n*

Ry definiert den Abstand zwischen Donor und Akzeptor, bei welchem die Wahrschein-
lichkeit eines Energieiibertrags durch FRET bei 50 % liegt.

2.4.1 Die FRET-Effizienz

Ist die FRET-Rate kggr groBer als die Fluoresznenzzerfallsrate des Donors in Abwesen-
heit eines Akzeptors ko (alle strahlenden und strahlungslosen Effekte auler FRET inbe-
griffen), so ist der Energieiibertrag effizient. Erhoht man den Abstand beider Fluorophore,
so wird die Wahrscheinlichkeit des Energieiibertrags immer geringer, sodass schlielich
kein Transfer mehr stattfindet (siche Abb. 2.4.4). Die Wahrscheinlichkeit der Relaxation
des Donors durch den Forsterresonanzenergietransfer ist als die FRET-Effizienz E defi-
niert [115]]. Daher bestimmt sich die FRET-Effizienz E aus dem Verhiltnis der Transfer-
rate durch FRET zu der Summe aus kzgr und ko [97,/121]]:

kreT

== (2.51)
ko + kreT
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Durch Einsetzen der FRET-Rate aus Gl. in GL. erhilt man schlieBlich die Rela-
tion zwischen FRET-Effizienz und dem Abstand der Farbstoffmolekiile R4p:

E = ; (2.52)

6
R
1+ (ﬂ)
Ro
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Abbildung 2.4.4: FRET-Effizienz. Kommt das Akzeptormolekiil in die Nihe des Donor-
molekiils, so kann, abhingig vom Abstand, Energie durch den Forsterresonanzenergie-
transfer iibertragen werden. Die Ubertragswahrscheinlichkeit lisst sich durch die FRET-
Effizienz ausdriicken. Das Schaubild zeigt die FRET-Effizienz in Abhingigkeit vom Ab-
stand fiir einen Forsterradius von 53 A, den man fiir das Farbstoff-FRET-Paar Cy3 und
CysS5 findet.

2.5 Fluoreszenzmikroskopie

Um biologische Proben zu untersuchen, findet man in der Mikroskopie einen vielseiti-
gen und leistungsfihigen Werkzeugkasten. Elektronenmikroskopie zihlt beziiglich ihres
Auflosungsvermogens von Strukturen zu den genauesten Messmethoden, jedoch konnen
bislang damit nur abgetotete biologische Proben vermessen werden. Es gibt zwar Be-
mithungen, die Elektronenmikroskopie auch auf lebende Proben anzuwenden, jedoch ist
diese Technik noch nicht final ausgereift [[122-126].

Um biologische Strukturen und Vorgénge sowohl in vivo als auch in vitro zu untersuchen,
ist die Fluoreszenzmikroskopie besonders gut geeignet. Eine umfingliche Auswahl an
biochemischen Verfahren ermoglicht ndmlich die spezifische Markierung vieler biologi-
scher Strukturen, auch in lebenden Proben. Dadurch kénnen beispielsweise Reaktionen
in Zellen nachverfolgt werden, sowie die Faltung von biologischen Molekiilen wie Pro-
teinen, Enzymen oder DNS und RNS untersucht werden. Somit erlangt man durch Fluo-
reszenzmikroskopieverfahren ein tieferes Verstindnis biochemischer Vorginge [94,(97]].
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Die Kerneigenschaft eines Mikroskops ist das Auflosungsvermdogen seines Aufbaus. Das
Auflosungsvermogen beschreibt die Fihigkeit zwei zueinander naheliegende Objekte un-
terscheiden zu koénnen. Durch die endliche Offnung der Objektivlinse eines Mikroskops
entsteht durch Beugung des eingesammelten Lichts der beobachteten Probe eine radial-
symmetrische Intensititsverteilung. Dieses Beugungsbild besitzt eine zentrale Intensitéts-
amplitude, umringt von konzentrischen kreisférmigen Intensitédtsverteilungen, welche in
ihren Amplituden immer weiter abfallen. Diese Intensititsverteilung wird als Airy-Muster
bezeichnet. Das Limit des Auflésungsvermégens bestimmt sich aus dem Radius ry;,y des
ersten Intensitdtsminimums eines Airy-Musters:

1,220 f

D (2.53)

T, Airy —
Dabei ist D der Durchmesser der Apertur, f die Brennweite des Objektivs und Ay die
Wellenlidnge des Lichts im Vakuum. Zwei Airy-Muster konnen dann noch voneinander
unterschieden werden, wenn das Hauptmaximum eines Airy-Musters im ersten Minimum
des anderen beobachtet wird. Liegen beide Hauptmaxima niher beieinander sind sie per
Definition ununterscheidbar. Zur Verbesserung des Auflosungsvermogens werden Immer-
sionsobjektive eingesetzt, welche mit Wasser oder Ol zwischen Objektiv und Probe eine
Verbesserung der Auflosung um den Faktor des Brechungsindex n der Immersionsfliis-
sigkeit erreichen. Die Wellenldnge skaliert mit dem Brechungsindex mit Ag = % Damit
gilt,

1,224 1 _0,617L
n 2-sind NA

TAiry = ) (254)

wobei mit ][—Z = 2sina der halbe Offnungswinkel « des Objektivs in Gl. [2.54|eingeht. Mit
der numerischen Apertur NA = n - sinat bekommt man schlieBlich das Rayleigh-Kriterium
[127-129]]. Dieses Kriterium beriicksichtigt jedoch nicht das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis
(signal-to-noise ratio, SNR) zwischen Probe und Hintergrund, welches vor allen in der
Fluoreszenzmikroskopie bei lichtschwachen Proben entscheidend ist. In der iiblichen Weit-
feldmikroskopie ist die Belichtung der Probe nicht auf die Fokusebene (Schirfeebene)
beschrinkt, sondern belichtet jede Schicht der Probe gleichméfig, wenn man von Ab-
sorption absieht. Nachteilig ist dadurch, dass das auf den Detektor projizierte Bild nicht
nur aus Licht aus der Fokusebene besteht. Das Licht der unscharf abgebildeten anderen
Ebenen erhoht somit stark den Hintergrund, wodurch das Auflosungsvermogen schlechter
wird.

2.5.1 Konfokalmikroskopie

Ein Ausweg gelang dem Mathematiker Martin Minsky, der die optische Mikroskopie ver-
besserte. Seine Idee bestand darin, statt einer Weitfeldbeleuchtung eine punktférmige Be-
lichtung der Probe in der Fokusebene des Objektivs zu verwirklichen. Durch den zusitz-
lichen Einbau einer Lochblende sollte Licht, welches von auflerhalb des Fokuses stammt,
abgeblockt werden. Dabei ist das optische System so aufgebaut, dass Belichtungspunkt
und Detektionspunkt konfokal zueinander sind. Dadurch sollte das SNR gegeniiber kon-
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ventioneller Mikroskopie stark verbessert werden [130]. Das Prinzip eines solchen, fiir
diese Arbeit verwendeten Aufbaus ist in Abb. zu sehen. Um eine punktformige An-
regung zu erreichen, wird Licht aus einer optischen Faser oder Laserquelle ausgekoppelt
und durch eine Kondensorlinse ein kollimiertes Strahlenbiindel erzeugt. Wie in Abb.[2.5.1
gezeigt, wird die Probe durch das Objektiv nur im Fokus effektiv beleuchtet. Schlie3lich
wird das Fluoreszenzlicht der Probe wieder durch das Objektiv eingesammelt. Dadurch
wird tatsdchlich realisiert, dass der Anregungsfokus und der Detektionsfokus konfokal
zueinander sind.

Durch einen dichroitischen Spiegel werden dann Anregungslicht und Fluoreszenzlicht ef-
fektiv voneinander getrennt. Fluoreszenzlicht von auflerhalb des Fokuspunktes wird stark
unterdriickt, da nur Licht aus dem Fokus die Apertur vollstiandig passiert. Die Lochblende
spielt dabei das Schliisselelement, weswegen der Lochdurchmesser angemessen gewihlt
werden sollte. Aus dem oben definierten Rayleigh-Kriterium konnen wir ablesen, dass
das beste SNR dann erzielt wird, wenn die LochgroBe genau 4y, also einer Airy-Einheit

Fokus
Probe —___ '

Probenhalter —= i """ Fokalebene

/ 7] Objektiv
Strahlteiler

Faser

Linse

Lochblende

Detektion

Abbildung 2.5.1: Prinzip des Konfokalmikroskops. Als punktférmige Lichtquelle dient
hier eine optische Faser, in welche am anderen Ende Licht, zum Beispiel das eines La-
sers, eingekoppelt wird. Die Kondensorlinse erzeugt einen parallelen Strahlengang. Durch
einen Strahlteiler, meist ein dichroitischer Spiegel, wird das Anregungslicht in die Riick-
apertur des Objektivs reflektiert. Das Objektiv biindelt das Anregungslicht im Fokus, wo-
durch dort eine nur punktférmige Anregung erreicht wird (griiner Punkt). Die durch das
Licht angeregten Farbstoffe emittieren Fluoreszenzlicht, welches entsprechend der NA
des Objektivs wieder eingesammelt wird. Durch den eingebauten Strahlteiler wird das
Fluoreszenzsignal transmittiert. Nur das Licht aus dem Fokuspunkt passiert vollstindig
die Lochblende, da sie sich genau im Fokus der Sammellinse im Detektionspfad des Mi-
kroskops befindet (griines Strahlenbiindel). Emissionslicht, welches aus dem Anregungs-
strahlengang vor oder hinter dem Fokus erzeugt wurde (rotes Strahlenbiindel), wird durch
die Lochblende stark unterdriickt [127)].
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1 AU, entspricht. Fiir das Konfokalmikroskop wird das Kriterium fiir sein Auflésungs-
vermogen durch den Abstand zwischen dem Maximum und dem ersten Minimum der
Punktspreizfunktion (PSF) einer punktformigen Lichtquelle bestimmt. Die totale PSF fiir
ein Konfokalmikroskop ergibt sich aus der Faltung der Anregungs-PSF und der Detek-
tions-PSF:

PSFkonfokal = PSFAnregung ® PSFDetektion- (255)

In der Einzelmolekiilspektroskopie werden oft Lochblenden benutzt, deren Durchmesser
grofer 1 AU sind, da dadurch groflere Detektionsvolumen erreicht werden und somit im
Falle frei diffundierender Molekiile linger beobachtet werden kann.

2.5.2 Interne Totalreflexionsmikroskopie

Eine weitere hédufig verwendete Methode in der Fluoreszenzmikroskopie zur Einschrin-
kung des Beobachtungsvolumens ist die Interne Totalreflexionsmikroskopie (engl. total
internal reflection microscopy, TIRFM). Hierbei wird ausgenutzt, dass eine totale Re-
flexion genau dann eintritt, wenn ein Lichtstrahl, kommend aus einem optisch dichteren
Medium, mit einem Auftrittswinkel groler dem kritischen Winkel auf ein Medium gerin-
gerer optischer Dichte trifft [97]. Um dies besser zu verstehen, nehmen wir zunichst eine
Grenzschicht zwischen zwei Medien mit unterschiedlichen Brechungsindizes n; und n;
an, wobei n; > ny gilt. Damit gilt das Snelliussche Brechungsgesetz [[131]]:

sin(61) _ka _m

S 2.56
sin(6) ki m (2.56)
Der Grenzwinkel, ab welchem Licht total reflektiert wird, ist:
sin(6c) = 2. (2.57)
ni

Im Spezialfall der Totalreflexion (n; > n, und 6; > 6¢) nimmt die Komponente des Wel-
lenvektors des transmittierten Lichtstrahls senkrecht zur Einfallsebene k; ; nur noch ima-
gindre Werte an.

%
ki ;= +i| k4| sinz(Gi) —1==+ip. (2.58)

n
n3
Bei Totalreflexion dringt das E-Feld etwas in das zweite Medium ein [[132]]. Damit ergibt

sich fiir das eindringende evaneszente Feld:

— N1
i| ke |[x— sin(6;—t)

=
?, = EOJeiBZe n2 ) (2.59)
Die Intensitit im zweiten Medium ist damit proportional zu

I o< |E|2e P2, (2.60)
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Mit f3 finden wir die Eindringtiefe mit

1 A 1

N= — = — ,
B2 \/n%sinz((-)i) —n3

(2.61)

wobei Ay die Wellenlidnge der einfallenden ebenen Welle im Vakuum ist [133]]. Bei einem
TIRF-Mikroskop findet die totale Reflexion an der Grenzschicht zwischen Probeldsung
und Probenhalter, meist am Deckglas, statt. Daher werden nur die Teile der zu unter-
suchenden Probe belichtet, welche innerhalb des evaneszenten Feldes liegen. Da in der
Fluoreszenzmikroskopie meist sichtbares Licht verwendet wird, ist die Eindringtiefe ca.
100 nm. Das schematische Funktionsprinzip eines Prisma-TIRF-Mikroskops ist in Abb.
2.5.2|gezeigt. Dabei wird mit Hilfe eines Prismas das Licht, das zuvor aufgeweitet wurde,
um ein moglichst groes Beobachtungsfeld zu erzeugen, so auf die Grenzschicht gebro-
chen, dass eine totale Reflexion entsteht. Das evaneszente Feld regt alle sich darin befin-
denden Farbstoffe an. Das Objektiv sammelt das Fluoreszenzlicht, welches nachfolgend
durch die Tubuslinse auf eine CCD-Kamera abgebildet wird. Durch die diinne Belich-
tungsschicht der Probe, die kleiner ist als das axiale Auflosungsvermogen eines Konfokal-
mikroskops, erlangt man eine sehr grole SNR. Daher kann dieser Mikroskoptyp auch als

-~
-
-~
-
-~
-
-~
-
-~

-
.
-
-
-
-
-
-—
—

Spiegel Tubuslinse CCD

Abbildung 2.5.2: Prinzip des TIRF-Mikroskops. Schematische Darstellung eines
TIRF-Mikroskopautbaus. Mit Hilfe eines Prismas wird ein paralleles Strahlenbiindel mit

Wellenvektor k; (rote Linien von links) so auf den Phaseniibergang zwischen Glas und
Probelosung geleitet (mit Einfallwinkel 6; > dem kritischen Winkel 6, ), dass dieses total
reflektiert wird, beschrieben durch Z An der Grenzschicht zwischen dem Objekthalter
aus Glas und der Probelosung entsteht das evaneszente Feld (rotes Feld), welches nur die
Farbstoffe innerhalb einer diinnen Schicht von ca. 100 nm anregen. Der optische Aufbau
des Mikroskops entspricht dem eines Weitfeldmikroskops, sodass alles, was sich inner-
halb der Fokusebene (griin gestrichelt) befindet, scharf auf die CCD-Kamera abgebildet
werden kann [129,(134)].
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Grundlage fiir hochauflosende Mikroskopie verwendet werden. Im Gegensatz zur Kon-
fokalmikroskopie wird durch das grof3e Beobachtungsfeld eine hohe Parallelisierung des
Messprozesses moglich. Jedoch bendtigen CCD-Kameras hohe Belichtungszeiten. Das
limitiert die zeitliche Auflosung des TIRF-Mikroskops im Millisekundenbereich, sodass
nur (biologische) Prozesse beobachtet werden konnen, welche auf groeren Zeitskalen
ablaufen [[128]].

2.6 Hidden-Markov-Modell (HMM)

Die gemessenen FRET-Effizienztrajektorien der einzelnen Molekiile zeigen idealerweise
eine Abfolge diskreter Faltungszustinde mit deutlich unterschiedlichen FRET-Effizienzen,
wodurch die Ubergangsraten zwischen den einzelnen Zustinden direkt bestimmt werden
konnen. Um dies zu erreichen, wurde bislang die Anzahl der Zustinde entweder per Au-
ge oder durch einfache Grenzwertalgorithmen bestimmt. Nachteilig bei diesen Ansétzen
ist, dass basierend auf der personlichen Einschitzung des Betrachters entschieden werden
muss, ob ein selten auftretender Ubergang als ein legitimer Zustandswechsel ausgelegt
oder als photophysikalischer Effekt verworfen wird. Ein solcher Ansatz hangt stark von
der Erfahrung ab und erzeugt daher unterschiedliche Ergebnisse, je nach Betrachter. Wei-
terhin konnen solche Ansitze keine Faltungszustinde unterscheiden, welche innerhalb
des Rauschens dhnliche FRET-Effizienzen, jedoch unterschiedliche Ubergangsdynami-
ken zu anderen Zustinden aufweisen. Zusitzlich kommt hinzu, dass solche Analysean-
sdtze kaum mehr als drei Zustdnde herausarbeiten konnen.

Daher benutzt man heutzutage Analysealgorithmen, welche nicht nur die spektroskopi-
schen FRET-Effizienzen, sondern auch deren zeitliche Abfolge benutzen, um die am bes-
ten geeignete Anzahl von Zustdnden, basierend auf den zugrunde liegenden Daten, zu
bestimmen. Dafiir kann man sich eines Hidden-Markov-Modell Analysealgorithmus be-
dienen, der zufdllige Wechsel zwischen einer diskreten Anzahl von Zustinden mit wohl
definierten mittleren FRET-Effizienzen und Zustandslebenszeiten annimmt.

2.6.1 Markov-Ketten

Nehmen wir zunéchst an, dass ein physikalischer Prozess existiert, dessen Beobachtung
iber eine Zeit ¢ eine Folge g;—;,q;—2, ... von diskreten Zustinden g, als Ergebnis liefert. Im
Fall, dass der Ubergang vom Zustand g; — g;4; nur vom derzeitigen Zustand ¢;, jedoch
nicht von der Folge aller vorhergehenden Zustinde abhingt, so ldsst sich dieses System
mathematisch durch eine Markov-Kette darstellen. Ein solcher physikalischer Prozess,
der sogenannte Markov-Prozess, lisst sich auf die Uberginge zwischen Faltungszustin-
den von RNS-Molekiilen und Proteinen tibertragen [135-137].

Im einfachsten Fall einer Markov-Kette 1. Ordnung besitzt ein RNS-Molekiil N diskre-
te Zustinde S;, S5, ...,Sy. Die Ubergangswahrscheinlichkeiten P zwischen den Zustinden
ergeben sich nur aus dem vorhergehenden und dem aktuellen Zustand:

Plg =Sjlgi—1=Si,q—2=Sk] =P [q: = S}lgi—1 = Si] . (2.62)
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Somit lisst sich das System durch eine N x N groBe Ubergangsmatrix T mit
T(8t):t;j=P|qr 5 =Sjlg: = Si] (2.63)

beschreiben. Die Ubergangszustandskoeffizienten 7; sind zudem positiv definit und voll-
standig:

tjj >0, (2.64)

N
Jj=1

Dieser Prozess entspricht einem Markov-Modell, dessen Ergebnis zu jedem Zeitschritt &7
einen Zustand liefert, der einem physikalisch beobachtbaren Ereignis zugeordnet werden
kann [[138§]]. In der Natur sind jedoch die einem Zustand zugeordneten Signale meist nicht
diskret, sondern durch den Messprozess mit Rauschen iiberlagert. Fiir solche Félle muss
ein diskretes Markov-Modell so erweitert werden, dass die Beobachtung durch eine Wahr-
scheinlichkeitsfunktion der auftretenden Zustinde beschrieben wird. Dies entspricht ei-
nem HMM. Durch die Uberlagerung mehrerer stochastischer Prozesse wird der zu Grun-
de liegende Prozess, zum Beispiel die Faltungsdynamik zwischen strukturellen Zustdn-
den eines RNS-Molekiils, verdeckt. Dieser kann nur dann beobachtet werden, wenn man
die anderen stochastischen Prozesse, die Emission von Photonen der Fluorophore, sowie
Schrotrauschen des Messprozesses, in das Modell einbindet [[138]].

Ein System, das durch ein HMM beschrieben werden kann, befindet sich zu jedem Zeit-
schritt 07 in einem versteckten Zustand S; und ist durch eine ihm zuordenbare Observable
beobachtbar. Jeder Zustand in einem HMM besitzt eine eigene Wahrscheinlichkeitsdich-
tefunktion f, welche die Observable erzeugt und daher als Emissionsfunktion bezeichnet
wird. Zusitzlich besitzt jeder Zustand seinen eigenen Satz an Ubergangswahrscheinlich-
keiten in jeden anderen Zustand (Abb. . Zusammen mit den Ubergangswahrschein-
lichkeiten definiert die Emissionsfunktion einen Zustand vollstindig. Fiir snFRET-Daten
kann daher ein HMM durch die Parameter & (i T, ?) vollstindig beschrieben werden.
Mit dem Vektor 7 findet man die dem FRET-Effizienzvektor € zugeordneten Gleichge-
wichtspopulationen der einzelnen Faltungszustéinde.

2.6.2 HMM fiir Einzelmolekiil-FRET-Daten

Ein HMM ist eine stochastische Annahme ® (?, ?), die eine beobachtete bzw. gemesse-
ne Trajektorie O = 0y, ..., 0,, der Werte 0,, = (14 ,n,a,m) modelliert, wobei sich die Werte
om aus der jeweiligen Anzahl der gemessenen Photonen des Donor-, 1,4 ,,, und des Ak-
zeptorkanals, 7, zu jedem Zeitschritt m ergeben. Weiterhin wird angenommen, dass
sich die beobachteten Werte der Trajektorie durch eine Hidden-Markov-Kette darstel-
len lassen, deren Ubergiinge zwischen den Zustinden durch die Ubergangsmatrix T be-
stimmt sind. Die Zustidnde lassen sich dabei strukturellen Konformationen zuordnen, de-
ren Verweildauern monoexponentiell abfallend verteilt sind. Die Zustinde werden dabei
jeweils durch einen Parametersatz e; dargestellt, welcher in einem Vektor ¢ zusammen-
gefasst wird. Die Messung lédsst sich daher als stochastischer Prozess einer bedingten
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Wahrscheinlichkeit P [o,,|s,;] modellieren, der aussagt, mit welcher Wahrscheinlichkeit
ein beobachteter Wert o, einem versteckten (hidden) Zustand s,, zuzuordnen ist. Will
man nun ein HMM finden, welches die Messung am besten darstellt, so ist das Ziel, einen
solchen Satz von Modellparametern ¢ (?, ) zu finden, welcher die Likelihood-Funktion
P[O| ®] maximiert. Durch das Modell ® kann der Datensatz O dargestellt werden. Die
Konstruktion von HMM unterscheidet sich dabei in der Art und Weise, wie der versteckte
(engl. hidden) Prozess und der Messprozess modelliert werden sowie durch den Ansatz
der Parameteroptimierung [140]].

Spezifisch fiir Einzelmolekiil-FRET-Daten entwickelte Prof. Bettina Keller ein HMM mit
dazugehorigem Optimierungsalgorithmus, der die Schwierigkeiten der Zustandszuord-
nung genau solcher Daten meistert. Zum einen bendtigt man eine zuverlédssige Unterschei-
dung von Zustinden verschiedener Konformationen innerhalb einer FRET-Effizienztra-
jektorie eines bestimmten Molekiils, um separate Zustinde mit dhnlicher FRET-Effizienz
unterscheiden zu kdonnen. Zum anderen sollten die existierenden Zustdnde der einzelnen
Molekiile bei gleichen Umgebungsbedingungen, jedoch verschiedenen Koordinaten auf
dem Objekttriger, tibergreifend identisch ermittelbar sein. Daher ist es absolut notwen-
dig, das trajektorienspezifische Hintergrundsignal von jedem einzelnen Molekiil zu be-
stimmen. Somit wurde eine trajektorienabhédngige Hintergundbestimmung durchgefiihrt.
Fiir die HMM-Analyse wurden als molekiilunabhiingige GroBen das spektrale Uberspre-
chen der emittierten Photonen der Farbstoffe in die ,,falschen  Detektionskanile sowie
die vom Faltungszustand abhidngigen Quantenausbeuten durch die unterschiedliche Aus-
richtung der Farbstoffe zueinander angenommen. Folgende zwei Eigenschaften des Algo-
rithmus sind nétig, um trajektorieniibergreifend die versteckten Konformationszusténde
richtig zuzuordnen:
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Abbildung 2.6.1: Schematische Darstellung eines Vier-Zustands-HMM. (a) Vier-
Zustandsnetzwerk mit den Zustidnden S; — S4, wobei die Kreisflidchen proportional zur Be-
setzungshiufigkeit m; — my sind. Jedem Zustand ist zudem ein mittlerer FRET-Werte; —ey4
zugeordnet. Die Pfeile zeigen die Ubergangsraten k;; vom Zustand i nach j. (b) Die HMM-
Zustiande S; — S4 erzeugen mit den Emissionsfunktionen ®; (7", 7, €) die beobachtbaren
Observablen O; — Oy4. Da jeder Zustand seinen eigenen Satz an Ubergangswahrschein-
lichkeiten besitzt, bekommen wir eine HMM-spezifische Zeitreihe. Nach [138,/139]
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2.6 Hidden-Markov-Modell (HMM)

* Das HMM beachtet dabei, dass FRET-Effizienzen durch die Messung diskreter
Photonen bestimmt werden. Dafiir wird angenommen, dass die Emission von Pho-
tonen des Donor- und des Akzeptorfarbstoffes der Poisson-Statistik unterliegt.

* Bei der Bestimmung der Zustinde werden die trajekorieneigenen Hintergrundsi-
gnale beachtet.

Folglich existiert fiir eine gewisse Anzahl an Zustéinden N eine N x N grofie Ubergangs-
matrix 7 mit einem N x  Vektor der Beobachtungsparameter €. Dieser Parametervek-
tor enthilt schlieBlich die gemittelten hintergrundkorrigierten FRET-Werte der einzelnen
versteckten Zustidnde. Diese Werte sind letztlich wichtig, um die Photonenemissionsra-
ten des zugrundeliegenden Poisson-Prozesses zu bestimmen. Somit stellt sich das HMM-
Optimierungsproblem wie folgt dar:

P[Oﬁ,?] = Z Po1|s1] H St P [Om|Sm] - (2.66)
allePfadeS m=2

2.6.3 Maximum-Likelihood-Schiatzer

Um eine moglichst gute Anpassung einer Verteilungsfunktion f[6] mit den Modellpa-
rametern 6 = (6;,6,,...) an beobachtete Daten O = 0y, ...,0p zu bekommen, kann man
einen Maximum-Likelihood-Schitzer ansetzen:

L(6) = flo1,02,...,0m|0] = f (01|6) f (02]0) ... (0m|6). (2.67)
Der Logarithmus der GI. entspricht der Log-Likelihood-Funktion:

1(0) = Zln [0;6]]. (2.68)

Ziel ist es, einen Parametersatz 0 zu finden, der die Log-Likelihood-Funktion maxi-
miert:

l ((3) — max{/(0)}. (2.69)

Der Grundgedanke besteht also darin, das Modell zu finden, das die vorliegende Messung
am besten beschreibt [[141,|142]]. Da durch das Logarithmieren des Produkts eine Summe
wird, ist die Berechnung der Log-Likelihood-Funktion einfacher. Die Maxima idndern
sich dadurch nicht, da der Logarithmus eine streng monoton wachsende Funktion ist [143,
144]).

Im Falle einer Poisson-Verteilung, wie man sie fiir Photonenemission erwartet, ist die
Verteilung

f(N) = (ﬂe_”) . (2.70)
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2 Theoretische Grundlagen

Dabei beschreibt N die detektierte Anzahl an Photonen und » die gemittelte Photonenzahl.
Somit bekommt man als Ergebnis des Maximum-Likelihood-Schitzers fiir den Modell-
parameter 0 = n:

(01, ..., 0m) = Op. 2.71)

2.6.4 Ubergangspfadtheorie

Zur Berechnung eines Faltungspfades beginnend von einem definierten Zustandsensem-
ble A hin zu einem definiertem Zustandsensemble B, bietet die Ubergangspfadtheorie
(engl. transition-path theorie, TPT) einen statistischen Ansatz, um den wahrscheinlichs-
ten Faltungspfad zwischen zwei Faltungszustinden zu erhalten. Entwickelt wurde die
TPT, um einen Faltungspfad, beginnend von einem fehl- oder ungefalteten Proteinzustand
hin zum nativen Faltungszustand des Proteins, zu berechnen [[137/145]]. Diese Berechnung
von Faltungspfaden konnte seither auch auf RNS-Molekiile iibertragen werden [[140]].
Beginnt die Faltung eines Biomolekiils mit einem ungefalteten elongierten Zustand A,
existiert eine Zahl von Zwischenzustdnden / bis die Faltung im stabilen nativen Zustand
B des Biomolekiils endet. Die Zahl der Zwischenzustinde kann sehr grof} sein und zudem
iber nicht funktionale Fehlfaltungen fiihren, was eine Vielzahl an Faltungsmoglichkeiten
ergibt. Interessant ist jedoch vor allem der Faltungspfad, welcher typischerweise direkt
zur funktionalen Struktur des Biomolekiils fiihrt. Zur Bestimmung des wahrscheinlichs-
ten Pfades werden in der TPT zunéchst sogenannte Kommittorwerte ql.+ bestimmt. Der
Kommittorwert ist definiert als die Wahrscheinlichkeit von einem Zustand i eher zum na-
tiven Zustand B zu falten als zum ungefaltenem Zustand A. Dabei ist der Startwert des
Kommittors in A q;; 4 = 0und der Endwert in B q;; g = 1 gesetzt. Alle Kommittorwerte
der Zwischenzustinde i nach k berechnen sich durch die Losung des Systems von folgen-
der Gleichung [137]]:

—q +Y Tagy ==Y T (2.72)
kel keB

Wie man sieht, benotigt die TPT zur Berechnung der Kommittorwerte die Ubergangs-
matrix 7j, um vom Edukt A zum Produkt B zu gelangen. Die Kommittorwerte nehmen
dabei beginnend von A hinzu B stetig zu. Um nun den wahrscheinlichsten Faltungspfad
zu bekommen, werden weiterhin die Wahrscheinlichkeitsfliisse (engl. probability flux) be-
rechnet. Sie entsprechen einer Rate flz und ergeben zusammen mit den Kommittorwerten
ein Netzwerk aus Faltungspfaden, mit:

I = mi(qx — qi) T (81). (2.73)

Die Rate stellt sich dann in Einheiten der kleinsten Zeitschritte 87 dar, im Experiment ent-
spricht dies der kleinsten Abtastrate. Dabei sind g; und g Kommittorwerte mit ¢; < g.
Die Berechnung der Kommittorwerte ist in der EMMA-Software, welche die Arbeits-
gruppe von Jun.-Prof. Bettina Keller fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt hat, imple-
mentiert [146].
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3 Materialien und Methoden

3.1 Mikroskopaufbauten

Fiir diese Arbeit wurden zwei verschiedene Mikroskoptypen in Abhingigkeit der jeweils
notigen Messmethode verwendet. Die Einzelmolekiil-FRET-Experimente an frei diffun-
dierenden und immobilisierten Molekiilen wurden an einem selbstgebauten Konfokal-
mikroskop (Abb. 3.1.1)), basierend auf einem Zeiss Axiovert 35 (Jena, Deutschland),
durchgefiihrt [[147,|148]]. Neben dem Konfokalmikroskop wurde auch ein selbstgebau-
tes Prisma-TIRF-Mikroskop, basierend auf einem Zeiss Axiovert 200 (Jena), benutzt, um
Einzelmolekiilexperimente durchzufiihren [[149, 150].

3.1.1 Das Konfokalmikroskop

Zur Anregung der FRET-Farbstoffmolekiile Cy3 als Donor sowie Cy5 als Akzeptor wer-
den jeweils ein 532 nm Laser (Excelsior, 532, Nd-YAG Laser, Spectra Physics, Mountain
View, CA) und ein 637 nm Laser (Obis 637, Coherent Inc., Santa Clara, CA) verwen-
det. Beide Laser sind auf einem getrennten optischen Tisch (Melles Griot, Albuquerque,
NM) verbaut. Das Licht der beide Laser wird iiber einen Kollimator (PAFA-FC/APC-4-
A, Thorlabs, Newton, NJ) in eine optische Faser (QSMJ-A3A,3AF-400/700-S-3.5AS8,
0OZ-Optics) eingekoppelt und auf dem optischen Tisch des Konfokalmikroskops wie-
der ausgekoppelt (HPUCO-23AF 400/700-S-20AS, OZ Optics), wodurch eine optimale
TEM 00 Mode entsteht. Zur Sicherstellung einer hohen Detektionseffizienz in mehreren
Farbkanilen bei gleichzeitiger Nutzung eines Mehrfarbenanregungsschemas wird statt ei-
nem Standard-Multiband-Strahlteiler ein programmierbarer akustooptischer Strahlteiler,
basierend auf mehreren akustooptischen Transmissionsfiltern (engl. acousto optical tun-
able filter, AOTF), 97-01776-01, Crystal Technology, Palo Alto, CA), verwendet [151].
Die Anordnung der vier verwendeten AOTF-Module ermdéglicht es, zum Beispiel im Fall
einer alternierenden Laseranregung, immer nur eine der vier zur Verfiigung stehenden La-
serlinien fiir die Anregung zu schalten (Abb. [3.1.2). Gleichzeitig ermoglicht das AOTF-
System, das Anregungslicht vom Fluoreszenzlicht zur Detektion zu trennen. Zur reinen
Trennung von Anregungs- und Fluoreszenzlicht wire ein optischer Multibandfilter zwar
einfacher und giinstiger. Der Nachteil von Multibandfiltern gegeniiber dem verwendeten
AOTF-System ist jedoch, dass Multibandfilter ein festes Transmissions- und Reflekti-
onsspektrum besitzen. Dagegen kann der akustooptische Strahlteiler immer nur die ge-
wiinschte Anregungswellenldnge aus dem Emissionsspektrum herausschneiden, sodass
bei der Verwendung mehrerer Farbstoffe die kompletten Emissionsspektren ungestort
transmittiert werden (Abb. [3.1.2). Die computergesteuerte Kontrolle dieser vier AOTFs
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3 Materialien und Methoden

o

Axiovert 35

Abbildung 3.1.1: Schematische Darstellung des Konfokalmikroskops. Beschreibung
der Abkiirzungen: AOTF;_4 — akustooptischer Transmissionsfilter, APD|_3 — Avalanche
Photodiode, DM » — dichroitische Spiegel, M| _¢ — dielektrische Spiegel, P— Lochblende,
PC — Computer, Ty » — Teleskope, L » — Linsen, Fy_s Filter.

erfolgt dabei mit Hilfe einer multifunktionalen Datenerfassungskarte (PCI-6713, National
Instruments, Austin, TX). Das AOTF; beugt den einlaufenden Laserstrahl in erster Beu-
gungsordnung, welche zur optischen Achse des Mikroskopobjektivs justiert ist. Die ande-
ren drei AOTF-Module benotigt man zur Kompensation der durch AOTF; erzeugten Di-
spersion und Doppelbrechungseffekte auf das Emissionslicht. Details zur Einstellung und
Justage sind im Anhang zu finden. Um eine optimale axiale und laterale Uberlappung der
vier Laserstrahlen zu bekommen, werden diese durch zwei dispersionskompensierende
Prismen (Thorlabs) geleitet, iiber jeweils ein Paar justierbarer Spiegel (Thorlabs) gefiihrt
und durch ein zusitzliches Teleskop (Linsen und Halterung von Thorlabs) kollimiert. Da-
mit nur Daten von solchen Molekiilen aufgezeichnet werden, welche mit einem funktio-
nalen FRET-Paar markiert sind, wird ein alternierendes Anregungsschema genutzt (engl.
alternating laser excitation, ALEX, Details siche Kapitel 3.4.3) [152]. Dieses schaltet
abwechselnd fiir einige Mikrosekunden zwischen dem Anregungslaser des Donorfarb-
stoffes und dem des Akzeptorfarbstoffes hin und her. Die Fluoreszenzsignale werden mit
der Anregung synchronisiert und getrennt nach Detektionskanal (Donor- und Akzeptor-
kanal) erfasst. Somit werden die emittierten Photonen beziiglich ihrer Fluorophore und
der Anregung sortiert. Zwischen den Anregungsintervallen muss jedoch stets eine Pause
von 5 us eingehalten werden, da der AOTF diese Zeit braucht, um zwischen zwei Wellen-
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Abbildung 3.1.2: Programmierbarer akustooptischer Strahlteiler. Bestehend aus vier
AOTFs, erlaubt es der programmierbare akustooptische Strahlteiler, eine von vier Anre-
gungswellenldngen auszuwihlen, ohne dabei das Transmissionsspektrum beziiglich aller
anderen Wellenlidngen zu beeinflussen. Das AOTF; beugt den ausgewiéhlten Laserstrahl
in erster Beugungsordnung in die optische Achse des Objektivs. Die anderen AOTFs kor-
rigieren die Strahllage aufgrund von Dispersion und Doppelbrechung, welche durch das
AOTF erzeugt werden. Daher besitzt dieser programmierbare Filter einen groB3en Vor-
teil gegeniiber dielektrischen Multibandfiltern, welche zu jeder Zeit alle Anregungswel-
lenldngen reflektieren und das restliche Spektrum transmittieren. Die rote, griine, blaue
und violette Linie entsprechen den Laserstrahlen. Die orangefarbenen Strahlenbiindel be-
schreiben das Emissionslicht. Die Kreise mit Kreuz markieren die Oberseite und die lee-
ren Kreise die Unterseite der AOTF-Module.

lingen umzuschalten. Dies verhindert das Ubersprechen der spektralen Signale wihrend
des Schaltvorgangs.

Das Fluoreszenzemissionslicht wird mit einem Wasserimmersionsobjektiv (UPlanApo
60x 1.2w, Olympus, Hamburg, Deutschland) eingesammelt und nach den vier AOTF-
Modulen entweder durch eine 100 um Lochblende (P) (zur Messung von frei diffundie-
renden Partikeln) oder durch eine 50 um Lochblende (P) (zur Messung von immobili-
sierten Partikeln) mit der Linse L; (f; = 125 mm, Thorlabs) fokussiert. Das Emissions-
licht wird dann spektral durch die Verwendung eines dichroitischen Spiegels DM, (640
DCXR, Chroma, Bellows Falls, VT) in Donor- bzw. Akzeptoremission aufgespalten. Der
dichroitische Spiegel DM; (550 DCXR, Chroma) wird in Kombination mit der Avalan-
chephotodiode APD3 (MPD, Bozen, Italien), einem schmalbandigen Sperrfilter F, ei-
nem Bandpassfilter F, und einem Langpassfilter F3 verwendet. Der Detektionskanal der
APD3 dient zur Detektion von Fluoreszenzsignal mit Wellenldngen kleiner 550 nm und
wird zum Beispiel fiir FRET-Experimente mit drei unterschiedlichen Farbstoffen einge-
setzt. Um das Emissionslicht von restlichem Laserlicht sowie spektral iibersprechendem
Licht zu bereinigen, ist im Donorkanal ein Bandpassfilter mit zentraler Transmissions-
wellenldnge von 580 nm und einer Bandbreite von 60 nm (F4, BrightLine HC 580/60,
Semrock, Rochester, NY) und im Akzeptorkanal ein 642 nm Langpassfilter (Fs, Bright-
Line 642/LP, Semrock) eingebaut. Die Linse L, (f; = 100 mm, Thorlabs) fokussiert das
Emissionslicht auf die Photodioden. Photonen werden mit den Avalanchephotodioden
(SPCM-AQR-14, Perkin Elmer Optoelectronics, Boston, MA) getrennt nach Donorka-
nal (griiner Kanal, APD,) und Akzeptorkanal (roter Kanal, APD;) detektiert. Die APD
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Signale werden dann mit einer Datenerfassungskarte (PCI-6602, National Instruments)
mit dem Anregungsschema synchronisiert und verarbeitet. Die Probe wird auf dem Mi-
kroskoptisch mit etwas Vakuumfett befestigt und kann mit Hilfe eines Piezotisches (P-
731.20, Physik Instrumente, Karlsruhe, Germany) lateral positioniert werden. Uber das
Anlegen eines Analogsignals, ausgegeben durch eine weitere Datenerfassungskarte (PCI-
6229, National Instruments), wird die Position der Probe festgelegt.

In dieser Arbeit wurden nur Molekiile mit einem Cy3-Cy5-FRET-Paar vermessen, sodass
zum einen die Filter F; - F3 sowie der dichroitische Spiegel DM aus dem Strahlengang
entfernt wurden und zum anderen nur der 532 nm Laser und der 637 nm Laser genutzt
wurden. Fiir die Messung frei diffundierender Molekiile wurde die Probe kontinuierlich
in Kreisen von 30 um Durchmesser und mit einer Geschwindigkeit von 25 um s~! iiber
das Objektiv bewegt, um optisch beeinflusste Diffusionseffekte zu kompensieren [153]].
Fiir die Messung immobilisierter Molekiile wurde jeweils ein Bereich von 128 x 128
Pixel mit einer Haltezeit von 5 ms pro Pixel abgescannt, was einer Gesamtfliche von
30 x 30 um? entspricht. Mit einer hauseigenen Software wurden darin die Positionen
einzelner detektierter Partikel bestimmt, die zur Messung der individuellen Molekiile an-
gefahren wurden. Dann wurde mit dem ALEX Anregungsschema der zeitliche Verlauf
der Emissionsintensitidt in Donor- und Akzeptorkanal (APD;, bzw. APD ) erfasst, wobei
die Anregungszyklen mit der Detektion synchronisiert waren.

3.1.2 Das Prisma-TIRF-Mikroskop

Zur Anregung der mit dem FRET-Paar Cy3 und Cy5 markierten RNS-Molekiile werden
jeweils ein 532 nm Laser (DPGL-2050F, SUWTech Laser, Fujian, China) und ein 638 nm
Laser (MLD 638, Cobolt AB, Solna, Schweden) verwendet (Abb. [3.1.3). Neben diesen
Lasern ist das Prisma-TIRF-Mikroskop weiterhin mit einem 561 nm Laser (Jive, Cobolt
AB) sowie mit einem 488 nm Laser (Stabilite 2017, Spectra Physics, Mountain View,
CA) ausgeriistet. Die einzelnen Laserstrahlen werden mit Hilfe zweier Spiegel und einem
dichroitischen Spiegel in erster Ordnung in ein AOTF (A A Opto-electronic, Orsay, Frank-
reich) eingekoppelt. Die verwendeten dichroitischen Spiegel DM, DM, und DM3 haben
jeweils eine Grenzwellenlidnge von 590 nm (DCXR590, Chroma, Bellows Falls, VT), 550
nm (DCXR550, Chroma) und 510 nm (FT510, Zeiss). Selektiert durch das AOTF, wird
das Laserlicht in 0. Beugungsordnung transmittiert und durch zwei Linsen aufgeweitet
(L, f; = 30 mm und L,, f; =100 mm, Thorlabs). Die darauf folgende Linse L3 besitzt
eine Brennweite f3 = 300 mm und ist so positioniert, dass der Brennpunkt etwas unter-
halb der Fokusebene des Objektivs liegt. Somit wird eine homogene Ausleuchtung des
Beobachtungsfeldes gewdhrleistet, womit schlieBlich viele Molekiile gleichzeitig beob-
achtet werden konnten. Dieser durch die Linse L3 fokussierte Strahl wird zunéchst {iber
zwei Spiegel umgelenkt und so auf das Pellin-Broca-Prisma gefiihrt, dass an der Grenz-
schicht des Quarzglases und der Probenfliissigkeit die gewiinschte totale Reflexion er-
zeugt wird (roter Kasten, Abb. [3.1.3). Besteht der Probenhalter aus Quarzglas und ist mit
wissriger Pufferlosung gefiillt, ergeben sich jeweils Brechungsindizes von n; = 1,46 und
nz = 1,33. Dadurch ergibt sich ein kritischer Grenzwinkel von 8¢ ~ 66°. Zur Justage der
Laser, welche sich denselben Anregungsstrahlengang teilen, wurde der Einstrahlwinkel
so eingestellt, dass er groBer als O¢ ~ 66° ist. Das Pellin-Broca-Prisma wird, nachdem
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3.1 Mikroskopautbauten

der Objekttriger auf dem Mikroskoptisch fixiert wurde, darauf gesetzt und ebenso fixiert.
Um eine ungestorte Strahlfithrung an die Grenzschicht der Probenkammer zu garantieren,
wird zwischen Prisma und Objekttriger ein Tropfen Immersionsdl (n = 1,518, Immersol
518F, Zeiss) aufgetragen.

Das Fluoreszenzlicht, erzeugt durch die Anregung der Fluorophore durch das evaneszente
Feld, wird durch das Wasserimmersionsobjektiv (C-Apochromat 63, NA = 1,2) einge-
sammelt. Durch den Langpassfilter F; (HQS50LP, Chroma Technology via AHF, Tiibin-
gen, Deutschland) wird das restliche Donoranregungslaserlicht unterdriickt. Das Licht
wird dann durch die Tubuslinse des Kameraports des Axiovert200 in den Detektionspfad
des pTIRFM geleitet. Im Brennpunkt der Tubuslinse befindet sich eine Schlitzblende (P),
welche die GroBe des reellen Bildes einschrinkt, sodass nur diejenige Bildfliche auf dem
Kamerachip abgebildet wird, die diesen ausfiillt. Mit dem Filter F, (NF03-633E-25, Sem-
rock via AHF) wird schlielich das Laserlicht zur Anregung des Akzeptors unterdriickt.
Mit Hilfe der drei Umlenkspiegel M und des dichroitischen Spiegels DM, (650DCXRU,
Chroma, Bellow Falls, VT) wird die Abbildung spektral in den Donor- und den Akzep-
torkanal aufgetrennt. Die verwendete Kamera besitzt einen EMCCD-Chip (engl. electron
multiplying charged coupeld device (iXon EM+ DU-897, Andor, Belfast, GB), welcher
einzelne Photonen detektiert. Das Linsensystem aus L4 und Ls bildet ein Teleskop, wel-
ches eine zusitzliche 10x BildvergroBerung erzeugt.

EMCCD Kamera
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Abbildung 3.1.3: Schematische Darstellung des Prisma-TIRF-Mikroskops. Beschrei-
bung der Abkiirzungen: AOTF — akustooptischer Transmissionsfilter, EMCCD-Kamera,
DM _4 —dichroitische Spiegel, M — dielektrische Spiegel, P — Schlitzblende, BS — Strahl-
teiler, T1 » — Teleskope und L;_4 — Linsen. Die gezeigte VergroBerung im roten Kasten
verdeutlicht die Anregung der fluoreszenten Molekiile, die durch ein Schichtsystem, be-
stehend aus BSA/Biotin-BSA und Streptavidin, an der Oberfliche immobilisiert sind.
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3.2 Pufferlosungen und Stammlosungen

Um fiir die Einzelmolekiilexperimente an RNS-Proben dieser Arbeit die optimalen Vor-
aussetzungen zu schaffen, wurden fiir die Priparation der Proben nur Chemikalien mit
moglichst hoher Reinheit verwendet. Ebenso wurde stets darauf geachtet, dass die ver-
wendeten Chemikalien frei von lumineszenten Verunreinigungen waren. Um eine hohe
Sauberkeit aller verwendeter Puffer und Losungen sicherzustellen, wurden diese in den je-
weiligen Stammlosungen unter dem Prisma-TIRF-Mikroskop auf Verunreinigungen kon-
trolliert. Nur Losungen mit minimaler Verunreinigung wurden in Aliquote aufgeteilt und
entsprechend gelagert. Vor jedem Experiment wurden diese Aliquote zu ihren Arbeitslo-
sungen verdiinnt und nochmals unter dem Mikroskop auf lumineszente Verunreinigungen
getestet. Beim Kauf der Chemikalien wurden nur solche ausgewihlt, welche laut Liefe-
rant nachweislich frei von RNasen und DNasen waren. RNase und DNase sind Enzyme,
welche jeweils einzelstrangige RNS und DNS spalten. Um folglich eine Zerstorung der
zu untersuchenden RNS-Struktur zu verhindern, ist es notwendig, die Chemikalien frei
von solchen Enzymen zu halten. Diese Sicherheitsvorkehrungen dienen schlieBlich dazu,
sicherzustellen, dass nur funktionstiichtige und farbstoffmarkierte RNS-Molekiile unter
bekannten Bedingungen mit dem Mikroskop untersucht werden.

Fiir die Einzelmolekiilexperimente an RNS wurde ein 5 x RNS-Standardpuffer, bestehend
aus 250 mM Tris-HCI (pH 7,4) mit 1,5 M NaCl, hergestellt. Dieser wurde aliquotiert und
bei 8 °C gelagert. Erst zur Probenpriparation wurden die Aliquote auf die benotigte Kon-
zentration verdiinnt. Um eine entsprechende Konzentration an Magnesiumionen fiir das
Experiment zu bekommen, wurde eine 1 M Stammldsung in H,O hergestellt. Erst bei
Bedarf wurden diese mit hochreinem Wasser verdiinnt und dem RNS-Standardpuffer bei-
gefiigt.

3.2.1 Redox- und sauerstoffzehrende Systeme

Um lange Messzeiten an immobilisierten Molekiilen zu ermdéglichen, ist es wichtig, die
Bleich- und Blinkstabilitit der Fluorophore zu maximieren. Dazu werden sauerstoffredu-
zierende Systeme eingesetzt, um Reaktionen der Fluorophore mit Sauerstoff in nichtfluo-
reszente Komplexe zu verhindern.

Fiir die Experimente in dieser Arbeit wurde das sauerstoffzehrende PCA/PCD-System
verwendet, bestehend aus Protocatechusiure (engl. protocatechuic acid, PCA) und Proto-
catechuate-3,4-Dioxygenase (PCD) [105]. Alle folgenden Chemikalien wurden iiber die
Firma Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland) bezogen. Es wurde eine 100 uM Stamm-
16sung von PCD hergestellt. Die Aliquote der 100x Stammldsung wurden bei —20 °C
gelagert. Dafiir war es notig, das Enzym PCD (100 uM) in einem speziellen Losungsmit-
tel, bestehend aus 50 % Glyzerin, 100 mM Tris-HCI (pH 7,4), 200 mM Natriumchlorid
und 1 mM Ethylendiamintetraessigsdure (engl. ethylendiamine tetraacidic acid, EDTA),
zu losen. Um jederzeit frische PCA-Losung zur Verfiigung zu haben, wurde eine 100 mM
Stammlosung (100, pH 7,4), gepuffert mit NaOH, bei —20 °C gelagert und kurz vor der
Messung aufgetaut.

Weiterhin soll verhindert werden, dass die Fluorophore der Molekiile Triplettzustdnde
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einnehmen. Dazu werden Redox-Systeme verwendet. In den Experimenten dieser Ar-
beit wurde dafiir eine Losung aus Trolox und Trolox-Chinon verwendet. Trolox ist ein
Vitamin-E-Derivat und ein Reduktionsmittel. Trolox-Chinon ist ein oxidiertes Trolox-
Derivat und wirkt als Oxidationsmittel. Trolox-Chinon kann durch Photooxidation aus
Trolox hergestellt werden. Fiir die Herstellung eines Redox-Systems wird folgenderma-
Ben vorgegangen: Um eine 5Sx Stammlosung herzustellen wurde zunéchst eine 5 mM
Trolox-Losung in 50 mM Tris-HCl (pH 7,4) angesetzt. Wegen der schweren Loslichkeit
von Trolox wurde die Losung in einem Zentrifugenrohrchen (VWR, Radnor, PA) ver-
schlossen und iiber 18 h Stunden durch langsames Drehen durchmischt. Das durchsichtige
Rohrchen mit der Trolox-Stammlésung wurde dabei dem Tageslicht ausgesetzt, bis eine
leicht gelbliche und klare Losung entstand. Die gelbliche Fiarbung stammt vom Trolox-
Chinon und war somit ein Indikator, dass die Photooxidation stattgefunden hat. Die qua-
litative Priifung der Stammldsung auf Trolox-Chinon wurde durch Absorptionsmessung
mit Hilfe eines Spektralphotometers (NanoDrop, ThermoFischer, Waltham, MA) durch-
gefiihrt. Das geloste Trolox besitzt eine Absorptionsbande bei ~ 290 nm. Ist geniigend
Trolox-Chinon in der Losung vorhanden, ist seine Absorptionsbande bei ~ 270 nm mess-
bar. Bis zur Verwendung wurde die Stammldsung vor Licht geschiitzt und bei 8 °C gela-
gert [[111]].

Zur weiteren Verbesserung der Photostabilitit der Fluorophore wurden die Triplettquen-
cher 4-Nitrobenzyl-Alkohol (NBA), 2-Mercaptoethylamin (MEA) sowie Cyclo-Octate-
traen (COT) beigemischt [99]]. Von NBA, MEA und COT wurden jeweils 100 mM Stamm-
16sungen in Dimethylsulfoxid (DMSO) hergestellt, aliquotiert und bei —20 °C gelagert.
Die Endkonzentrationen, welche fiir die Messung der fluoreszenten Molekiile benutzt
wurden, betrugen immer 1 uM PCD und 1 mM PCA, sowie 1 mM Trolox, 1 mM COT,
1 mM MEA und 1 mM NBA. Dadurch waren Messungen iiber mehrere Minuten mog-
lich.

3.2.2 SAM und S-Adenosylhomocystein (SAH)

Fiir die Einzelmolekiilexperimente des SAM-I-Riboschalters wurden ebenso Stammlo-
sungen der Liganden SAM und SAH angesetzt. Diese wurden nach denselben Reinheits-
und Sauberkeitsanforderung wie oben beschrieben hergestellt. Die SAM-Stamml&sung
war eine 3 mM SAM-Losung. Dafiir wurde eine entsprechende Menge SAM (Sigma-
Aldrich) in einer wissrigen Losung, bestehend aus 10 % Ethanol und 5 mM H,SOy,
gelost. Die SAH-Stammlosung bestand aus 9,78 mM SAH, gelost in einer wissrigen Lo-
sung (pH 1,7) von 50 mM H;SO4. Beide Stammldsungen wurden aliquotiert, bei —20 °C
gelagert und fiir das Experiment erst kurz vor Verwendung entsprechend mit RNS-Stan-
dardpuffer verdiinnt.

3.3 Probenpriaparation fiir Einzelmolekiilexperimente

Die Synthese der RS-Molekiile wurde von Dr. Ayan Samanta in der Arbeitsgruppe von
Prof. Jaschke, Universitit Heidelberg, durchgefiihrt. Die SAM-I-RS-Konstrukte wurden
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aus fiinf RNS-Oligomeren mit Hilfe der sogenannten geschienten Ligationsmethode (engl.
splinted ligation method) synthetisiert [[154]. Der Riboschalter wurde aus den folgenden
RNS-Sequenzen zusammengesetzt:

* 5’-AUA UCC GUU CUU AUC AAG AGA AGC AGA GGG ACU G-3’
* 5°-GCC CGA CGA UGC UUC AGC AAC CAG UGU AAU GGC G-3
* 5’-AUC AGC CAU GAC UAA GGU GCU AAA UCC AGC AAG C-3°
* 5°-UCG AAC AGC UUG GAA GAU AAG AAG AGA CAA AAU C-3°

* 5’-ACU GAC AAA GUC UUC UUC UUA AGA GGA CUU UUU-Biotin-3’

Um Molekiildynamiken mit Hilfe von FRET messen zu konnen, wurden RNS-Fragmente
spezifisch ausgewdhlt und an den fett gedruckten Uridinen mit einem Cy3- oder einem
Cy5-Fluoreszenzfarbstoff markiert (Abb.[3.3.1). Indem markierte und unmarkierte Teilse-
quenzen entsprechend zusammengesetzt wurden, entstanden daraus FRET-Paar markier-
te RS-Konstrukte. Die hergestellten Konstrukte sind in Tab. [3.1] aufgefiihrt. Die Uridine
wurden mit einem 5-[3-[(6-aminohexyl)amino]-3-oxo-1-propenyl]-Linker versehen und
diese durch eine post-synthetische Derivatisierung der primédren Amino-Gruppe mit der
NHS-Ester-Gruppe der Fluoreszenzfarbstoffe Cy3 und Cy5 verbunden. Weitere Details
zur Synthese der FRET-Konstrukte sind im Kapitel [A.T|zu finden.
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Abbildung 3.3.1: FRET-Konstrukte des SAM-I-Riboschalters. Sekundirstrukturmo-
delle des B. subtilis yitJ SAM-I-RS, bestehend aus 169 Nukleinsduren in der (a)
Terminator- und (b) Antiterminator-Struktur. Die Helices des Aptamers sind P1 (orange),
P2 (magenta), P3 (blau) und P4 (griin); die Expressionsplattform ist in dunkelrot darge-
stellt. Die mdglichen Positionen, welche mit Farbstoff markiert werden konnen, sind mit
den Buchstaben A bis E gekennzeichnet. Fiir sinnvolle Kombinationen von FRET-Paaren
werden die Positionen B, C und E nur mit dem Donor (Cy3), und die Positionen A und
D nur mit dem Akzeptor (Cy5) markiert. Der Donor und der Akzeptor sind jeweils mit
einem griinen und einem roten Stern gekennzeichnet. Ein Konstrukt besteht dabei immer
nur aus einer FRET-Paarkombination. Das 3’-Ende des SAM-I-RS ist mit einem Biotin
(schwarze Raute) funktionalisiert.
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Tabelle 3.1: Synthetisierte FRET-Konstrukte des SAM-I-Riboschalters. Insgesamt
wurden sechs verschiedene Konstrukte synthetisiert, um strukturelle Verdnderungen mit
Hilfe von FRET messen zu konnen. Die Positionen der Farbstoffmarkierungen A — E sind
erginzt durch Ug, Uyy, Ugy, Uj12 und Uys0, wobei diese das markierte Nukleotid Uridin
(U) mit seiner Positionsnummer in der Polymerkette beschreiben.

FRET-Paarkombinationen
Farbstoffpositionen

Konstrukt A (Ug) B (Usy) C(Us) D (Uiz) E (Upsp)
I Cy5 Cy3 - - _

II Cy5 - Cy3 - -

I Cy5 - - - Cy3

v - Cy3 - Cy5 -

\Y% - - Cy3 Cy5 -

VI - - - Cy5 Cy3

3.3.1 Probenvorbereitung fiir Einzelmolekiilexperimente

Die Einzelmolekiilexperimente am Konfokal- wie auch am Prisma-TIRF-Mikroskop wur-
den mit selbst hergestellten Mikrofluidikkammern durchgefiihrt, jedoch mussten fiir bei-
de Mikroskope unterschiedliche Kammerdesigns benutzt werden. Die Mikrofluidikkam-
mer fiir das Konfokalmikroskop bestand aus zwei Deckglidsern (24 x 32 mm?, Nr. 1 und
24 x 20 mm?, Nr. 1, Menzel, Braunschweig, Deutschland). Nach Reinigen und Abflam-
men der Deckgldser wurden diese mit zwei Streifen beidseitig adhédsivem Klebeband
(3M, St. Paul, MN) so zusammengeklebt, dass ein ~ 2 mm breiter Kanal erzeugt wur-
de (Abb. b). Fiir das Prisma-TIRF-Mikroskop wurde ein Deckglas (24 x 40 mm?,
Nr. 1, Menzel) mit beidseitig adhdsivem Klebeband so an einen Objekttriger aus Quarz
(26 x 76 mm?, Finkenbeiner, Waltham, MA) geklebt, dass vier Kanile mit einer Breite
von je 5 mm entstanden. Um das Pipettieren von Probenfliissigkeit in die Kammer zu
erleichtern, wurden vor dem Zusammenkleben jeweils am Ende der Kanile zusitzlich
Locher von je 1 mm Durchmesser in den Quarzobjekttriger gebohrt. Um immer das glei-
che Bohrbild zu erhalten, wurde auf Papier eine maf3stabsgerechte Schablone mit dquidi-
stanten Punkten gedruckt. Die Quarzgldser wurden auf diese Schablone gelegt. Mit Hilfe
eines wasserfesten Folienstiftes (Lumocolor, F-Strichstirke 0,6 mm, Niirnberg, Deutsch-
land) wurden die Bohrpunkte auf das Glas iibertragen. Mit einer Bohrmaschine (Dremel,
Racine, WI), in welche ein 1 mm Diamantbohrer (Dremel) eingesetzt wurde, konnten
dann die Locher gebohrt werden. Fiir die Bohrungen wurden die Quarzglédser so in ein
Wasserbad gelegt, dass die Gldser leicht bedeckt waren. Damit konnte sowohl ein gutes
Bohrbild erlangt, als auch die Lebensdauer der Diamantbohrer erhoht werden. Spéter wur-
de die Probenfliissigkeit per Pipette durch die Locher in die Probenkammer pipettiert. Um
das Pipettieren zu erleichtern, wurden die Bohrlécher mit Hilfe der Bohrmaschine noch
entgratet (Abb. 3.3.2] a). Ein detailliertes Priparationsprotokoll ist im Anhang zu finden.
Um unspezifische Absorption von Molekiilen an der Glasoberfliche zu verhindern, wur-
de zur Messung an frei diffundierenden Molekiilen die Kammern zuvor griindlich mit
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einer 15 mM Losung Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin (BSA), Sigma
Aldrich, St. Louis, MO) passiviert [I55]. Das BSA wurde dazu in einem Phosphatpuf-
fer (engl. phosphate buffered saline (pH 7,4), PBS, Sigma Aldrich) gelost. Beim Losen
des BSA in PBS wurde stets darauf geachtet, die Probe nicht zu schiitteln, sondern nur
sanft zu bewegen, um eine Schaumbildung zu vermeiden. Die Losung wurde dann unter
dem TIRF-Mikroskop auf lumineszente Verschmutzung getestet. Im Falle minimaler Ver-
schmutzung wurde die Losung in Probenrdhrchen (Eppendorf Tubes (1,5 ml), Eppendorf,
Deutschland) aliquotiert und bei 8 °C gelagert.

Um Molekiile auf der Oberfliche zu immobilisieren, wurden die Kammern mit einer Mi-
schung aus 10 mg ml~' BSA und 1 mg ml~! biotinyliertem BSA (Sigma Aldrich), je-
weils gelost in PBS, funktionalisiert. Die Losung ist so ausgelegt, dass zum einen das
BSA den groBten Teil der Glasoberfldche passiviert und zum anderen der kleinere Anteil
an biotinyliertem BSA ausreichend geniigend Ankerpunkte fiir die zu immobilisierenden
Molekiile bildet. Um die RNS-Molekiile zu immobilisieren, welche auch einen Biotin-
Linker besitzen, wurde die Kammer anschlieBend mit einer 100 ug ml~! Streptavidin-
Losung inkubiert [[148]. Da Streptavidin bis zu vier Biotin-Linker binden kann, dient es
als Verbindungsstiick zwischen dem biotinylierten BSA auf der Glasoberflidche und dem

Abbildung 3.3.2: Probenkammern fiir Einzelmolekiilexperimente. Entsprechend des
jeweiligen Mikroskopieverfahrens, unterschiedlicher Mikroskopaufbauten sowie ver-
schiedener Versuchsverfahren eignen sich unterschiedliche Probenkammerdesigns fiir
Einzelmolekiilexperimente. Hier sind die in dieser Arbeit verwendeten Kammern, durch-
gefiihrt am pTIRF-Mikroskop (a) und am Konfokalmikroskop (b) dargestellt. Der Zu-
sammenbau des Sandwich-Designs aus Probenhalter, beidseitig adhidsivem Klebeband
und Deckglas ist in der oberen Reihe erkennbar. Die fertigen Probenkammern sind in
der unteren Reihe zu sehen. (a) Quarzglas-Probenhalter (blau gefirbtes Glas) wurden mit
diinnen Streifen beidseitig adhidsiven Klebebands (graue Streifen) mit Deckglidsern aus
Glas (griines Glas, Menzel) zusammengeklebt. Die Locher, die in das Quarzglas hinein-
gebohrt wurden, besitzen einen Durchmesser von ~ 1 mm und eigneten sich daher zum
Einpipettieren der Probenfliissigkeiten mit den benutzten Pipettenspitzen (DNA LoBind,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). (b) Die Probenkammer fiir das Konfokalmikro-
skop wurden aus zwei Deckgliser (Menzel) unterschiedlicher GroBe zusammengeklebt.
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biotinylierten RNS-Molekiil in der Probeldsung. Die Aliquote der SAM-I-RS-Ldsungen
wurden mit RNS-Standardpuffer mit 15 mM Mg?* auf 10 — 100 pM verdiinnt und fiir
2 min auf 70 °C erhitzt sowie anschlieBend langsam abgekiihlt, bevor sie dann in die
Kammer pipettiert wurden. Nach einer Inkubationszeit von ca. 10 min wurde dann die
Kammer griindlich mit der Losung, wie sie fiir die jeweilige Messung benotigt wird (mit
entsprechender Liganden- und Magnesiumionenkonzentration, mit dem sauerstoffzehren-
den System und den Triplettquenchern), durchgespiilt. Somit werden nicht immobilisier-
te Molekiile ausgewaschen und gleichzeitig die gewollten Umgebungsbedingungen fiir
den Riboschalter sichergestellt. Eine funktionalisierte Glasoberfliche mit immobilisier-
ten Molekiilen ist in Abb. schematisch dargestellt.

-1 I
CrRES o 2 TR

A& EPaiPad 480

@ Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumin, BSA)

ENR

R - biotinylierter SAM-I-Riboschalter
&

PO( Streptavidin
4  Biotin-Linker

Abbildung 3.3.3: Funktionalisierte Glasoberfliiche der Probenkammern. Durch die
negative Nettoladung einer Glasoberfliche in Wasser haften die BSA-Molekiile (griine
Molekiile) auf der Glasoberfliche. Der Oberflidchenteil der Proteine, der der Losung zu-
gewandt ist, besitzt eine neutrale Oberfldchennettoladung und dient somit als Passivierung
der Oberfliche. Das Streptavidin (rote Késtchen) haftet wiederum am Biotin der Linker
(schwarze Quadrate und schwarze Striche) und dient somit als Bindeglied zwischen den
biotinylierten BSA-Molekiilen und den hier zu immobilisierenden SAM-I-RS.

3.4 Einzelmolekiilspektroskopie

Der grof3e Vorteil von Einzelmolekiilexperimenten ist die Moglichkeit, Details aufzude-
cken, welche durch die statischen und dynamischen Heterogenititen der biologische Pro-
ben in einer Ensemblemessung bei der Mittelung vieler Molekiile untergehen. Auch wenn
man nur einzelne Molekiile betrachtet, so kann man auf Grund der Ergodizitit schon mit
wenigen Molekiilen das Ergebnis einer Ensemblemessung reproduzieren. Selbst im Fall,
dass die Ergodizitit nicht erfiillt wird, so erhilt man dennoch detailliertere Informatio-
nen iiber das vermessene System als bei einem Ensembleexperiment. Ein weiterer Vorteil
von Einzelmolekiilexperimenten ist der geringe Probenverbrauch, da fiir einzelne Mes-
sungen nur Konzentrationen im Pico- bis Nanomolarbereich benétigt werden [[156]. In
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diesem Kapitel werden die experimentellen Methoden erklirt, welche in dieser Arbeit be-
nutzt wurden, um den SAM-I-RS mit Hilfe von Einzelmolekiil-FRET-Spektroskopie zu
erforschen.

3.4.1 Die Messung der FRET-Effizienz

Im Idealfall, unter Ausschluss nichtfluoreszenter konkurrierender Prozesse (Quenchen,
etc.), kann die FRET-Effizienz aus dem Anteil der vom Akzeptor emittierten Photonen
N4 zur Summe aller emittierten Photonen Np + N4, inklusive der Donoremission Np,
gemessen werden:

Ny

E=—"
Na+ Np

(3.1)
Im Experiment wurde das Fluoreszenzsignal der beiden Farbstoffe Cy3 und Cy5 durch
einen dichroitischer Spiegel getrennt. Dieser dichroitische Spiegel ist speziell an die je-
weiligen Emissionsspektren des Donors und des Akzeptors angepasst. Das Emissionslicht
wurde dann in zwei verschiedene Kanile detektiert. Zusitzlich wurden pro Detektions-
kanal ein Bandpassfilter verbaut, um spektrales Ubersprechen sowie das Streulicht der
Laserlichtquelle zu minimieren. Zwar waren die verwendeten optischen und optoelektro-
nischen Systeme sehr gut, jedoch nicht perfekt, sodass sich das gemessene Signal der Do-
norintensitit /p und der Akzeptorintensitit /4 vom emittierten Fluoreszenzsignal Np und
Ny4 unterschied. Diese Diskrepanz des gesamten optischen Messsystems wurde durch die
Einfiihrung der zusétzlichen Faktoren der Detektionseffizienzen np und 14 des Donor-
und des Akzeptorkanals beriicksichtigt. Die GroBen 1p und 14 sind ein MaB fiir die
Wahrscheinlichkeit, die tatsdchliche Anzahl an Photonen zu detektieren. Da die verwen-
deten Farbstoffe Cy3 und Cy5 unterschiedliche Quantenausbeuten ¢p und ¢4 besitzen,
gilt:

Ip = ¢pMpNp, (3.2)
Iy = gaMaN,. (3.3)

Mit den angepassten Emissionsintensititen konnte dann die korrigierte FRET-Effizienz
berechnet werden. Setzt man die beiden letzteren Gleichungen in Gl. 3.1] ein, so folgt
daraus die FRET-Effizienz:

Ia

I
E— IA‘PAHAID =- A]' (3.4)
0AMA + opMp A+ YD
Mit
_ 9ama (3.5)
opNp

erhédlt man nun einen Korrekturfaktor y, der abhingig von der Messmethode bestimmt
wird [157].
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3.4.2 Messung an frei diffundierenden Molekiilen

Eine Methode, die FRET-Effizienz der RS-Molekiile zu messen, ist die Pulsanalyse (engl.
burst analysis). Bei dieser Methode werden die SAM-I-RS-Molekiile in RNS-Standard-
puffer mit einer Konzentration von ~ 0.1 - 1 nM geldst. Damit wird sichergestellt, dass
nur einzelne Molekiile durch das Anregungsvolumen des Mikroskops, welches im Fem-
toliterbereich liegt, diffundieren. Die Diffusionszeit des SAM-I-RS durch das Anregungs-
volumen liegt im Bereich von ~ 1 ms. Beim Passieren des Anregungsvolumens erzeugen
die Fluorophore eine grole Anzahl an Photonen, welche im Detektor relativ zum Hinter-
grundsignal starke Signalpulse (engl. bursts) erzeugen.

Um Signalpulse von Hintergrundpulsen zu unterscheiden, definiert man ein Kriterium,
das einen Grenzwert an detektierten Photonen N,,;;, in einer bestimmen Messzeit, einem
Bin, festlegt. Dieser Grenzwert sollte abhingig vom Hintergrund gewihlt werden. Jeder
Puls, welcher die minimale Anzahl an detektierten Photonen N,,;, iiberschreitet, wird als
Signalpuls gewertet. Ist die Diffusionszeit grofer als die angesetzte Binbreite, so wer-
den alle aufeinanderfolgenden Bins, in denen N,,;, tiberschritten wird, zum selben Puls,
also zum selben Molekiil, gezihlt. Fiir FRET-Experimente, wie sie fiir diese Arbeit ge-
nutzt wurden, wurden dann bei alternierender Anregung mit einem 532 nm und einem
637 nm Laser die Photonenemission der beiden Farbstoffe Cy3 und Cy5 in zwei Kanilen,
einem griinen Kanal (Cy3) und einem roten Kanal (Cy5), gemessen. Durch den FRET-
Mechanismus werden wihrend der 532 nm Anregungsdauer eines einzelnen Molekiils
sowohl Photonen im griinen als auch im roten Kanal detektiert. Da die Photonenpulse
der Einzelmolekiilmessungen einem individuellen Molekiil zugewiesen werden, wird die
Gesamtintensitédt des Pulses durch Addition des griinen Pulssignals und des roten Puls-
signals bestimmt. Da bei 637 nm Anregung nur die Photonen des Akzeptors relevant
sind, wird nur das Pulssignal des roten Kanals zu einem Puls gezihlt. Erfiillt die Anzahl
der gemessenen Photonen eines Pulses das Grenzwertkriterium, mehr Photonen als den
Grenzwert N,;, zu besitzen, so wird dieser Puls zur weiteren Berechnung eines FRET-
Effizienzwertes ausgewdhlt. Alle anderen Pulse werden verworfen.

Um den Grenzwert N,,;, sinnvoll zu wihlen, mit welchem das Hintergrundrauschen vom
relevanten Messsignal der Fluorophore getrennt wird, muss eine kontinuierliche Mes-
sung von Photonenintensitéten, eine sogenannte Intensitétstrajektorie, analysiert werden.
Dafiir wird die Anzahl der gezihlten Photonen pro Zeitbin der Intensititstrajektorie in
einem Histogramm aufgetragen. Durch die starke Verdiinnung der Probe bei Einzelmo-
lekiilmessungen dominieren die Beitrdge des Hintergrundsignals im Histogramm. Das
Hintergrundsignal setzt sich zusammen aus der Dunkelzéhlrate der Detektoren (Grund-
rauschen des Detektors ohne Lichteinstrahlung), Streulicht aus der Umgebung, autofluo-
reszierender Verunreinigung, die in die Probe gelangt ist, sowie dem Streulicht der Laser-
anregung, welches indirekt detektiert wird. Die Beitridge der einzelnen Hintergrundsignale
sind zufillig und unabhingig voneinander, jedoch gleichmifBig verteilt. Die Wahrschein-
lichkeit P, N Photonen innerhalb einer Zeitspanne 6¢ zu erhalten, wird durch die Poisson-
Verteilung beschrieben [[130]], mit

P(N) = Te . (3.6)
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Mit u, dem Erwartungswert, bekommt man daraus den Mittelwert des Hintergrundsi-
gnals, welcher schlieBlich fiir jeden Detektionskanal bestimmt wird. Daraus ergibt sich
ein sinnvoller Wert N,,;,, der ein Kriterium zur Entscheidung darstellt, wie hoch das Risi-
ko ist, Hintergrundsignale filschlicherweise als Fluoreszenzsignale zu zéhlen. Der Grenz-
wert des Hintergrundsignals wurde auf die Anzahl von Photonen pro Bin gesetzt, bei wel-
cher die Poisson-Verteilung des Intensitédtshistogramms auf 0, 1 % gefallen war.

Da die Diffusion der Molekiile durch den Fokus ein stochastischer Prozess ist, schwim-
men diese nicht gleichmé@Big oder gerichtet, wodurch manche eine ldngere Zeit im Detek-
tionsvolumen verbringen als andere. Die Folge ist keine diskrete Pulsgro3e, sondern eine
stochastische Verteilung, welche durch ein Histogramm visualisiert wird. Fiir die weitere
Analyse der Daten wurden die Pulse ausgewihlt, die eine ausreichend hohe Photonenzahl
aufweisen. Aus diesen ausgewihlten Pulsen wurde ein FRET-Effizienz-Histogramm er-
stellt, welches die Héaufigkeit der aufgetretenen FRET-Effizienzwerte darstellt. Durch die
Detektion der Fluoreszenzsignale beider Fluorophore in zwei unterschiedlichen Kana-
len (APD; und APD;, siche Abb. trigt unter anderem das Schrotrauschen in jedem
Kanal zur Verbreiterung der FRET-Effizienzverteilung bei. Schrotrauschen bezeichnet die
statistische Schwankung bei der Messung diskreter Teilchen, wie zum Beispiel Elektronen
oder Photonen, und ist vor allem bei Messungen niedriger Teilchenzahlen relevant. Durch
die Verwendung elektronischer Sensoren ist das auftretende Schrotrauschen unvermeid-
bar, wodurch diese statistisch auftretenden Fluktuationen immer zum eigentlichen Signal
beitragen. Dieses Schrotrauschen definiert daher die minimal auftretende Standardabwei-
chung der Verteilung eines FRET-Effizienzwertes. Die Standardabweichung von E durch
Schrotrauschen oy bestimmt sich zu [[15§]]

E(1—E)

. (3.7)
Nt(}tal

OsN =

Mit N, geht dabei die totale Anzahl der Photonen pro Puls ein, sodass die Standardab-
weichung der Verteilung der FRET-Effizienzen kleiner wird, wenn man nur solche Pulse
aussucht, deren Photonenzahl ausreichend grof} ist. Unter anderem durch die schon er-
wihnte Diffusion der Molekiile treten solche Pulse statistisch gesehen nicht besonders
hiufig auf. Somit muss man einen Kompromiss finden, welcher eine brauchbare Breite
der Standardverteilung der FRET-Effizienzen ermoglicht und gleichzeitig eine akzeptable
Statistik an FRET-Effizienzwerten in annehmbarer Zeit liefert [159]. Fiir die Messungen
in dieser Arbeit wurde ein Wert von N,,;, = 50 gewihlt (siche Abb. [3.4.1).

3.4.3 Alternierende Anregung

Um Faltungsdynamiken von Biomolekiilen mittels FRET zu untersuchen und um gleich-
zeitig sicherzustellen, dass das FRET-Farbstoffpaar vollstindig und intakt ist, implemen-
tierten Kapanidis et al. [[152] 2004 die alternierende Laseranregung ALEX in ihr Mi-
kroskop. Durch schnelles Schalten zwischen der Laseranregung des Donors und der des
Akzeptors konnten fiir jedes einzelne Molekiil (angewandt sowohl auf frei diffundierende
als auch auf immobilisierte Molekiile) donor- und akzeptorabhidngige Observablen auf-
gezeichnet werden. Laseranregung und Datenerfassung sind dabei synchronisiert, sodass
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Abbildung 3.4.1: Selektion verwertbarer Pulse. (a) Die Anzahl der gemessenen Photo-
nen N frei diffundierender SAM-I-Riboschalter werden durch Intensitétstrajektorien dar-
gestellt, aufgetrennt nach den einzelnen Farbkanilen und ihrer Laseranregung. Die oberen
beiden Tafeln zeigen das Donorsignal (GG, griin) und das Akzeptorsignal (GR, rot) bei
532 nm, also griiner Anregung. Die untere Tafel zeigt die Kontrolltrajektorie, roter Ka-
nal bei 637 nm Anregung (RR, dunkelrot), die zur Bestimmung der Stochiometrie notig
ist. (b) Die Pulsdauern (Anzahl der zum Puls zugehérigen Bins) werden iiber der sum-
mierten Photonenzahl eines Pulses aus den FRET-Kanélen GG und RG aufgetragen. Der
rote Kasten markiert dabei die selektierten Pulse, welche fiir die weitere Analyse in Frage
kommen.
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jederzeit bekannt ist, welches Signal durch welche Anregung erzeugt wurde. In dieser Ar-
beit wurden Mikroskope benutzt, deren alternierende Anregung, unter Verwendung von
Lasern in Dauerstrichbetrieb, durch AOTF-Module (sieche Abb. 3.1.1} 3.1.3) umgesetzt
wurde. Somit konnte neben der FRET-Effizienz auch die abstandsunabhédngige Donor-
Akzeptor-Stochiometrie, also dem Mengenverhiltnis von donor- zu akzeptormarkierten
Molekiilen, gemessen werden. Jedoch kann ein Missverhéltnis zwischen Donor- und Ak-
zeptormolekiilen durch zwei Mechanismen entstehen:

* Die chemische Synthese der farbstoffmarkierten Molekiile ist zwar effizient, aber
nicht perfekt. So kann es vorkommen, dass manche Molekiile entweder nur mit ei-
nem Donor oder einem Akzeptor markiert wurden. Nur einfach markierte Molekiile
vollstiandig aus der Probelosung herauszufiltern, ist jedoch nicht moglich.

* Da die Probe beim Lagern, bei der Probenpriparation oder wihrend der Messung
dem Umgebungslicht ausgesetzt ist, besteht die Moglichkeit, dass die Fluoreszenz-
farbstoffe bleichen oder quenchen. Die Folge wire eine Verfidlschung der FRET-
Effizienzpopulationen. Allerdings werden die beschidigten Molekiile digital her-
ausgefiltert.

Die Donor-Akzeptor-Stochiometrie berechnet sich, falls y bekannt ist, nach

B YIp +1a
’}/ID +IA _‘_Iglirecl :

(3.8)
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Dabei entspricht Ip und 14 jeweils der gemessenen Donor- und der Akzeptorintensitit
bei Donoranregung, und / X” ¢ct der gemessenen Akzeptorintensitiit bei Akzeptoranregung.
Wie aus Gl @ herauszulesen ist, entspricht die Stochiometrie dem Verhiltnis der Emis-
sionsintensitdten von Donor und Akzeptor bei FRET-Messungen (Laseranregung des Do-
nors) I, zur gesamten Emissionsintensitit eines ALEX-Beleuchtungszyklus (Donor-,
gefolgt von Akzeptoranregung) I7,, + Iffir ect, Mit

I Tot

L — 39
It + Izllrect (3.9)

bestimmt sich die Stochiometrie aus den gemessenen Photonen der Fluoreszenzfarbstof-
fe. Da jedoch im Experiment die Detektionseffizienzen der Detektoren sowie die Quan-
tenausbeute der Fluorophore mit und ohne FRET unterschiedlich sein konnen, muss die
Anregungsleistung der jeweiligen Laserintensititen so angepasst werden, dass die An-
zahl der detektierten Photonen des Akzeptor- und des Donorfarbstoffes gleich grof3 sind.
Stellt man folglich die Anregungsleistungen so ein, dass die Gesamtheit der detektier-
ten Photonen im Donor- und im Akzeptorkanal bei Donoranregung gleich der Anzahl
detektierter Photonen im Akzeptorkanal bei Akzeptoranregung ist, so nehmen alle dop-
pelt markiert Molekiile einen Wert von S ~ 0,5 ein. Molekiile, welche zum Zeitpunkt der
Messung eine reine Donoremission erzeugten, nehmen Werte von S ~ 1 an, und bei Mo-
lekiilen mit reiner Akzeptoremission ergibt sich § ~ 0. Mit einem ES-Plot, in welchem
die Stochiometrie S liber der FRET-Effizienz E aufgetragen wird, lassen sich alle Mo-
lekiile mit einem funktionierenden FRET-Paar zur weiteren Analyse aussortieren. Durch
die sequentielle Vermessung der Farbstoffmolekiile mit ALEX werden die Farbstoffinten-
sitdten I7,; und Ij‘ﬁr ¢! nicht exakt zur selben Zeit bestimmt. Innerhalb dieser Zeitspanne
kann sich durch den Einfluss photophysikalischer Effekte wie zum Beispiel Blinken das
Emissionsverhalten der Farbstoffmolekiile verdndern. Ebenso konnen sich die vermesse-
nen diffundierenden Molekiile zu unterschiedlichen Zeiten in verschiedenen Zonen des
Anregungs- beziehungsweise Detektionsvolumens des Mikroskopes befinden. Dies hat
jeweils Einfluss auf die Anregungsintensitit und die Detektionseffizienz der Farbstoffmo-
lekiile. Folglich konnen die Pulsintensititen zweier aufeinanderfolgender Pulse variieren,
sodass eine Verbreiterung des Parameters S folgt [115,/159]. In dieser Arbeit wurden aus
der Pulsanalyse alle Molekiile weiter verwendet, deren S-Werte innerhalb 0,3 < § < 0,8
lagen. Werte oberhalb dieses Bereichs wurden als einzelnes Donorsignal gewertet und
aussortiert. Da ein einzelnes Donorsignal eine FRET-Effizienz von E ~ 0 ergibt, findet
man solche Populationen in einem typischen ES-Plot (zu sehen in Abb. [3.4.2] a, in der
linken oberen Ecke). Gleiches gilt fiir Molekiile, deren S-Werte unterhalb des definierten
Bereichs liegen, da sie als einzelnes Akzeptorsignal gewertet werden.

3.4.4 Berechnung des y-Faktors mit Hilfe eines ES-Plots

Ist, wie im letzten Kapitel vorausgesetzt, der y-Faktor nicht bekannt, so kann er mit Hilfe
der ES-Plots im Mittel iiber alle Molekiile der Pulsanalyse bestimmt werden. Sind die De-
tektionseffizienzen des Donorfarbstoffes im Donorkanal und des Akzeptorfarbstoffes im
Akzteptorkanal verschieden, so ist die Gesamtheit der gemessenen Photonen aus Donor-
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Abbildung 3.4.2: Selektion FRET-Paar-markierter Molekiile. (a) Dargestellt ist ein
ES-Plot, in welchem die Stochiometrie S iiber der FRET-Effizienz aufgetragen ist. Die
Laseranregung wird so eingestellt, dass die detektierte Anzahl an Photonen von Donor-
und Akzeptorfarbstoftf (Cy3 und CyS5), falls sie nicht als FRET-Paar verbunden sind, ver-
gleichbar ist. Molekiile mit einem funktionierenden FRET-Paar erscheinen im ES-Plot im
Bereich zwischen 0,2 < § < 0,7, markiert durch rote Linien. Der ES-Plot dient somit als
effektives Mittel, einfach markierte Molekiile von den zu verwertenden doppelt markier-
ten FRET-Paaren zu unterscheiden. (b) Gezeigt sind die selektierten FRET-Effizienzen
in einem Histogramm. Die schwarze gestrichelte Linie zeigt das unkorrigierte FRET-
Histogramm.

und Akzeptorkanal I7,; abhiingig von der Verteilung der emittierten Photonen des FRET-
Paares. Somit ist auch die Bestimmung der FRET-Effizienz abhiingig von der Verteilung
der detektierten Photonen.

Mit dem Korrekturfaktor y wird die gemessene Donorintensitit der des Akzeptors ange-
passt. I, = YIp + I ist dann unabhingig von der FRET-Effizienz wie folglich auch vom
Stochiometriefaktor S. In einem iterativen Prozess wird der y-Faktor so lange variiert, bis
die FRET-Populationen im ES-Plot den gleichen mittleren S-Wert annehmen.

Im Experiment werden durch die Photodetektoren zunéchst die Emissionsintensitidten Ip
und /4 gemessen. Diese Intensititen bestimmen sich aus der Anzahl der emittierten Pho-
tonen Np beziehungsweise Ny sowie aus der totalen Detektionseffizienz des jeweiligen
Detektors ®p und 5 mit

Ip/a =PpjaNp/a- (3.10)

Setzt man die Intensititen aus GL. 3.10/in G1.[3.9]ein, so erhilt man:

Pp
—N, N
YPpNp + PaNa — yq)A P (3.11)

B Y®pNp + PsNy + CI)ANX”M '}’%ND + Ny +N;§”’e“
A

Die Korrekturfaktoren lassen sich fiir die spitere Betrachtung zusammenfassen zu [[160]:

o=y-2. (3.12)
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Die Abhingigkeit des Stochiometriewertes von der FRET-Effizienz lisst sich folgender-
malen einfithren: Die Anzahl der emittierten Photonen beim Donor ist abhéngig von der
Anregungsintensitit des Lasers Pp und vom donoreigenen Extinktionskoeffizienten €p. In
Anwesenheit eines Akzeptors gibt der Donor zudem einen Energieanteil (/ — E) ab. Die
Anzahl der emittierten Photonen des Akzeptors bestimmt sich somit aus der abgegeben
Energie des Donors:

Np = (1—E)8DPD, (313)
Ny =EepPp. (314)
Setzt man Gl.[3.13]in Gl.[3.11] ein, bekommt man schlieBlich:

~ {o+(l—-0)E}epPp
N {G—f-(l—G)E}SDPD—i-SAPA.

(3.15)

Dabei wurde zur Betrachtung der direkten Laseranregung des Akzeptors fiir Nj{"r et die
Anregungsleistung des Lasers zur Anregung des Akzeptors P4, sowie der Extinktionsko-
effizient des Akzeptors bei direkter Anregung €4 eingesetzt. Aus Gl. kann man ab-
lesen, dass die Abhingigkeit der Stochiometrie von der FRET-Effizienz dann verschwin-
det, wenn ¢ = 1 gilt. Bestimmt man den y-Faktor folglich so, dass Gl. erfiillt wird,
kann ein FRET-Effizienz-unabhingiger ES-Plot erstellt werden. Die Charakteristik ei-
nes FRET-Effizienz-unabhéngigen ES-Plots zeichnet sich dadurch aus, dass die mittle-
ren Stochiometriewerte der einzelnen FRET-Populationen gleich sind mit Ausnahme der
Population, welche nur ein Donorsignal besitzt. Bei der Auswertung der Daten werden
mehrere ES-Plots mit variierenden y-Faktoren geplottet. Der Wert des y-Faktors, der eine
Verteilung der FRET-Populationen im ES-Plot mit gleichbleibendem Stochiometriewert
erzeugt, wird als Korrekturfaktor angenommen [152,/160, 161].

3.4.5 Messung an immobilisierten Molekiilen

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Faltung von Biomolekiilen auf Basis von
Einzelmolekiilspektroskopie ist die Immobilisierung der Biomolekiile auf der Oberfliche
eines Objekttridgers. Der grofe Vorteil gegeniiber der Messung an frei diffundierenden
Molekiilen ist die lange Beobachtungszeit eines einzelnen Molekiils. Bei frei diffundie-
renden Molekiilen in wissriger Losung ist die Vermessung struktureller Dynamik durch
ihre kurze Aufenthaltsdauer im konfokalen Beobachtungsvolumen des Mikroskops auf ~
1 ms beschrinkt. Bei immobilisierten Molekiilen ist die Beobachtungszeit nur durch das
unvermeidbare Bleichen der Fluoreszenzfarbstoffe limitiert. Daher ist die Vermessung der
Faltungsdynamik sowohl fiir kurze als auch fiir lange Zeitabschnitte > 1 s moglich. Um
nicht mehrere immobilisierte Molekiile gleichzeitig zu vermessen, muss die Konzentrati-
on der Probenmolekiile bei der Probenpriparation so eingestellt werden, dass der Abstand
zweier Molekiile groBer ist als die Breite der PSF [[155]. Dazu wihlt man Molekiilkon-
zentrationen im Bereich von 10 - 100 pM [134]]. Wie von Taekjip Ha 2001 vorgeschla-
gen [162], kommen dafiir mehrere Methoden in Frage:
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* Die einfachste Methode ist die Immobilisierung der Molekiile durch unspezifische
Adsorption auf der Glasoberflidche. Dies kann jedoch das freie Falten der Molekiil-
struktur beeinflussen oder die Beweglichkeit der Fluoreszenzfarbstoffe beeintrich-
tigen.

* Ebenso einfach in der Priparation ist die Immobilisierung in Acrylamid-Nanoporen
oder in Agarosegel. Jedoch konnen dann keine Verdnderungen der Pufferbedingun-
gen, welche zur Untersuchung molekularer Dynamik unverzichtbar sind, durchge-
fiihrt werden.

* Durch spezifische Funktionalisierung der zu untersuchenden Molekiile durch Bio-
tin konnen diese mit Hilfe von Streptavidin [162,/163]] oder Neutravidin [164] als
Zwischenbindeglied auf einer Oberflache angedockt werden, die ebenso mit Bio-
tinmolekiilen versehen ist. Auf die Glasoberfliche kann entweder ein Gemisch aus
BSA/BSA-Biotin oder biotinyliertem Polyethylenglycol (PEG) aufgetragen wer-
den. Die Wahl der Oberflichenbeschichtung sollte so getroffen werden, dass sie
nur minimalen Einfluss auf das Targetmolekiil hat [[155]].

Eine ideale Oberfldche weist zumeist die Eigenschaft hoher Hydrophobizitit und elektri-
scher Neutralitédt auf [165.|166]. Zur Beobachtung der Faltungsdynamik erwies sich nach
qualitativen Tests (Daten nicht enthalten) die mit BSA/BSA-Biotin passivierte Oberfla-
che am geeignetsten, da die PEG-Oberfldche die freie Faltung des SAM-I-Riboschalters
beeintrichtigt. Die SAM-I-RS wurden ebenso mit einem Biotin funktionalisiert (siche
Kapitel 3.3), sodass diese sich via Streptavidin an die biotinylierte BSA-Oberfliche bin-
den konnten. Die Bindung von Biotin an Avidinmolekiile ist eine der stirksten bekannten,
nicht kovalenten Bindungen [167] und eignet sich somit hervorragend Immobilisierung
von Molekiilen. Diese Art der Probenpréparation wurde deshalb fiir die Konfokal- und
die TIRF-Mikroskopie in dieser Arbeit verwendet.

3.4.5.1 Datenerfassung am Konfokalmikroskop

Ein Datenerfassungsprogramm auf der Basis von C++, geschrieben von Dr. Andrei Ko-
bitski, regelt die synchronisierte Ansteuerung der Laseranregung durch die AOTFs, die
Photodetektoren und die Speicherung der Daten. Fiir jedes gemessene Molekiil wird eine
Datei erstellt, in welcher mit einem Datensampling von 100 us die gemessenen Photonen-
raten, aufgeteilt nach Detektionskanal und Anregungswellenlinge, gespeichert werden.
Durch die Software wird der ALEX-Zyklus festgelegt. Die in dieser Arbeit erhobenen
Einzelmolekiilintensititstrajektorien wurden mit einem ALEX-Zyklus erzeugt, der sich
alle 100 us wiederholte. Der ALEX-Zyklus wurde spezifisch auf die Messmethode frei
diffundierender bzw. immobilisierter Molekiile eingestellt.

ALEX-ZyKklus fiir frei diffundierende Molekiile:

* 65 us mit 532 nm bei einer Leistung von 400 uW (gemessen vor dem Objektiv)

* 5 us Pause (Umstellungszeit der AOTFs auf neue Wellenlinge)
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* 25 ps mit 637 nm bei einer Leistung von 900 uW

* 5 us Pause.
ALEX-Zyklus fiir immobilisierte Molekiile:

e 70 ps mit 532 nm bei einer Leistung von 6 uW (gemessen vor dem Objektiv)
e 5 us Pause (Umstellungszeit der AOTFs auf neue Wellenlinge)
e 20 us mit 637 nm bei einer Leistung von 2 uW

* 5 us Pause.

Diese Daten wurden dann mit einer von Dr. Andrei Kobitski geschriebenen Analyse-
software weiterverarbeitet. Mit dieser Software konnte jedes Molekiil einzeln untersucht
werden, indem mit Hilfe eines Piezotisches jede zuvor detektierte Position eines Mo-
lekiils nach und nach angefahren werden konnte. Die gemessenen Intensititen wurden
wiederum, aufgeteilt nach Kanal und Anregungswellenlédnge, aufgezeichnet. Das sind die
sogenannten Intensititstrajektorien (engl. intensity time traces). Zur Vermessung der mit
Cy3 und Cy5 markierten SAM-I-RS-Molekiile wurden die Trajektorien im griinen Ka-
nal (APD,, Cy3) bei 532 nm Anregung (GG), im roten Kanal (APD, Cy5) bei 532 nm
Anregung (GR) und im roten Kanal (APD;, Cy5) bei 637 nm Anregung (RR), zur wei-
teren Analyse benutzt. Die beiden ersten Trajektorien wurden zur Berechnung der FRET-
Effizienz verwendet. Die dritte Trajektorie diente als Kontrolle, um das Akzeptorbleichen
zu detektieren.

Um die verrauschten Rohdaten besser visualisieren zu kénnen, wurden 10 Intensitidtswer-
te von je 100 us Belichtungszeit zu einem 1 ms Bin zusammengefasst. Danach wurden
manuell alle Molekiile zur weiteren Verwendung ausgewihlt, die folgende Kriterien er-
fiillen:

* Anwesenheit beider Farbstoffe, das heiflt Signaldetektion in den Kanédlen GG und
RR;

* Trajektorien mit wenig Blinken der Farbstoffe:
Beim Blinken unterscheidet man zwischen Donor- und Akzeptorblinken. Donor-
blinken erkennt man daran, dass bei Donoranregung das Donorsignal zwischen
Untergrundsignal und dem erwarteten Signalniveau springt. Im Falle eines FRET-
Ubergangs zum Akzeptormolekiil wechselt sich bei Donoranregung das Akzeptor-
und Donorsignal gleichermal3en ab. Das Akzeptorsignal bei Akzeptoranregung
bleibt dabei unverindert.
Akzeptorblinken zeigt sich im Donorkanal bei Donoranregung so, dass das Do-
norsignal zwischen zwei unterschiedlich hohen Signalstdrken springt, wihrend das
Akzeptorsignal bei Donoranregung zwischen Rauschsignal und der erwartet hohen
Signalstirke springt. Im Akzeptorsignal bei Akzeptoranregung schaltet das Signal
derweil zwischen den Zustinden ,,AUS* und ,,AN".
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» Akzeptor- vor Donorbleichen, um eine individuelle Korrektur des y-Faktors jedes
einzelnen Molekiils zu ermdglichen, und zur Korrektur von spektralem Uberspre-
chen von Cy3-Emission in den RR-Kanal;

* Donorbleichen zur Korrektur von Hintergrundsignal in den Kandlen GG, GR und
RR.

Die selektierten Trajektorien wurden beziiglich Hintergrund, spektralem Ubersprechen
und y-Faktor korrigiert. Schlie8lich wurden alle Trajektorien aussortiert, welche solche
Y-Faktoren aufwiesen, die stark von denen der anderen abwichen. Ebenso wurden nur
solche Trajektorien weiterverarbeitet, welche ein SNR von 5:1 oder besser hatten. Diese
Trajektorien (Beispieltrajektorie siche Abb.[3.4.3) wurden fiir die weitere Datenverarbei-
tung ausgewdihlt und gespeichert. Fiir die spezielle Kinetikanalyse der Trajektorien zur
Ermittlung struktureller Dynamik kam die von Jun.-Prof. Dr. Bettina Keller entwickel-
te HMM-Analysesoftware zum Einsatz (sieche Kapitel 2.6.2)). Damit wurden nur solche
Trajektorien untersucht, welche durch den FRET-Mechanismus ein anti-korreliertes Ver-
halten zwischen Kanal GG und Kanal GR aufzeigen.

A
\ 4
A
\ 4

(=2}

H
T v
1

N
1

Intensitat / kHz

Sooo9o

1 " 1 n 1 " 1 n 1 n 1 ILL
10 15 20 25 30 35 40

Zeit/s

FRET-Effizienz

o
(3}

Abbildung 3.4.3: Trajektorien eines immobilisierten RS-Molekiils. In der oberen Tafel
sind die Photonenzéihlraten des Donorkanals (griin, APD2, Cy3) und des Akzeptorkanals
(rot, APD1, Cy5) eines mit einem FRET-Paar markierten, immobilisierten Molekiils bei
532 nm Anregung zu sehen. Die daraus berechnete FRET-Effizienz ist in blau in der
unteren Tafel dargestellt. Der Bereich I zeigt Intensitétsfluktuationen bei Aktivitit beider
Farbstoffe, wobei der Bereich II die gemessene Intensitidt nach Akzeptorbleichen und
Bereich III nach Donorbleichen markiert.

67



3 Materialien und Methoden

3.4.5.2 Datenerfassung am pTIRF-Mikroskop

Die Aufnahme der Bilder durch die EMCCD-Kamera wurde mit Hilfe der kameraeige-
nen Software Andor-Solis (Andor) getitigt. Damit wurde mit Hilfe des externen Trig-
germodus der Software das ALEX-Belichtungsschema durch den AOTF (Details siehe
Kapitel [3.1.2) iiber eine NI-Karte (PCI-6713, National Instruments) mit der Kamera so
synchronisiert, dass jedes Bild eindeutig einer einzigen Belichtung zuzuordnen war. Die
Software zur Implementierung des ALEX-Schemas, also zur Ansteuerung des AOTF-
Moduls, wurde durch eine gruppeneigene LabView-Software (LabView, National Instru-
ments) verwirklicht. Die Belichtungszeit des EMCCD-Chips wurde dabei auf 100 ms bei
einem Gain-Faktor (einem kamerainternen Verstirkungsfaktor) von 230 eingestellt. Zur
Erstellung von FRET-Histogrammen wurden je 20 Bilder im ALEX-Modus aufgenom-
men. Die jeweiligen Laserleistungen wurden dabei auf 50 mW des 532 nm Lasers und 20
mW des 638 nm Lasers gestellt. Die Leistung wurde so gewihlt, um das beste SNR bei
gleichzeitig ausreichend langer Bleichstabilitit der Fluorophore zu erhalten. Die weitere
Datenverarbeitung der Kameravideos wurde durch eine frei verfiigbare Analysesoftware
,smCamera* (https://cplc.illinois.edu/software) durchgefiihrt.

Wie in Abb.[3.1.3|gezeigt, wurde die Abbildung der Probe durch einen Strahlteiler (DMy)
chromatisch in zwei Strahlengiinge aufgetrennt. Durch einen Spiegel wurden die beiden
Bilder nebeneinander auf demselben Kamerachip abgebildet. Somit erreichte man eine
getrennte Beobachtung des Donor- und des Akzeptorkanals. Die Software smCamera be-
sitzt die Fihigkeit, die so erfassten Daten auszuwerten. Dadurch, dass das Kamerabild
in zwei Farbkanile derselben Abbildung geteilt wurde, ordnete die Software zunichst
die Koordinaten der identifizierten Molekiile im griinen und im roten Kanal einander
zu. Das Programm bietet zur Detektion der Molekiile und deren Zuordnung iiber bei-
de Farbkanile zwei Optionen an. Mit der ersten Option wurden zunichst die Molekiile
im Donorkanal bei Donoranregung identifiziert und deren Koordinaten auf der linken
Chiphilfte bestimmt. Durch eine Transformation der Donorkoordinaten auf die rechte
Chiphilfte wurden dann die Positionen der Akzeptormolekiile bestimmt. Die Intensitdten
dieser Koordinaten bestimmen die Donor- und Akzeptortrajektorie eines FRET-Paar mar-
kierten Molekiils. Mit der zweiten Option geschieht das Gleiche, nur dass die detektierten
Akzeptormolekiile bei Akzeptoranregung als Ausgangspunkt gewdhlt wurden. Im Falle
der Verwendung eines ALEX-Anregungsschemas wurden immer die detektierten Akzep-
tormolekiile bei Akzeptoranregung zur Bestimmung der Molekiilkoordinaten verwendet
(Option 2). Dabei wurden alle Molekiile beachtet, welche mit einem Akzeptor markiert
waren, unabhingig davon, ob ein Donorfarbstoff existierte. In der anschlieBenden Aus-
wertung bei Donoranregung konnten dann durch das Setzen eines Schwellenwertes alle
Molekiile zur weiteren Datenverarbeitung selektiert werden, welche zweifelsfrei durch
ein FRET-Paar markiert waren. Die aufgenommen Daten wurden von der Software sm-
Camera zunichst durch Abzug des Hintergundsignals korrigiert und dann gespeichert.
Die weitere Datenanalyse erfolgte mit einer von Dr. Florian Stockmar erstellten, hausei-
genen Software Traceinspect (Version 1.07) [168,|169]. Diese Software ermoglicht eine
halbautomatische Filterung der Daten, was bei einer Anzahl von mehreren Tausend ge-
messenen Molekiilen von groem Vorteil ist. Durch das Erstellen eines Intensitétshisto-
gramms bei Donoranregung, in welchem die Intensititen der Molekiile aus Donor- und
Akzeptorkanal addiert und dann nach Helligkeit histogrammiert werden, konnten durch
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das Setzen eines Schwellenwertes alle Molekiile zur weiteren Verarbeitung ausgesucht
werden, die ein FRET-Paar besitzen. Denn Molekiile, welche nur durch einen Akzeptor-
farbstoff markiert sind und keinen Donorfarbstoff besitzen, emittieren bei Donoranregung
kein Signal. Sie erzeugen somit eine Verteilung im Intensitédtshistogramm bei niedrigen
Zihlraten.

Im Weiteren wurden alle ausgewihlten Trajektorien einzeln durch die Traceinspect-Soft-
ware begutachtet. Die Software ermdglicht durch Darstellung der Intensitétstrajektorien,
getrennt nach Donor- und Akzeptorkanal, die Selektion aller Trajektorien, welche kein
Blinken oder Bleichen wihrend der Messung aufweisen. Diese hindisch verlesenen Tra-
jektorien wurden dann innerhalb der Software zu FRET-Histogrammen und ES-Plots wei-
terverarbeitet und abgespeichert.

3.5 Auswertung mit einem Hidden-Markov-Modell

Der HMM-Algorithmus von Jun.-Prof. Dr. Bettina Keller wurde in der Gruppe von Frank
Noé [140,/170] speziell fiir die Analyse von FRET-Experimenten weiterentwickelt. Die
dabei gemessene Photonenemission von Biomolekiilen, welche mit einem FRET-Paar
spezifisch markiert wurden, konnen damit in Modelle verschiedener Konformationséin-
derungen der Biomolekiile iibersetzt werden.

3.5.1 Auf Photonenemission basierte Maximum-Likelihood-Schatzer

Um Photonenemissionsprozesse zu modellieren, eignen sich poissonartige Beobachtungs-
wahrscheinlichkeiten, die zur Beschreibung der Photonentrajektorien, gemessen in Ein-
zelmolekiil-FRET-Experimenten, von Donor- und Akzeptormolekiilen angesetzt werden
[171H174]:

P(NA,ND) :POiS(kA,NA)*POiS(kD,ND). (316)

Dabei beschreiben N4y und Np die Anzahl an Akzeptor- und Donorphotonen, k4 und kp
die dazugehorigen Emissionsraten der Fluorophore. Ziel ist es, eine Likelihood-Funktion
zu erstellen, welche die Anzahl der beobachteten Donor- und Akzeptorphotonen (Np und
Ny) innerhalb einer Zeitspanne 6¢ mit entsprechendem Hintergrundsignal fiir Donor- und
Akzeptorkanal charakterisiert. Folgende Annahmen sind zu beachten:

* Durch Laseranregung der FRET-Paar-markierten Molekiile wird pro Molekiil eine
Photonenemissionsrate beider Farbstoffe k,,,; generiert.

* Die Wahrscheinlichkeit, dass durch FRET der Akzeptor Photonen emittiert und die-
se detektiert werden, wird durch die FRET-Effizienz E,,.;; beschrieben.

» Jeder gemessenen Photonentrajektorie ist eine Hintergrundsignalrate zuzuschrei-
ben, k4 p, fiir den Akzeptorkanal und kp », fiir den Donorkanal.

69



3 Materialien und Methoden

Die Emissionsraten fiir D und A ergeben sich daher zu

ka = Emesskmor + kA,bg» (3.17)
kp = (1 - Emess)kmol + kD,bg- (3.18)

Um die beobachteten Photonen Np und N4 zu beschreiben, setzt sich daher die Likelihood-
Funktion aus dem Produkt der Poisson-Prozesse zusammen [[140]:

K kY
NiNp) = L—¢ "A e ''D, 3.19
pap (NaNp) NA!€ Np!e (3.19)

3.5.2 Korrektur der FRET-Effizienzen des HMM

Eine grundlegende Annahme der bereitgestellten HMM-Analyse-Software ist, dass die
Photonenemissionen der versteckten Zustiinde und die daraus resultierenden FRET-Effi-
zienzen sich innerhalb eines Datensatzes nicht dndern. Ansonsten miisste angenommen
werden, dass die gemessenen FRET-Effizienzen einzelner Zustinde von Trajektorie zu
Trajektorie, selbst innerhalb eines Datensatzes, schwanken. Die heutige Programmierung
wiirde die schwankenden FRET-Effizienzwerte jedoch eigenen Zustinden zuweisen und
somit ein verfilschtes Modell ausgeben. Die bereitgestelite HMM-Analyse kann daher
weder einen trajektorien- noch einen zustandsabhéngigen y-Faktor korrigieren.

Deshalb wurden die erstellten HMM im Nachhinein jeweils durch einen kumulativen -
Faktor korrigiert, um die korrekten FRET-Effizienzen der versteckten Zustinde zu be-
stimmen. Der kumulative y-Faktor berechnete sich aus dem Mittelwert der individu-
ell bestimmten y-Faktoren der einzelnen Trajektorien eines Datensatzes. Um die FRET-
Effizienzen der einzelnen Zustdnde entsprechend korrigieren zu konnen, wird Gl. 2.51}
unter Vernachldssigung anderer ratenbeeinflussender Effekte (Blinken, etc.), zunéchst ge-
schrieben als

ka

E=—7—-—. 3.20
ka+ Ykp (5-20)

Da im Vorfeld der HMM-Analyse das trajektorienspezifische Hintergrundsignal bestimmt
und entsprechend korrigiert wird, kann die Gl. abziiglich der Hintergrundfaktoren in
Gl. [3.20|eingesetzt werden, sodass

E— Emesskmol _ Emess . (3 21 )

Emesskmol + ’}/(1 - Emess)kmol Emess + '}/(1 - Emess)

Mit der FRET-Effizienz E findet man den korrigierten FRET-Effizienzwert eines Zustan-
des.

3.5.3 Auswertung und Validierung des HMM

Die Daten zur weiteren Analyse durchlief den in Kapitel beschriebenen Auswahl-
prozess. Zur weiteren Untersuchung schneller Faltungskinetiken mit Hilfe der HMM-
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Analyse wurden aus einer Vielzahl gemessener Donor- und Akzeptortrajektorien der Ein-
zelmolekiil-FRET-Messungen von Riboschaltern diejenigen zur weiteren Analyse selek-
tiert, deren Kreuzkorrelation von Donor- zu Akzeptorsignal eine Antikorrelation aufwei-
sen. Solche negativen Amplituden geben das typische Verhalten zweier Molekiile wieder,
welche tiber den FRET-Mechanismus miteinander Energie austauschen. Diese Fluktua-
tionen entstehen entweder durch photophysikalische Effekte wie Blinken, oder durch Ab-
standsdnderungen wie die Faltungsdynamik von Biomolekiilen. Zur Unterscheidung der
Beitrige dieser Effekte zur Antikorrelation werden normalerweise zusitzliche Analysen
durch die Autokorrelation des Donorsignals in Abwesenheit des Akzeptorsignals, sowie
des Akzeptorsignals bei reiner Akzeptoranregung durchgefiihrt. Dadurch werden die Zei-
ten der FRET-unabhingigen Effekte (Blinken, etc.) ermittelt [[147]].

Fiir die qualitative Auswertung der Intensitétstrajektorien in den hier prisentierten Expe-
rimenten wurden jedoch keine Autokorrelationen beachtet. Dafiir wurden per hdndischer
Auswahl nur die Teilstiicke der Intensitétstrajektorien einer Kreuzkorrelationsanalyse un-
terworfen, welche frei von Blinken waren. Die Korrelationsanalyse der Einzelmolekiiltra-
jektorien wurde tiber eine Kreuzkorrelation CCps(7) von normierten Donorintensititen
zu normierten Akzeptorintensititen durchgefiihrt:

_ (Up(t) = {Ip(1))) Ua(t+7) = {Ia(t + 7))))
CCpa(t) = <ID<t)>/2IA<t+T)> A .

Dabei beschreiben Ip(r) und I4(7) jeweils die Intensititstrajektorien des Donors und des
Akzeptors eines FRET-markierten Molekiils. Die spitzen Klammern stellen die Mittelung
iber die Zeit dar. Der stochastische Prozess struktureller Konformationsinderungen von
Biomolekiilen, beobachtet mittels Konfokalmikroskopie, kann als stationidr angenommen
werden. Daher sind die zeitlichen Mittelwerte zeitunabhédngig. Somit ist die Kreuzkor-
relationsfunktion CCpa(7) nur abhingig von einem zeitlichen Verzogerungsparameter
T [[175,]176]]. Zur Sicherstellung, dass der FRET-Mechanismus einem einzelnen Molekiil
zuzuordnen ist und nicht einem Bindungszustand mehrerer Molekiile wurde zusitzlich
darauf geachtet, dass nur solche Trajektorien ausgewihlt wurden, welche nach mehre-
ren Sekunden einen einzelnen Bleichschritt zuerst im Akzeptor- und dann im Donorka-
nal aufwiesen. Zur Vorbereitung der Daten fiir die HMM-Analysesoftware wurden die
selektierten Trajektorien als Rohdaten zu einer 1ms Binbreite abgespeichert. Zusitzlich
wurde eine Datei bereitgestellt, welche intensitétstrajektorienspezifisch die Grundniveaus
der Hintergundsignale auflistete. Die Bestimmung der Hintergrundsignale wurde mit der
gruppeneigenen Einzelmolekiilsoftware durchgefiihrt (siche Kapitel 3.4.5) und getrennt
nach Detektionskanal abgespeichert. Der Analyse-Algorithmus der Software besteht im
Wesentlichen aus folgenden Schritten:

(3.22)

1) Fiir eine gewihlte Anzahl von vorbestimmten versteckten Zustinden wurden zu-
nichst 100 Modelle mit Zufallsparametern konstruiert. Diese wurden nur mit einer
kleinen Anzahl an Iterationen mit dem Erwartungswertmaximierungs-Algorithmus
optimiert.

2) Das Modell mit der hochsten Wahrscheinlichkeit, den Datensatz zu reprisentieren,
wurde bis zur vollen Konvergenz optimiert.
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3)

4)

5)

6)

Um die Reproduzierbarkeit eines Modells zu bestitigen, wurde der Prozess aus 1)
und 2) 20 Mal wiederholt. Der Ansatz des gewihlten heuristischen Kriteriums be-
sagt, dass ein Modell als reproduzierbar gilt, wenn es in 20% aller Versuche auftritt.
Die Modelle werden als identisch angesehen, wenn sich ihre Log-Likelihood-Werte
um weniger als Alogl.=10 unterscheiden. Um dies besser sichtbar zu machen,
wurden die Ergebnisse der einzelnen HMM, sortiert nach der GroBe ihrer Log-
Likelihood-Werte, in ein Diagramm iibertragen. Innerhalb des Diagramms wurde
ein Grenzwertbereich von AlogL=10 gesetzt, dessen oberer Grenzwert sich aus
dem HMM ergibt, welches den hochsten Log-Likelihood-Wert besitzt. Es miissen
sich mindestens vier HMM innerhalb des Grenzwertbereichs befinden, damit ein
Modell als reproduzierbar gilt (siche Abb. 3.5.1).

Im néchsten Schritt wurden alle HMM, welche innerhalb des Grenzwertbereichs
lagen, danach {iiberpriift, ob sie dieselbe Definition an FRET-Zustédnden besitzen.
Somit kann sichergestellt werden, dass nicht komplett unterschiedliche Modelle
gleicher Wahrscheinlichkeit existieren. Die Modelle wurden sowohl danach iiber-
priift, ob sie eine vergleichbare Hiufigkeit ihrer FRET-Zusténde aufweisen, als auch
danach, ob die Zustandslebensdauern vergleichbar sind. Dazu wurden die Zustén-
de der einzelnen HMM in zwei Diagrammen verglichen. Im ersten Schritt wurden
die Lebensdauern iiber der FRET-Effizienz der gefundenen HMM-Zustinde in ei-
nem Punktediagramm aufgetragen (Abb. 3.5.2] a). Zustinde, welche zum selben
HMM gehoren, wurden mit derselben Farbe eingezeichnet. Im zweiten Schritt wur-
de das gleiche mit einem Plot wiederholt, welcher die Zustandslebensdauern iiber
der FRET-Effizienz veranschaulicht (Abb. b). Waren die Ergebnisse wieder-
um vergleichbar, wurde das HMM weiter betrachtet, welches den hochsten Log-
Likelihood-Wert besal3.

Falls ein Ergebnis reproduziert wurde, musste es zunédchst validiert werden, sodass
sichergestellt wurde, dass das Modell einem Markovprozess zuzuordnen ist. Dies
bedeutet, dass die Verweildauer der Molekiile in jedem der versteckten Zustéinde,
berechnet durch den Maximum-Likelihood-Pfad, einer Exponentialverteilung folgt,
das heif3t, dass die Besetzungswahrscheinlichkeit spezifischer Zustéinde zeitlich ex-
ponentiell abnimmt.

Ein weiterer Validierungsschritt ist der Vergleich einer simulierten Zustandsvertei-
lung aus den HMM-Modelldaten mit den experimentellen Daten. Dabei wurden
aus dem Maximum-Likelihood-Pfad Donor- und Akzeptorphotonentrajektorien er-
zeugt, wobei berlicksichtigt wurde, dass die Emissionswahrscheinlichkeiten von
Photonen der Farbstoffe einer Poisson-Verteilung folgen. Der Ratenparameter der
Poisson-Verteilung, die Emissionsrate, ist zeitabhdngig und wurde fiir einen ver-
steckten Zustand zu jedem Zeitpunkt #, in Einbeziehung der Gesamtrate fiir Donor
und Akzeptor, neu bestimmt. Aus diesen simulierten Intensitétstrajektorien fiir ein
Donor- und ein Akzeptormolekiil wurden schlieBlich FRET-Effizienzen bei zugrun-
deliegenden zeitlichen Binbreiten der Trajektorien von 10, 50 und 250 ms berechnet
und mit den experimentellen Daten verglichen.
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7) Diese Schritte wurden durch die Variation der Anzahl der moglichen Zusténde wie-
derholt. Schlielich wurde das Modell mit der hochsten Anzahl an HMM-Zustéinden
gewdhlt, dessen Zustinde reproduzierbar sind und der Validierung standhalten. Die
Dynamik der Faltung von RNS-Molekiilen wird durch eine hierarchische Energie-
landschaft bestimmt. Dadurch beschreibt ein HMM ein System schnell ineinander
tibergehender benachbarter Zustinde besser, wenn es diesen zwei unterschiedliche
Zustiande zuweist, anstatt die beiden in einem gemittelten Zustand zu vereinen. Zur
weiteren Interpretation wurden diese Zustinde dann kinetisch miteinander in ei-
nem sogenannten Cluster verkniipft (engl. kinetic clustering method [1377]]). Das
ausgewdhlte und validierte HMM lieferte schlieBlich einen Satz an Molekiilzustidn-
den, welche durch ihre Population 7, ihre Zustandslebensdauern 7 und ihre FRET-
Effizienz beschrieben werden. Die Uberginge zwischen den Zustinden ergeben
sich aus der Ubergangsmatrix T mit seinen Eigenwerten A. Diese Werte werden
zur nachfolgenden Interpretation weiterverwendet.

3.5.4 Kinetische Verkniipfung der versteckten Zustinde

Charakteristische Zeitskalen der Ubergangszeiten zwischen den Zustdnden werden durch
eine Eigenwert/Eigenvektor-Analyse der Ubergangsmatrix T, bestehend aus den Uber-
gangsraten der Zustinde untereinander, berechnet. Jeder Eigenwert A; der Ubergangs-
matrix ? mit Ausnahme von A;, welche den stationdren Zustand beschreibt, wird einem
Ubergang zwischen zwei bestimmten Zustinden oder Zustandsgruppen (kinetisches Clus-
ter) zugeordnet. Die charakteristische Ausgleichszeit innerhalb eines Zustandsclusters be-
rechnet sich schlieBlich durch

ot

Teq; (01) = T

(3.23)
Dabei beschreibt 67 die zeitliche Auflosung der zugrundeliegenden experimentellen Da-
ten. Als Ergebnis dieser gegenseitigen Umwandlung der Zustiinde ineinander, reduziert
sich die mehrdimensional Energielandschaft auf einen dominierenden, eindimensionalen
Faltungspfad des Molekiils. Die Cluster-Analyse gibt dabei die Faltungshierarchie und
die dazugehorigen Ubergangszeiten vor [137].

3.5.5 Berechnung der Differenzen der Gibbsschen freien Energie aus
den HMM

Um eine vollstindige Energielandschaft zu erzeugen, miissen neben der Ubergangsdyna-
mik der einzelnen Zusténde auch deren Energieniveaus berechnet werden. Gemil Gl.
und [2.7|konnen aus den HMM die Differenzen der Gibbsschen freien Energie mit

8Gi g = —kgTin {ﬂ} (3.24)
TR
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berechnet werden. Dazu muss zuvor ein Referenzzustand (Index R) ausgewihlt werden,
zu dem die Differenz der Gibbsschen freie Energie jedes anderen Zustands (Index 1) be-
rechnet wird. Aus den einzelnen Gibbsschen freien Energiedifferenzen eines HMM kann
dann eine Energielandschaft erstellt werden. Eine solche Energielandschaft spielt eine
zentrale Rolle fiir die Interpretation der Messergebnisse und trigt damit zum besseren
Verstindnis der Faltung von Riboschaltern bei.
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Abbildung 3.5.1: Reproduzierbarkeit der Hidden-Markov-Modelle. Am Beispiel des
Datensatzes fiir das Konstrukt RSga; in Standardpuffer und 15 mM Mngr werden die
Log-Likelihood-Ergebnisse (blaue Punkte) von (a) drei HMM-Zustinden, (b) vier HMM-
Zustdnden und (c) fiinf HMM-Zustinden zu je 20 Durchldufen der HMM-Analyse ge-
zeigt. Die Log-Likelihood-Werte sind auf den y-Achsen aufgetragen. Zur besseren Fest-
stellung der Reproduzierbarkeit der HMM mit der hochsten Log-Likelihood (logL) wer-
den alle 20 Modelle, sortiert nach ihrem Wahrscheinlichkeitswert, auf der x-Achse aufge-
tragen. Der rotliche Bereich kennzeichnet das Grenzwertkriterium mit Alogl. = 10, inner-
halb dessen alle HMM, ausgehend vom Zustand mit dem hochsten Log-Likelihood-Wert,
liegen miissen, um als reproduziert zu gelten. Wie in diesem Beispiel zu sehen ist, findet
sich nur fiir das HMM mit vier Zustinden eine eindeutige Reproduzierbarkeit.
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Abbildung 3.5.2: Uberpriifung der Reproduzierbarkeit beziiglich Zustandshiufig-
keit und Zustandslebensdauer. Die Uberpriifung, ob die gefundenen HMM mit je vier
Zustinden fiir das Konstrukt RSga; in Standardpuffer und 15 mM Mg?* vergleichbare
Zustandsdefinitionen liefern, geschieht in zwei Schritten: (a) Im ersten Schritt wird iiber-
priift, ob die Zustiande &hnlicher Log-Likelihood gleiche Populationsanteile  (y-Achse)
zum selben FRET-Effizienzwert (x-Achse) liefern. (b) Im zweiten Schritt, gezeigt in wer-
den zusitzlich die Zustandslebensdauern 7 iiber der FRET-Effizienz aufgetragen.

3.6 Das empirische Hill-Modell

Als weit verbreiteter Ansatz zur Beschreibung von Bindungsreaktionen wird das Hill-
Modell verwendet. Die Hill-Gleichung wurde urspriinglich entwickelt, um die koopera-
tive Bindung von Sauerstoff an Hamoglobin zu beschreiben, und wird seither eingesetzt,
um die Bindung von Liganden an eine feste Anzahl von Bindungsstellen eines Proteins
oder Enzyms zu modellieren [12,/177]]. Die Hill-Gleichung setzt dafiir ein Bindungsmo-
dell voraus, in dem eine bestimmte Anzahl von N Liganden L nétig ist, damit eine funk-
tionale Verdnderung der Makromolekiile R mit N Bindungsstellen erzeugt wird:

R + NL

1
= R(L)w . (3.25)
Dabei entspricht k; dem Ratenkoeffizienten fiir Assoziation und k_; dem Koeffizienten
fiir Dissoziation, sodass im Reaktionsgleichgewicht die Dissoziationskonstante Kp be-
stimmt werden kann:

Kp = == (3.26)
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Mit der Gesamtkonzentration an Makromolekiilen [Rg] = [R] + [R(L)y] ergibt sich:

Kp _ [Ro]—[R(L)n]
VT RN (327

Formt man Gl. [3.27| um, so findet man das Verhiltnis X von Makromolekiilen mit voll
besetzen Bindungsstellen zur Gesamtzahl aller Makromolekiile als:

Gebunden  [R(L)y] 1
Gesamt — [Ro] Kp
14+ D
o

=X. (3.28)

Die Annahme eines Bindungsmodells, in dem entweder keine oder alle Bindungsstellen
mit Liganden besetzt sind, ist nur theoretisch (mit Ausnahme von N = ), jedoch nicht
physikalisch moglich [[178]. Dies wire nur mit einer unendlich hohen Bindungskoopera-
tivitdt der Liganden an die Makromolekiile gegeben. Da die Zahl N experimentell nicht
bestimmt werden kann, wihlt man eine Konstante ny, wodurch man die Hill-Gleichung
erhilt:

X = L (3.29)

(@)

Dabei entspricht ny dem Hill-Koeffizienten, wobei dieser als Faktor fiir die Kooperativi-
tiat der Bindung von Liganden interpretiert werden kann und nicht mit der stochiometri-
schen Anzahl an gebundenen Liganden gleichzusetzen ist. Er bestimmt die Kriimmung
der Funktion. Der Faktor K7, ist die sogenannte apparente Bindungskonstante mit

K}, = VKp. (3.30)

KJ, entspricht dabei der Ligandenkonzentration, bei der die Hilfte aller Rezeptoren der
Makromolekiile besetzt sind. Eine weitverbreitete Anwendung der Hill-Gleichung ist die
zur Analyse von Mg?T-induzierter Faltung von RNS. Dabei wird der empirische Hill-
Koeffizient ny entweder als die Anzahl an gebundenen Mg?*-Ionen an die RNS interpre-
tiert, die fiir die RNS-Faltung nétig ist, oder als das MaB fiir die kooperative Ionenbindung
bei der Faltung in den nativen Zustand eines RNS-Molekiils [[179].

In dieser Arbeit wurde die empirische Hill-Gleichung angewandt, um die Mg>*-induzierter
Faltung des SAM-I-Riboschalters zu analysieren, welche durch die Titrationsexperimen-
te beobachtet werden konnten. Dazu wurde der Hill-Koeffizient jedoch nicht als stéchio-
metrischer Koeffizient interpretiert. Die passendere Bedeutung dieses Koeffizienten wird
spéter im Ergebniskapitel 4.4.1] diskutiert.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Um die Faltung des SAM-I-Riboschalters zu untersuchen, wurden die drei verschiedenen
FRET-Konstrukte RSaa, RSga1 und RSga2 ausgewihlt. Im Folgenden werden die Ergeb-
nisse der damit durchgefiihrten Experimente erldutert und diskutiert. Als Erstes wird die
magnesiumionenabhingige Faltung des SAM-I-Riboschalters von allen drei Konstrukten
behandelt. Im Anschluss folgen Ausfithrungen zur SAM-abhingigen Faltung der beiden
Konstrukte RSga; und RSga;. Das fiir RSpa und RSga; gefundene Vierzustandsmodell
konnte auf Grundlage weiterer Datensédtze mit dem Konstrukt RSgas zu einem Fiinfzu-
standsmodell erweitert werden. SchlieBlich wird zusitzlich die Faltung der Konstrukte
RSga1 und RSEga2 in Abhingigkeit von SAH diskutiert, um die Funktionsweise des Ri-
boschalters in Anwesenheit SAM-dhnlicher Molekiile besser zu verstehen.

4.1 Magnesiumionenabhingige Faltung des
SAM-I-Riboschalters

Basierend auf fritheren Erkenntnissen iiber die Sekundér- und Tertidrstruktur des SAM-I-
RS [5657], wurden in dieser Arbeit die Positionen der Farbstoffmolekiile so gewihlt, dass
strukturelle Verdnderungen des SAM-I-Riboschalters mit Hilfe des FRET-Mechanismus
deutlich beobachtet werden konnten. Durch die Messung der FRET-Effizienzen war es
moglich, Aussagen iiber die liganden- und magnesiumionenabhingige Faltung eines voll-
stindigen SAM-I-RS-Molekiils zu treffen. Um zum einen die Faltung der Aptamerdomi-
ne in Anwesenheit der Expressionsplattform, und zum anderen die Faltung der Expres-
sionsplattform auf die Aptamerdoméne zu untersuchen, wurden mehrere unterschiedli-
che Molekiilkonstrukte synthetisiert, deren Farbstoffpaare an verschiedenen Positionen
angebracht wurden (Abb.[3.3.1). Von diesen sechs zur Verfiigung stehenden Proben wur-
den diejenigen ausgesucht, die eine per FRET deutlich messbare Molekiildynamik auf-
zeigten. Konstrukte, bei welchen kaum strukturelle Verdnderungen durch Variation der
Magnesiumionen- oder Ligandenkonzentration messbar waren, wurden nicht weiter ver-
wendet. Somit wurden die Riboschalterkonstrukte II, IIT und VI aus Tab.[3.1](siche Kapi-
tel ausgewdhlt, welche im Folgenden jeweils als RS54, RSga; und RSga2 bezeichnet
werden (Abb. 4.1.1).

Zur Untersuchung der Aptamerfaltung des vollstindigen SAM-I-Riboschalters wurde ein
Konstrukt synthetisiert, dessen Fluoreszenzmarker an der P1- und der P3-Helix ange-
bracht wurden:

* RSaa, mit Cy3 am Nukleotid Ug; und CyS5 an Us.
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Abbildung 4.1.1: Verwendete FRET-Konstrukte des SAM-I-Riboschalters. Sekun-
dérstrukturmodelle des B. subtilis yitJ SAM-I-Riboschalters, bestehend aus 169 Nuklein-
sduren in der (a) Terminator- und (b) Antiterminator-Struktur. Die Helices des Aptamers
sind P1 (orange), P2 (magenta), P3 (blau) und P4 (griin); die Expressionsplattform ist in
dunkelrot dargestellt. Die Donor- (Cy3) und die Akzeptor- (Cy5) markierten Nukleinséu-
ren der drei verwendeten Konstrukte RSaa, RSga; und RSga» sind jeweils mit einem
griinen und einem roten Stern gekennzeichnet. Das 3’-Ende des SAM-I-Riboschalters ist
mit einem Biotin (schwarze Raute) funktionalisiert.

Um die Konformationsdnderungen zwischen der Aptamerdoméne und der Expressions-
plattform zu untersuchen, wurden zwei weitere Konstrukte hergestellt:

* RSga1, mit Cy3 am Nukleotid Uj59 und Cy5 an Ug
* RSga2, mit Cy3 am Nukleotid U5y und Cy5 an Uy y,.

Aus fritheren Untersuchungen der Aptamerdoméne des SAM-I-Riboschalters ist bekannt,
dass die Bindung von Mg>*-Ionen einen strukturellen Kollaps der Molekiilstruktur indu-
ziert [59,60,/67]. Um die Auswirkungen von Mg2+—lonen auf die Konformationen des
vollstdndigen SAM-I-RS zu erforschen, wurde hier sowohl die Fluoreszenzemission von
frei diffundierenden SAM-I-RS-Molekiilen mit Hilfe der Burst-Analyse (Kapitel [3.4.2),
als auch von immobilisierten SAM-I-RS-Molekiilen (Kapitel 3.4.5) auf Einzelmolekiilni-
veau in zwei Detektionskanilen (Donor- und Akzeptorkanal, Abb.[3.1.1,[3.1.3) gemessen.
Die Titrationsexperimente deckten einen groBen Bereich von Mg+ -Konzentrationen (0
— 100mM) ab. Von mehreren tausenden RS-Molekiilen fiir jede Pufferbedingung wur-
den die Donor- und Akzeptoremissionen in Abhingigkeit der entsprechenden Mg>*-
Konzentration gemessen, daraus die FRET-Effizienzen berechnet und in FRET-Histo-
grammen zusammengefasst. Die Molekiile wurden in FRET-Effizienzintervallen mit einer
Binbreite von 0,04 zusammengefasst und die Anzahl {iber der FRET-Effizienz aufgetra-
gen. In den folgenden Kapiteln werden die Histogramme der Mg?*-Titrationsexperimente
der Konstrukte RSaa, RSga1 und RSga» gezeigt und diskutiert. Die genaue Datenbasis
ist in Tab.[B.1]im Anhang zu finden.
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4.1 Magnesiumionenabhéingige Faltung des SAM-I-Riboschalters

4.1.1 Ausschluss von Oberflicheneffekten

Um mogliche Oberflicheneffekte auszuschlieBen, welche die freie Faltung der Proben-
molekiile beeintrachtigen konnten, wurden zusitzliche Kontrollexperimente an immobi-
lisierten RSaa-Molekiilen durchgefiihrt. Ein solches Experiment ist dulerst wichtig, um
sicherzustellen, dass die Proben durch ihre Lagerung nicht degradiert sind und um Fehlin-
terpretationen des Faltungszustands und des Faltungsverhaltens zu vermeiden. Dazu wur-
de die Glasoberfliche des Probenhalters, gezeigt in Abb. [3.3.2]a, durch die Funktionali-
sierung mit BSA/Biotin-BSA passiviert. Fiir das Kontrollexperiment wurden SAM-I-RS-
Molekiile des Konstrukts RSaa gemil Protokoll [A.4 mit Streptavidin an der BSA/Biot-
in-BSA-Oberflache immobilisiert. Dann wurden dieselben Molekiile bei abwechselnd ho-
her und niedriger Magnesiumionenkonzentration vermessen. Den Losungen unterschied-
licher Magnesiumionenkonzentration wurden das in Kapitel [3.2.1] beschriebene Redox-
und das sauerstoffzehrende System beigefiigt, um das Bleichen und Blinken der fluores-
zenten Proben zu minimieren. Das SAM-I-RS-Konstrukt RSaa eignet sich in mehrfacher
Hinsicht gut fiir dieses Kontrollexperiment. Zum einen ist die Aptamerstruktur des Ribo-
schalters bekannt und wurde schon eingehend mit FRET-Experimenten untersucht. So-
mit kann selbst im Vergleich zum unvollstindigen Riboschalter eingeschitzt werden, ob
das globale Faltungsverhalten der Molekiilstruktur sinnvoll erscheint. Heppell et al. [60]
stellten innerhalb ihrer Titrationsexperimente mit Mg>*-Ionen fest, dass bei Magnesi-
umionenkonzentrationen im Nanomolarbereich Populationen niedriger FRET-Effizienzen
vorherrschen. Bei Magnesiumionenkonzentrationen im hoheren Millimolarbereich domi-
nieren Konformationen, welche sich durch hohe FRET-Effizienzen auszeichnen. Zum
anderen eignet sich das Konstrukt RSaa auch, um festzustellen, ob sowohl die Apt-
amerdomine als auch die Expressionsplattform frei falten konnten. Zwar besitzt RSaa
keinen Farbstoff an der Expressionsplattform, jedoch kann eine vollstindige Ausbildung
der Bindungstasche im Aptamer nicht stattfinden, wenn die Expressionsplattform durch
Oberflacheneffekte in ihrer Faltung behindert wird. Da die Expressionsplattform mit der
Aptamerdomine iiber die P1-Helix verkniipft ist, kann eine freie Faltung des Aptamers
auch nur mit einer freien, ungestorten Expressionsplattform geschehen. Folglich konn-
te man die erwarteten strukturellen Verdnderungen iiber FRET nicht messen, wiren die
Molekiilstrukturen durch duBere Einfliisse in ihrer Bewegungsfreiheit eingeschrinkt. Also
zeichnet sich eine geniigende Passivierung dadurch aus, dass unter Variation der Pufferbe-
dingungen, welche die Faltung des Molekiils beeinflussen, immer wieder dieselben Popu-
lationen an Konformationen reproduziert werden konnen. Im Falle von RNS-Molekiilen
kann dies mit der Variation der Magnesiumionenkonzentration im Puffer getestet werden.
Die Ergebnisse des Experiments sind in Abb. 4.1.2] zusammengefasst.

Der Probenhalter (Abb. [3.3.2] a) wurde auf dem Mikroskoptisch des Prisma-TIRF-Mik-
roskops (Abb. [3.1.3) befestigt, sodass immer dieselbe Stelle mit denselben Molekiilen be-
obachtet werden konnte. Nach jeder Messung wurde mit Hilfe einer Pipette (Eppendorf)
mehrfach die Probenkammer mit frischem Puffer einer anderen Magnesiumionenkonzen-
tration durchgespiilt, um sicherzustellen, dass die gewiinschte Magnesiumionenkonzen-
tration eingestellt wurde. Dabei wurden abwechselnd 100 mM, 0,001 mM, 100 mM und
0 mM Mg (letzteres durch Zugabe von 50 mM EDTA) getestet. Ethylendiamintetraes-
sigsdure (EDTA) ist ein Chelatkomplex, welcher divalente Ionen bindet. Sie wurde hier
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Abbildung 4.1.2: Kontrollmessung von moglichen Oberflicheneffekten.
Einzelmolekiil-FRET-Histogramme von immobilisierten Molekiilen des SAM-I-
RS-Konstrukts RSaa unter abwechselnd niedriger (0,001 mM Mg>* und 0 mM Mg**+
mit 50 mM EDTA) Mg?*) und hoher (100 mM Mg?*) Magnesiumionenkonzentration.
Die Daten der Histogramme wurden jeweils von denselben Molekiilen erhoben.

verwendet, um restliche Magnesiumionen zu entfernen. Beginnend mit einer Konzentra-
tion von 100 mM Mg?*-Tonen, konnte wie erwartet eine kleine Population bei niedrigen
FRET-Effizienzen mit (E) ~ 0,1 und eine dominierende Population bei (E) = 0,6 gemes-
sen werden. Folglich befand sich der GroBteil der Riboschalter in einer kompakten struk-
turellen Konformation. Nach griindlichem Spiilen der Probenkammer mit einer Losung,
deren Magnesiumionenkonzentration 0,001 mM betrug, konnte eine deutliche Verschie-
bung der Populationen zu niedrigeren FRET-Werten beobachtet werden. Im Histogramm
sind zwei Populationen mit jeweils (E) =~ 0,1 und (E) ~ 0,3 zu erkennen. Unter fehlen-
dem Einfluss der Ionenstirke konnten sich die Riboschalter in eine Art offene Struktur
falten. Der Vorgang der Zugabe von hoher zu abwechselnd niedriger Magnesiumionen-
konzentration wurde wiederholt. Da wieder vergleichbare Populationen bei sich entspre-
chenden Magnesiumionenkonzentrationen reproduziert werden konnten, kann man davon
ausgehen, dass eine freie Faltung der Riboschalter bei einer solch passivierten Oberfldche
funktioniert. Jedoch erkennt man, dass in der Wiederholung die abklingende Schulter der
Population hoher FRET-Effizienz im Vergleich zur ersten Messung etwas weniger stark
abfillt. Ebenso erkennt man, dass bei einer Konzentration von 0 mM Mg?* die Populati-
on hoher FRET-Effizienzen nicht vollig verschwindet. Dies deutet darauf hin, dass Ober-
flacheneffekte zwar nicht vollig auszuschlieBen sind, aber eine vernachlidssigbare Rolle
spielen. Der kleine Verlust an Molekiilen pro Durchgang ist dadurch zu rechtfertigen,
dass zum einen durch Bleichen und zum anderen durch Ablosen der Molekiile durch das
Spiilen weniger Molekiile zur Statistik beitragen als in der Messung davor.
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4.1 Magnesiumionenabhéingige Faltung des SAM-I-Riboschalters

4.1.2 Magnesiumionenabhiingige Faltung des Konstrukts RSy

Nach dem Uberpriifen der passivierten Oberfliiche konnten nun Titrationsexperimente des
Konstrukts RSaa an immobilisierten Molekiilen unter dem TIRF-Mikroskop durchge-
fiihrt werden. Da nur eine begrenzte Menge dieses Konstrukts zur Verfiigung stand, konn-
ten keine Messungen an frei diffundierenden Molekiilen mit Hilfe des Burst-Analysever-
fahrens realisiert werden. Wihrend das Messverfahren an frei diffundierenden Molekiilen
Konzentrationen im Bereich von ~ 100 pM benétigt, um in angemessener Zeit eine ge-
niigende Statistik zu erzeugen, sind fiir Messungen an immobilisierten Proben nur ~ 10
pM notig. Fiir diese Experimente wurde die Glasoberfliche des Probenhalters entspre-
chend dem Protokoll [A 4] pripariert. Den Probelosungen wurde wieder das entsprechen-
de Redox- und sauerstoffzehrende System beigefiigt. Um das hier untersuchte vollstén-
dige SAM-I-Riboschaltermolekiil in den Kontext der bisherigen Ergebnisse am alleini-
gen Aptamer zu stellen, betrachtet man zunéchst die magnesiumionenabhingige Faltung
des RSaa-Konstrukts (beide FRET-Labels sind am Aptamer angebracht). In Abwesenheit
von Mg?*-Ionen konnen zwei Populationen unterschieden werden (Abb.d.1.3a). Eine
kleinere Population bei niedrigen FRET-Effizienzwerten um (E) = 0,1 und eine grofere
Population bei (E) = 0,3. Die Population mit (E) ~ 0,3 wird bei steigender Mg?*-Ionen-
konzentration deutlich zu hoheren FRET-Effizienzen verschoben. Bei einer Konzentrati-
on von 100mM Mg?*t verschiebt sich diese Population auf einen FRET-Effizienzwert
von (E) =~ 0,6, was einem Abstand von R ~ 49 A zwischen den Fluoreszenzmarkern
entspricht. Diese signifikante Verkiirzung des Donor-Akzeptor-Abstandes kann somit als
strukturelle Verdichtung der Aptamerstruktur interpretiert werden (Abb. b).

Wie in Abb. 4.1.3| b gezeigt, kann die Verschiebung der Population von (E) ~ 0,3 zu
(E) =~ 0,6 als Faltung von einer offenen Aptamerstruktur Apty zu einer geschlossenen
Struktur Aptr interpretiert werden. Eine derartige Verdichtung der Molekiilstruktur des
Aptamers konnte bereits in einer vorangehenden Einzelmolekiil-FRET-Studie beziiglich
dem Bacillus subtilis met]l SAM-I Aptamermolekiil (ohne Expressionsplattform) beob-
achtet werden, auch wenn einige Unterschiede festgestellt wurden. Diese werden im Fol-
genden ndher erlautert [[60].

Heppell et al. [60] untersuchten die magnesiumionen- und ligandenabhiingige Faltung
der alleinigen Aptamerdomine eines SAM-I-Riboschalters mit Hilfe von Einzelmolekiil-
FRET-Experimenten an immobilisierten Molekiilen. Bei der Durchfiihrung einer Mg?*-
Titrationsreihe beobachteten sie in Abwesenheit von Magnesiumionen eine breite Popu-
lation bei (E) =~ 0,3. Durch sukzessive Erhohung der Mg?*-Tonenkonzentration beobach-
teten sie eine leichte Verschiebung der Peak-Position dieser Population zu (E) ~ 0,4 und
eine zunehmende Population bei (E) ~ 0,7. Sie interpretierten dies als Faltung, beginnend
von einer ungefalteten Molekiilstruktur mit (E) = 0,3 (bei niedriger Mg?*-Ionenkonzen-
tration) hin zu einer vorgeformten Bindungstasche des Aptamers mit (E) ~ 0,4 (bei hoher
Mg?*-Tonenkonzentration). Heppell et al. [60] ordneten durch die darauffolgenden Titra-
tionsexperimente mit steigender Konzentration des Liganden SAM die Population(E) ~
0,7 dem ligandengebundenen Zustand zu, da mit sukzessiver Erhohung der SAM-Kon-
zentration diese Population dominierte.

Im Gegensatz zu den Experimenten eines vollstindigen Riboschalters, wie sie in dieser
Arbeit prasentiert werden, konnten Heppell et al. [60] keine Population bei FRET-Effizi-
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Abbildung 4.1.3: Magnesiumionenabhéingige Faltung des SAM-I-Riboschalters. (a)
Vollstindige Messreihe mit RSaa von 0 — 100 mM Mg**. (b) Schematische Darstellung
der strukturellen Anderungen: Die magnesiumioneninduzierte Faltung des Konstrukts
RSaa erzeugt eine Verschiebung der Hauptverteilung zu hoheren FRET-Effizienzen, die
mit der Faltung der Aptamerstruktur von der offenen Apty- zur geschlossenen Aptg-

Konformation begriindet werden kann.
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4.1 Magnesiumionenabhéingige Faltung des SAM-I-Riboschalters

enzen um (E) ~ 0,1 messen. Dieser Unterschied ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass
die Expressionsplattform Einfluss auf die Faltung der Aptamerdomine nimmt. Fiir den
vollstindigen RS beobachtet man eine Population bei niedrigen FRET-Effizienzwerten
mit (E) ~ 0,1, was einem D-A-Abstand von R = 76 A entspricht, die selbst bei hohen
Magnesiumionenkonzentrationen (Abb.d.1.3]a) nicht verschwindet. Vermutlich induziert
Mg?*-ITonen eine strukturelle Verkleinerung des Aptamers, die mit einem Wechsel der T-
Struktur zur AT-Struktur einhergeht (Abb. 4.1.3 b) [67,[180]. Dieser Wechsel benétigt
eine teilweise bis komplette Auftrennung aller Watson-Crick-Basenpaare der P1-Helix.
Solche strukturellen Verinderungen der Sekundérstruktur der RNS-Molekiile laufen nicht
in einem Schritt ab, sondern durchlaufen einen Faltungsprozess, der durch ein Ensemble
von semi-stabilen Intermedidrzustinden dargestellt werden kann. Die Auftrennung wird
eingeleitet durch eine konkurrierende Watson-Crick-Basenpaarung mit einem Teil der AT-
Haarnadelstruktur. Diese Faltungszustinde mit einer mindestens teilweise gedffneten P1-
Helix erzeugen beim Konstrukt RSpa grolere Donor-Akzeptorabstinde. Daher werden
Zustinde niedriger FRET-Effizienz gemessen, selbst bei hohen Mgt -Konzentrationen.

4.1.3 Magnesiumionenabhiingige Faltung des Konstrukts RSg41

Zur Datenanalyse und Dateninterpretation fiir diese Arbeit wurden Burst-Messungen an
frei diffundierenden Molekiilen der Konstrukte RSga; und RSga», von A. Kobitski am
Konfokalmikroskop (Abb. 3.1.1)) durchgefiihrt, weiter verwendet. Es sei hier noch er-
wihnt, dass zwischen den Messungen von A. Kobitski und den selbst gemessenen Einzel-
molekiilintensititen der Langpassfilter Fs (siche Abb. 3.1.1)) ersetzt werden musste. In A.
Kobitskis Messungen wurde auflerdem ein Emissionsfilter (emitter Cy3/Cy5, AHF) ver-
wendet, wohingegen die Vermessung der Molekiile in dieser Arbeit Probenhalter (siehe
Abb.[3.3.2]b) verwendet wurden. Die detaillierten Beschreibungen beider Messmethoden
finden sich in Kapitel [3.4]

Fiir die Datenanalyse in dieser Arbeit mussten die gemessenen Daten von A. Kobitski be-
ziiglich der FRET-Effizienzwerte reskaliert werden. Im Vergleich der Histogramme von
Messungen an frei diffundierenden und immobilisierten Molekiilen bei vergleichbaren
Ionen- und Ligandenkonzentrationen konnte eine globale Verschiebung der Histogramme
der frei diffundierenden Molekiile von AE ~ 0,1 festgestellt werden. Bei niherer Betrach-
tung der Auswertestrategie der Daten konnte festgestellt werden, dass zur Korrektur der
FRET-Effizienzen eine ES-Karte verwendet wurde. Diese Methode der iterativen Anpas-
sung ist bei den vorliegenden Daten jedoch kritisch zu bewerten. Diese Methode liefert
nur bei Histogrammen, welche eine diskrete Verteilung von zwei bis maximal drei Zu-
standen zeigen, eine ungefihre Abschitzung eines y-Faktors. Zudem ist diese Art der Y-
Faktorbestimmung nur kumulativ. Die Histogramme welche in dieser Arbeit hinzugezo-
gen wurden, zeigen jedoch entweder nur einzelne oder sehr breite, strukturlose Zustands-
verteilungen, sodass eine eindeutige y-Faktorbestimmung kaum moglich ist. Da innerhalb
dieser Arbeit auch immobilisierte Molekiile unter zum Teil vergleichbaren Pufferbedin-
gungen gemessen wurden, deren Einzelmolekiiltrajektorien individuell mit dem y-Faktor
korrigiert wurden, konnten priziser bestimmte FRET-Effizienzhistogramme erstellt wer-
den. Diese konnten dann als Referenz fiir die Verteilung der Histogramme der frei diffun-
dierenden Molekiile herangezogen werden. Daher wurden die y-Faktoren zur Korrektur
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der FRET-Effizienzen der Messungen an frei diffundierenden Molekiilen auf einen Wert

von Y = 1 reskaliert, um die Zustandsverteilungen der Histogramme aufeinander anzu-

passen. Da die untersuchten Molekiile aus den Experimenten an frei diffundierenden und

immobilisierten Molekiilen aus derselben Charge stammen und unter vergleichbaren Pri-

parationsschritten bis zur Einbringung in den Objekttriger verarbeitet wurden, konnen die

Ergebnisse beider Untersuchungsmethoden als vergleichbar angesehen werden.

Im néchsten Schritt kann die magnesiumionenabhingige Faltung des SAM-I-Riboschalters
zwischen Aptamer und Expressionsplattform betrachtet werden (siche Abb. 4.1.4). Die
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Abbildung 4.1.4: Magnesiumionenabhéingige Faltung des SAM-I-Riboschalters. (a)
RSga1 mit der vollstindigen Titrationsreihe von 0 — 100 mM Mg2+. (b) Schematische
Darstellung der strukturellen Anderungen: Die magnesiumioneninduzierte Faltung beim
RSga1-Konstrukt zeigt die Verschiebung der anfangs stark populierten T-Struktur nach
AT durch sukzessive Erhohung der Mg** -Konzentration.
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4.1 Magnesiumionenabhéingige Faltung des SAM-I-Riboschalters

FRET-Histogramme des RSga;-Konstrukts, mit dem Donormarker an der Expressions-
plattform und dem Akzeptormarker an der P1-Helix des Aptamers, sind in Abb. 4.1.4]
a gezeigt. Bei niedrigen Mg”*-Konzentrationen, unter welchen angenommen wird, dass
der SAM-I-RS die T-Struktur einnimmt [67]], findet man eine vorherrschende Population
bei niedrigen FRET-Effizienzwerten mit (E) ~ 0,2, was einem Abstand von R = 67 A
entspricht. Diese Population besitzt den grofiten gemessenen Abstand zwischen beiden
Farbstoffmolekiilen. Folglich konnte diese Population eine Struktur mit einer zum Apt-
amer exponierten Expressionsplattform besitzen. Dies weist darauf hin, dass die Expres-
sionsplattform eine Haarnadel-Struktur eingenommen hat, welche durch einen flexiblen
RNS-Einzelstrang mit der P1-Helix verbunden ist (Abb. b). Mit steigender Mg?* -
Konzentration erscheint eine weitere FRET-Effizienz-Population bei (E) ~ 0,6. Eine sol-
che Abstandsverkiirzung deutet darauf hin, dass sich ein Teilstrang der Expressionsplatt-
form mit der Aptamerdomine verbunden haben muss. Hier sei nochmals daran erinnert,
dass die sogenannte Schaltsequenz je nach Sekundérstruktur Teil der T- oder Teil der AT-
Helix ist (siche Abb. 2.2.1]).

Boyapati et al. [68]] ordneten diese kompakte Tertidrstruktur dem AT zu. Die AT-Haarna-
delstruktur konnte dabei auf einer teilweise ausgebildeten P1-Helix gestapelt sein. Diese
Struktur ergibt einen verkiirzten Farbstoffabstand und ist vergleichbar zu den Beobach-
tungen, die eine Verschiebung zu erhohten FRET-Effizienzen aufzeigen. In Abb. [4.1.4b
ist ein moglicher Sekundirstrukturwechsel von einer T- zu einer AT-Konformation durch
die Erhohung der Mg?*-Konzentration gezeigt.

4.1.4 Magnesiumionenabhiingige Faltung des Konstrukts RSg4»

Um das beobachtete Faltungsverhalten der Riboschalter zu untermauern, wurden zusétz-
lich die gleichen Experimente an frei diffundierenden Molekiilen mit dem Konstrukt
RSga2 durchgefiihrt (Abb. a). Ohne divalente Mg2+—Ionen beobachtet man eine
dominierende Population bei (E) ~ 0,16 (R = 69 A) und eine breite Verteilung mit (E) ~
0,7 (R=46 A). Erhoht man nun schrittweise die Magnesiumionenkonzentration, ernied-
rigt sich die Population bei kleineren FRET-Effizienzen mit einer zusitzlichen Verschie-
bung zu (E) ~ 0,25. Mit wachsender Erhéhung der Mg?*-Ionenkonzentration nehmen
die Populationsanteile fiir Zustinde hoher FRET-Effizienzen zu. Ebenso beobachtet man
eine Verschiebung hin zu hoheren FRET-Effizienz-Werten mit (E) ~ 0,8.

Zieht man die Interpretationsergebnisse der Konstrukte RSaa und RSga; heran, die bei
niedrigen Mg?*-Konzentrationen iiberwiegend T-Sekundirstrukturen einnehmen, so miis-
sen die beiden gefundenen Populationen des RSga2, bei (E) ~ 0,16 und (E) ~ 0,7, eben-
so Terminatorstrukturen angehoren. Da bei hohen Mg?*-Konzentrationen bevorzugt der
AT-Zustand des SAM-I-Riboschalters eingenommen wird, ldsst sich, wie beim Konstrukt
RSEa1, die Population bei (E) ~ 0,8 als AT-Struktur interpretieren. Wie schon fiir das
Konstrukt RSga | angenommen wurde, kann die Verdichtung der Molekiilstruktur der Po-
pulation bei (E) =~ 0,8 dadurch erklirt werden, dass sich die P1-Helix und die AT-Helix
aufeinander gestapelt haben. Da jedoch eine Uberlagerung des AT-Zustands mit einem
T-Zustand beim Konstrukt RSga» vorliegt, ist der Wechsel von T zu AT nicht so eindeutig
wie beim Konstrukt RSga;.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Anzahl der Molekiile

Abbildung 4.1.5: Magnesiumionenabhingige Faltung des SAM-I-Riboschalters. (a)
(b) Schematische Darstellung der strukturellen Anderun-
gen: Bei RSga; zeigt sich die magnesiumioneninduzierte Faltung von T nach AT durch

RSEga2 mit 0 — 100mM Mg?*.

i 1.6 mM
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L 625mM{

. 12.5 mM ]

L 25 mM ]

i 50 mM ]

F 100 mM

012 014 016 018
FRET-Effizienz
AT

1.0

die Erhohung der Subpopulation bei hoheren FRET-Effizienzen.

4.2 SAM-abhiangige Faltung des SAM-I-Riboschalters

Um zweifelsfrei die T-Zustidnde und die AT-Zustinde des SAM-I-Riboschalters definieren
zu konnen, wurden in dieser Arbeit Titrationsexperimente an frei diffundierenden RS-
SAM durchgefiihrt. Dafiir wurden die FRET-Effizienzen
der Konstrukte RSga; und RSga; bei konstanter Magnesiumionenkonzentration von 20
mM am Konfokalmikroskop bestimmt. Die Mg?*-Konzentration von 20 mM wurde ge-

Molekiilen mit dem Liganden
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4.2 SAM-abhiingige Faltung des SAM-I-Riboschalters

wihlt, da es der Konzentration entspricht, bei welcher die Anteile beider Hauptpopu-
lationen von T- und AT-Zustidnden ungefidhr gleich grof3 sind. Wieder wurden mit Hil-
fe der Burst-Analyse die Donor- und Akzeptorintensititen tausender RS-Molekiile ge-
messen, daraus die FRET-Effizienzen berechnet und mit Binbreiten von 0,04 in FRET-
Histogrammen aufgetragen. Abb.4.2.1a und 4.2.2] a zeigen die Histogramme der SAM-
abhédngigen FRET-Populationen bei konstant gehaltener [Mg”] = 20 mM. Die genaue
Datenbasis ist im Anhang in Tab. [B.2] nachzulesen. Bekanntermafen nimmt der SAM-
I-RS bei Ligandenbindung den T-Zustand ein. Daher sollte man bei der sukzessiven Er-
hohung der Ligandenkonzentration eine Verschiebung der Populationsanteile zu Gunsten
der T-Zustinde gegeniiber den AT-Zustinden beobachten.

4.2.1 SAM-Titrationsexperimente des Konstrukts RSga1

Betrachtet man zunichst das Konstrukt RSga 1, so stellt man bei steigender SAM-Konzen-
tration eine deutliche Verringerung der Population bei (E) > 0,6 fest. Dies bedeutet eine
VergroBerung der Farbstoffabstinde, welche als Ausbildung eines T-Haarnadelschlaufe
(Abb.[d.2.1]b) ausgelegt werden kann.

a RS, mit [Mgz*] =20 mM

o ggg 11 [SAM] =0 puM ]
2 ‘ot TThrer e
He 0 - ) Ll ] ]
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3 150_— 1
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-g 108:_ 1 1 —I_'—m_l—'_'_lTl_l—l—-_L-:
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Abbildung 4.2.1: Ligandenabhéingige Faltung des SAM-I-Riboschalters. (a) FRET-
Effizienzhistogramme des Konstrukts RSga; bei 0 — 10 uM des Liganden SAM bei kon-
stant gehaltener Mg>*-Konzentration von [Mg”] = 20 mM. (b) Schematische Darstel-
lung der strukturellen Anderungen des RSga;-Konstrukts. Die SAM-induzierte Faltung
erzeugt eine Verschiebung der Verteilung von der kompakteren AT- zur T-Struktur mit
exponierter T-Haarnadelschlaufe.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Dieses Ergebnis bestitigt die Annahme, dass die Zustinde mit hoher FRET-Effizienz
(E) ~ 0,8 der AT-Sekundérstruktur und solche mit niedriger FRET-Effizienz (E) ~ 0,4
der T-Sekundirstruktur zugeordnet werden konnen, denn die Bindung von SAM favo-
risiert die Stabilisierung der T-Struktur [18]]. Da diese Titrationsexperimente bei einer
Ionenkonzentration von [Mg®*| = 20 mM gemessen wurden, verschwinden die AT-Zu-
stinde bei (E) > 0,6 nicht vollstindig.

4.2.2 SAM-Titrationsexperimente des Konstrukts RSga»

Auch fiir das Konstrukt RSga» wurden SAM-Titrationsexperimente mit [Mg*"] = 20
mM durchgefiihrt. Hier beobachtete man unter sukzessiver Erhohung der Ligandenkon-
zentration nur einen leichten Riickgang der Populationsanteile bei hohen FRET-Effizienz-
en um (E) =~ 0,8. Deutlicher ist der Anstieg der Populationsanteile bei niedrigen FRET-
Effizienzen mit (E) ~ 0,2 (Abb. a). Aus den Mg?*-Titrationsmessungen ist uns
schon bekannt, dass beim Konstrukt RSgs, zwei Zustinde bei niedrigen Magnesiumio-
nenkonzentrationen existieren, welche vermutlich dem T-Zustand zuzuordnen sind. Eben-
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Abbildung 4.2.2: Ligandenabhéingige Faltung des SAM-I-Riboschalters. (a) FRET-
Effizienzhistogramme des Konstrukts RSga; bei 0 — 10 uM des Liganden SAM bei kon-
stant gehaltener Mg>*-Konzentration von [Mg2+] = 20mM. Im Vergleich zum Kon-
strukt RSga; ist keine deutliche Verschiebung der Populationsanteile von AT- zu T-

Strukturen zu erkennen. (b) Schematische Darstellung der strukturellen Anderungen des
RS-Konstruktes RSga».
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4.3 Die Faltungsdynamik des SAM-I-Riboschalters

so ist bekannt, dass ein AT-Zustand mit (E) ~ 0,8 existiert, welcher bei hoherer Konzen-
tration divalenter Ionen von einem T-Zustand iiberlagert ist. Somit ist das Verhalten bei
RSga2 wie erwartet wieder nicht so eindeutig wie bei RSga . Jedoch untermauert das
Nichtverschwinden der Population bei (E) = 0,8, selbst bei hohen Ligandenkonzentratio-
nen, die These, diese Population einer T-Struktur zuzuordnen.

4.3 Die Faltungsdynamik des SAM-I-Riboschalters

Um aus den breiten FRET-Histogrammen unterscheidbare Zustinde herauszuarbeiten so-
wie die Kinetik der Faltung zwischen zwei Zustinden zu untersuchen, wurden FRET-
Experimente an einzelnen RS-Molekiilen in Abhéingigkeit der Zeit gemessen. Dazu wur-
den die Riboschaltermolekiile gemil Protokoll [A.4] in einer Probenkammer immobi-
lisiert. Da die Molekiildynamikmessung eine moglichst hohe zeitliche Auflosung der
FRET-Effizienzmessung benotigt, wurden die Proben am Konfokalmikroskop untersucht,
da hier Avalanchephotodioden als Detektoren eingesetzt werden. Die Fluoreszenzinten-
sitdten des Donors und des Akzeptors wurden jeweils mit einer zeitlichen Auflosung
von 100 us erfasst und fiir die HMM-Analyse jeweils in Intensitétstrajektorien mit ei-
ner zeitlichen Auflosung von 1 ms zusammengefasst. Zusitzlich wurden die gemittel-
ten Hintergrundsignale des Donor- und des Akzeptorkanals bestimmt und fiir die HMM-
Analyse bereitgestellt. Fiir diese Experimente wurde der Typ von Probenhalter verwen-
det, welcher in Abb. [3.3.2] b zu sehen ist. Mehrere hundert Molekiile wurden gemes-
sen und aus deren Intensititstrajektorien die FRET-Effizienztrajektorien bestimmt. Nach
dem strikten Auswahlverfahren (sieche Kapitel [3.4.5) und 3.5.3) wurden acht bzw. neun
Molekiile des RS-Konstrukts RSga; in Standard-RNS-Puffer mit 15 mM Mngr in Ab-
bzw. Anwesenheit des Liganden SAM fiir die weitere HMM-Analyse ausgewihlt. Da-
mit wurden jeweils Gesamtldngen optimaler Fluoreszenztrajektorien von 310 s und 109
s in Ab- und Anwesenheit von SAM analysiert. Diese Intensitétstrajektorien wurden mit
dem HMM-Analyse-Programm von Bettina Keller et al. [140] untersucht. Im Gegensatz
zur konventionellen Histogrammanalyse, welche rein auf der Betrachtung spektrosko-
pischer Informationen basiert, benutzt eine HMM-Analyse sowohl spektroskopische als
auch temporale Informationen, um ein Modell zu erstellen. Dabei werden stochastische
Wechsel zwischen einer diskreten Anzahl von Zustinden angenommen, die sich durch ih-
re gemittelten FRET-Effizienzen sowie ihre Lebensdauer definieren [136}/140,/170L 181].
Da das HMM eine Ubergangsmatrixanalyse fiir eine diskrete Anzahl von Zustinden an-
setzt, ist es ein exzellentes Werkzeug, um aus verrauschten, zeitabhdngigen Emissionsin-
tensitidtsmessungen separate Zustinde zu identifizieren. Dies ermdglicht die Berechnung
von Ubergangsratenkoeffizienten der Faltungszustinde untereinander auf einer Zeitskala
vom Submillisekunden- bis in den Sekundenbereich [[140]. Daher eignet sich diese Da-
tenanalysemethode auch sehr gut zur Analyse von Einzelmolekiil-FRET-Messungen an
Riboschalter-Molekiilen. Zum einen existiert ein merklich wahrnehmbares Untergrund-
signal, trotz groBer Aufwénde zur Vermeidung von Streulicht, wie dem Abdunkeln des
Messlabors, dem Abdecken des gesamten Messaufbaus, der akribischen Auswahl an opti-
schen Filtern und Detektoren, der Einstellung der Laseranregungsleistung bis hin zur Aus-
wahl besonders reiner Chemikalien. Zum anderen nehmen Riboschalter-Molekiile durch
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4 Ergebnisse und Diskussion

ihre Faltung diskrete, funktionale metastabile Zusténde ein.

Zur Untersuchung der Faltungskinetik des RSga1-Konstrukts wurden die Pufferbedingun-
gen (15 mM Mg?* bei 0 und 10 uM SAM) so gewihlt, dass sie am geeignetsten fiir die
Erfassung aller wichtigen Faltungszustinde auf der Basis der FRET-Daten waren. Dabei
wurden die Pufferbedingungen so eingestellt, dass Zustandsiiberginge hiufig beobachtet
werden konnten. Daher ist die gewéhlte Magnesiumionenkonzentration von 15 mM um
mehr als das Zehnfache hoher als die typischen Konzentrationen unter physiologischen
Bedingungen in vivo im Mikromolarbereich [182,|183]. Unter physiologischen Magnesi-
umionenkonzentrationen im einstelligen Millimolarbereich konnten jedoch nur selten Zu-
standsiiberginge zwischen T- und AT-Strukturen nachgewiesen werden. Betrachtet man
die Histogramme unter physiologischen Magnesiumionenkonzentrationen von 400 uM
bis 1,6 mM (Abb. @ so dominieren bei 80 % der Populationen Terminatorkonforma-
tionen, wihrend die AT-Strukturen kaum vorhanden sind. Unter diesen Bedingungen wére
es kaum moglich, eine geniigend groBe Zahl an Ubergiingen zu beobachten. Daher wurde
die Magnesiumionenkonzentration so eingestellt, dass die Populationsanteile zwischen
T- und AT-Zustinden noch vergleichbar grofl waren (siche Abb. 4.1.4) und ein héufiger
Wechsel der FRET-Effizienzen und damit der Zustéinde beobachtbar war. Durch die Ver-
wendung zweier Pufferlosungen mit einer Konzentration von jeweils O oder 10 uM SAM
wurden die Pufferbedingungen so eingestellt, dass entweder ligandenungebundene oder
-gebundene Zustdnde die Population dominierten (siche Abb. 4.2.1)).

Um sicher zu gehen, dass die Hidden-Markov-Modelle der beiden Datensétze konsis-
tent mit dem jeweiligen Datensatz sind, aus welchem sie parametrisiert wurden, und um
zu iiberpriifen, ob jeder gefundene Zustand den Markov-Eigenschaften geniigt, wurden
die Datensitze der Validierungsprozedur unterzogen (siche Kapitel [3.5.3). Die Konsis-
tenz der Modelldaten und der gemessenen Daten wurden iiberpriift, indem Messdaten
und Simulation miteinander verglichen wurden. Dazu wurden die gemessenen FRET-
Effizienzdatenpunkte der einzelnen Trajektorien in 10, 50 und 250 ms Zeitfenstern zu-
sammengefasst und als FRET-Effizienzhistogramme aufgetragen. Weiterhin wurden die
simulierten FRET-Effizienzhistogramme der Modelldaten mit ihrem zugehérigen 95 %
Konfidenzintervall zusammen mit den Messdaten in einem Histogramm geplottet. In Abb.
sind diese Histogramme jeweils fiir die Pufferbedingungen bei 15 mM Mg?* mit 0
UM SAM und bei 15 mM Mg?™ mit 10 uM SAM gezeigt. Die schwarzen Linien ent-
sprechen den gemessenen Daten, die umgebenden grauen Linien zeigen die dazugehori-
gen 95 %-Konfidenzvalle. Die simulierten Daten aus den Hidden-Markov-Modellen sind
in rot geplottet. Im darauffolgenden Schritt wird die Markov-Eigenschaft der einzelnen
Zustinde getestet. Dafiir wurden die Lebensdauerverteilungen der gefundenen Zustinde
berechnet und logarithmisch iiber der Zeit aufgetragen. Nur solche Modelle, in denen je-
der Zustand einem einfach exponentiellen Abfall folgt, sind mit der Markov-Eigenschaft
konsistent und bestehen somit die Validierungsprozedur. In Abb.[d.3.1]sind diese Lebens-
dauerverteilungen farblich sortiert nach den einzelnen Zustinden. Mit den beiden Model-
len, welche die Validierung bestanden haben und zudem reproduzierbar waren, konnte
dann die weitere Datenanalyse fortgefiihrt werden. Die erhaltenen FRET-Effizienzen des
HMM wurden durch einen kumulativen y-Faktor korrigiert, welcher aus dem Mittelwert
der y-Faktoren der einzelnen Trajektorien bestimmt wurde. Somit konnten den FRET-
Effizienzen korrekte Markerabstinde zugeordnet werden.

Die HMM-Analyse des RSga; mit Mg?™ in Abwesenheit des Liganden SAM ergab ein
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4.3 Die Faltungsdynamik des SAM-I-Riboschalters

Vier-Zustandsmodell, welches in Abb. [@] a dargestellt ist. Die Farben der Zustinde
entsprechen denen in Abb. 4.3.1 b. Die Zustinde sind mit ihren zugeordneten Farben
als Kreise dargestellt, deren Durchmesser mit den Zustandspopulationen skaliert sind,
und deren Koordinaten sich aus ihren gemittelten FRET-Effizienzen (E) und ihrer Zu-
standslebensdauer 7 bestimmen (Abb. 4.3.2] b). Die gemittelten FRET-Effizienzen der
HMM-Analyse in Abwesenheit vom Liganden SAM wurden mit y = 1,63 korrigiert. Die
beiden Zustinde hoher FRET-Effizienz (rot und orange) sind kompakten Konformatio-
nen mit kurzen Verweildauern im jeweiligen Zustand, also den AT-Konformationen, zu-
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Abbildung 4.3.1: Validierung des Hidden-Markov-Modells. Das Schaubild zeigt die
Validierung der Hidden-Markov-Modelle tiir zwei unterschiedliche Datensétze des Kon-
strukts RSga 1, links in Standard-RS-Puffer mit 15 mM Mg2+ und rechts in Standard-
RS-Puffer mit 15 mM Mg>* und 10 uM SAM. (a) Vergleich der simulierten FRET-
Histogramme (rote Linien) mit den gemessenen Daten (schwarze Linien) und dem da-
zugehdrigen 95 % Konfidenzintervall (grau umrahmtes Gebiet) fiir verschiedene zeitliche
Binbreiten (10, 50 und 250 ms). (b) Verteilung der Zustandslebensdauern, berechnet aus
den Maximum-Likelihood-Pfaden. Die Farben der einzelnen Linien sind den einzelnen
Zustianden zugeordnet.
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4 Ergebnisse und Diskussion

zuordnen. Die zwei langlebigen Zustinde niedriger FRET-Effizienzen (blau und griin)
sind strukturell ausgedehnte Zustinde, also T-Zustinde. Mit Hilfe der bekannten Uber-
gangswahrscheinlichkeiten zwischen den vier verschiedenen Zustinden beobachtet man
[140,|184]], dass die Faltungsdynamik zwischen beiden AT-Zustinden (AT; und ATj;)
durch schnelles Wechseln auf der Millisekundenskala dominiert (Abb. ¢). Ubergiin-
ge sowohl zwischen den T-Zustédnden als auch zwischen T- und AT-Konformationen fin-
den hingegen auf der Sekundenskala statt. Die Ubergangsbarrieren der Gibbsschen freien
Energielandschaft zwischen diesen Zustédnden sind relativ hoch und deuten daher auf er-
hebliche Sekundérstrukturinderungen hin. Die HMM-Analyse der Einzelmolekiil-FRET-
Trajektorien der immobilisierten RSga-Konstrukte mit 15 mM Mg?* und 10 uM SAM
gelost in Standardpuffer, sind in Abb. 4.3.3| dargestellt. Die vier gefundenen Zustinde
sind wieder farblich sortiert geplottet und dem Farbcode aus Abb. [4.3.1]b (rechte Spalte)
angepasst. In Abb.[4.3.3]b sind die Zustinde erneut zerlegt nach ihrem Populationsanteil
(Kreisdurchmesser), ihrer gemittelten FRET-Effizienz (E) und ihrer Zustandsverweildau-
er 7. Die gemittelten FRET-Effizienzen der HMM-Analyse in Anwesenheit des Ligan-
den SAM wurden mit Y = 1,98 korrigiert. Das kinetische Netzwerk des Hidden-Markov-

NO.8
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Abbildung 4.3.2: HMM-Analyse der Faltungsdynamik des SAM-I-Riboschalters des
Konstrukts RSga; ohne Ligand. (a) Beispiel fiir eine typische Einzelmolekiil-FRET-
Messung eines immobilisierten RS-Molekiils in Standardpuffer und 15 mM Mg**. Ba-
sierend auf einer zeitlichen Auflosung der Intensititsmessung der Fluoreszenz von 100
us, wurden 1000 Datenpunkte eines durch das HMM identifizierten Zustandes zu einem
gemittelten FRET-Effizienzwert zusammengefasst. Somit wurden die Messdaten in Zeit-
intervallen von 100 ms gemittelten. Falls durch das HMM weniger aufeinanderfolgende
Datenpunkte zum selben Zustand zugeordnet werden konnten, wurden entsprechend we-
niger Datenpunkte zu einem Wert gemittelt. (b) Zweidimensionaler Punktplot der vier
durch das HMM identifizierten Zustinde, dargestellt durch Kreise, deren Flédchen propor-
tional zu ihrer Population sind. Die Zustidnde sind mit ihrer gemittelten FRET-Effizienz
iiber ihrer Zustandslebensdauer aufgetragen. (¢) Kinetisches Netzwerk der Zustandsum-
wandlungen mit ihren mikroskopischen Ratenkoeffizienten, entnommen aus den Ne-
bendiagonalelementen der Ubergangsmatrix T des zugrundeliegenden Hidden-Markov-
Modells. Die unterschiedlichen Pfeildicken verdeutlichen die Ubergangswahrscheinlich-
keiten zwischen den Zusténden i und j, und skalieren mit der GréBenordnung O der Ra-
tenkoeffizienten k;; der Gleichgewichtspopulationen, wobei k;j = O(1 0~1) (fett gedruckt),
kij=0(1 0~2) (mittelstark gedruckt) und kij=0(1 0~3) s~! (diinn gedruckt) reprisentiert.
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4.3 Die Faltungsdynamik des SAM-I-Riboschalters

Modells ist in Abb. 4.3.3| ¢ geplottet. In Anwesenheit des Liganden SAM veréndert sich
die Faltungsdynamik drastisch, was schon allein aus den gezeigten Einzelmolekiil-FRET-
Daten klar ersichtlich wird (Abb.[4.3.3]a). Ebenso findet man fiir diese Pufferbedingungen
vier Faltungszustinde: zwei AT-Zustéinde (Abb. b rot und orange bei hohen FRET-
Effizienzen) sowie zwei T-Zustinde (Abb. 4.3.3] ¢ blau und griin bei niedrigen FRET-
Effizienzen). Fiir die beiden AT-Zustiande (AT?AM und AT%AM) findet man vergleichbare
Lebensdauern mit und ohne SAM. Dagegen wurden fiir die beiden T-Zusténde in Anwe-
senheit von SAM wesentlich kiirzere Lebensdauern gemessen. Die Ubergangsdynamik in
Anwesenheit des Liganden zwischen den beiden Zustinden gleicher AT-Sekundirstruktur
AT$AM und ATS™M ist vergleichbar zur Ubergangsdynamik in Abwesenheit von SAM.
Bis auf die Ubergangsdynamik der beiden AT-Sekundirstrukturen AT?AM und ATSAM
und der Dynamik zwischen AT-Sekundirstruktur Tg’AM und AT;AM konnte eine deutliche
Beschleunigung der gesamten Ubergangsdynamik gemessen werden. Besonders auffil-
lig sind dabei die Erh6hungen der Ubergangsraten zwischen T- und AT-Zustinden von
> 50x. Eine Beschleunigung der Ubergangsraten zwischen den Zustiinden bedeutet, dass
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Abbildung 4.3.3: HMM-Analyse der Faltungsdynamik des Konstrukts RSga; in
Anwesenheit des Liganden SAM. (a) Beispiel fiir eine typische Einzelmolekiil-FRET-
Messung eines immobilisierten RS-Molekiils in Standardpuffer mit 15 mM Mg** und 10
UM SAM. Basierend auf einer zeitlichen Auflésung der Intensititsmessung der Fluores-
zenz von 100 us, wurden 1000 Datenpunkte eines durch das HMM identifizierten Zu-
stands zu einem gemittelten FRET-Effizienzwert zusammengefasst. Somit wurden die
Messdaten in Zeitintervallen von 100 ms gemittelten. Falls durch das HMM weniger
aufeinanderfolgende Datenpunkte zum selben Zustand zugeordnet werden konnten, wur-
den entsprechend weniger Datenpunkte zu einem Wert gemittelt. (b) Zweidimensionaler
Punktplot der vier durch das HMM identifizierten Zustinde, dargestellt durch Kreise,
deren Flichen proportional zu ihrer Population sind. Zustéinde sind mit ihrer gemittel-
ten FRET-Effizienz iiber ihre Zustandslebensdauer aufgetragen. (c¢) Kinetisches Netzwerk
der Zustandsumwandlungen mit ihren mikroskopischen Ratenkoeffizienten, entnommen
aus den Nebendiagonalelementen der Ubergangsmatrix T des zugrundeliegenden Hidden-
Markov-Modells. Die unterschiedlichen Pfeildicken verdeutlichen die Ubergangswahr-
scheinlichkeiten zwischen den Zustéinden i und j und skalieren mit der GroBenordnung
O der Ratenkoeffizienten k;; der Gleichgewichtspopulationen, wobei k;j; = O(1 01 (fett
gedruckt), k;; = O(10~?) (mittelstark gedruckt) und k; = O(10~3) s™! (diinn gedruckt)
reprédsentiert.
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sich die Energiebarrieren zwischen den Zustinden abgesenkt haben. Diese Energiebar-
rieren trennen die Zustidnde in der Energielandschaft voneinander. So wird ein Wechsel
zwischen beiden Faltungszustinden viel wahrscheinlicher.

Wihrend die Populationsanteile der Zustdnde T?AM und ATSAM fiir beide Pufferbedin-
gungen vergleichbar grof3 bleiben, beobachtet man eine deutliche Verschiebung der An-
teile zwischen AT?AM und TgAM. Durch Zugabe des Liganden SAM erhoht sich die
Population von TEAM, wihrend sich die Population von AT?AM stark erniedrigt. Somit
beobachtet man insgesamt eine Verschiebung durch Zugabe von SAM zugunsten der T-
Zustinde. Die Bindung des Liganden SAM bestimmt also nicht nur die Verschiebung der
anteiligen Populationen hin zum T-Zustand und damit der relativen Gibbsschen freien
Energieniveaus zueinander, sondern auch die Hohen der zu iiberwindenden Energiebar-
rieren. Somit wird ersichtlich, dass die Anwesenheit des Liganden SAM die Faltung des
SAM-Riboschalters in den Terminatorzustand erzeugt.

4.3.1 Ergebnisdiskussion der Datenbasis von
Einzelmolekiiltrajektorien fiir die HMM-Analyse

Eine Gesamtzahl von jeweils acht bzw. neun einzelnen Molekiilen erscheint eine eher
kleine Datenbasis zu sein, jedoch ist eine besonders strikte Auswahl der Trajektorien no-
tig, um zu verhindern, dass Messartefakte wie Bleichen und Blinken, fluoreszente Verun-
reinigungen oder fehlgefaltete Riboschaltermolekiile das Messergebnis verfilschen. Der
Grof3teil aller Trajektorien wurde durch das Auswahlverfahren, beschrieben in Kapitel
verworfen. Neben Trajektorien, welche Blinken vorwiesen, mussten auch viele
Trajektorien auBer Acht gelassen werden, in welchen Donor- vor Akzeptorbleichen be-
obachtet wurde. Denn dann konnten diese FRET-Effizienzen nicht mit dem Gammafaktor
korrigiert werden. Auflerdem konnte so das Hintergrundsignal des Akzeptorkanals inklu-
sive spektralem Ubersprechen durch die Anwesenheit des Donors nicht bestimmt werden.
Von den iibriggebliebenen Molekiilen musste ein weiterer groBer Teil verworfen wer-
den, da mit Hilfe der Korrelationsanalyse von Donor- und Akzeptorsignal (siche Kapitel
B.5.3), keine Antikorrelation und somit kein FRET-Mechanismus nachgewiesen werden
konnte.

Wichtiger fiir die Analyse der Faltungsdynamik ist nicht die absolute Anzahl der vermes-
senen Molekiile, sondern vor allem die Gesamtlidnge der gemessenen Trajektorien und die
Anzahl der beobachteten Zustandsiiberginge. Mit einer kumulierten Gesamtlinge Zgesams
der selektierten Trajektorien von 310 s und 109 s in Ab- und Anwesenheit des Ligan-
den SAM bei einer zeitlichen Auflosung von 1 ms (10x Zeitintervallen) konnten viele
Datenpunkte erfasst werden. Mit den durch die HMM-Analyse bestimmten Gleichge-
wichtspopulationen 7; sowie den mittleren Lebensdauern 7; der einzelnen Zustédnde kann
die Anzahl der beobachteten Zustandsiibergénge N; geschitzt werden mit:

ﬂ.
N; = tgesamt,i?f- 4.1)

1

Somit konnten fiir schnelle Zustandsiibergiinge, wie sie in Anwesenheit des Liganden
SAM zu beobachten sind, mehrere hundert Ubergiinge erfasst werden. Fiir die schnells-
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ten Zustandsiiberginge erhielt man bis zu 2000 Ubergiinge. Die genauen Werte sind in
Tab. [4.1] aufgelistet. Seltene Zustandsiiberginge konnten trotz langer Trajektorien nicht
oft beobachtet werden, sodass die Ratenkoeffizienten aus wenigen Ereignissen bestimmt
wurden. Entscheidend ist hierbei das Wissen, dass genau die Raten seltener Ubergiinge um
eine bis zwei GroBenordnungen unterhalb der Ratenkoeffizienten der anderen Zustands-
tibergiinge liegen. Sie geben somit Aufschluss auf das Faltungsverhalten des Riboschal-
ters. Denn im Gegensatz zu Zustandsiibergdngen mit hohen Ratenkoeffizienten, welche
im Allgemeinen mit nur kleinen Strukturdnderungen in Verbindung zu bringen sind, wei-
sen kleine Ratenkoeffizienten auf grole Konformationsidnderungen hin. Dies kann bei-
spielsweise auf das Aufbrechen von WC-Basenpaaren und der damit verbundenen An-
derung von Helices hindeuten, wie es bei der Faltung zwischen T- und AT-Strukturen
vorkommit.

Tabelle 4.1: Datenbasis der HMM-Analyse der Datensiitze in Ab- und Anwesenheit
von SAM. Die Tabelle zeigt die durch die HMM-Analyse bestimmten Gleichgewichts-
populationen 7; sowie die mittleren Zustandslebensdauern 7;. Mit fgosams,i = T * tgesame
ergibt sich eine kumulierte Gesamtlinge eines gemessenen Zustands. fgesqm, entspricht
der Gesamtlinge der selektierten Trajektorien in Ab- und Anwesenheit des Liganden mit
jeweils 310 s und 109 s Léange. N; entspricht der errechneten Anzahl an beobachteten
Ubergingen.

RSga1, [Mg>"] = 15mM
T, 0,24 3087 74,4 24
T, 0,07 1946 21,7 11
AT, 0,39 63 120,9 1919
0,30 47 93 1078
RSga1, [Mg?"] =15 mM/ [SAM] = 10 uM
T$AM 0,17 37 18,5 504
T3AM 0,32 210 34,9 163
ATPAM 0,12 44 13,1 292
0,39 87 42,5 475

4.4 Quantitative Analyse der FRET-Histogramme mit
vier Zustianden

4.4.1 Analyse der FRET-Histogramme des Konstrukts RSga

Mit Hilfe der HMM-Analyse der FRET-Trajektorien des RSga1-Konstrukts konnten in
Abwesenheit des Liganden SAM vier Zustinde identifiziert werden. Basierend auf diesen
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4 Ergebnisse und Diskussion

vier Zustidnden sollte es folglich moglich sein, dieses Vierzustandsmodell mit einem glo-
balen Fit auf die Histogramme der Mg>*-Titrationsexperimente an frei diffundierenden
Riboschaltermolekiilen (Abb. 4.1.4 und 4.2.1)) zu iibertragen. Jeder i-te Zustand kann im
FRET-Effizienzhistogramm durch eine Normalverteilung f; beschrieben werden mit:

1 7(E*<E>i)
e % . 4.2
V27o; 42)

Die Werte f; (E|(E);, 0;) der i-ten GauB-Funktion bestimmen sich fiir jeden FRET-Effi-
zienzwert E in Abhingigkeit des gemittelten FRET-Effizienzwertes des i-ten Zustands
(E); und der Breite der Zustinde o;. Fiir den globalen Fit werden daher vier GauB3-Verteil-
ungsfunktionen angesetzt, deren Summe der Gesamtverteilung der gemessenen Molekiile
entsprechen muss. Um einen sinnvollen globalen Fit zu bekommen, mussten folgende
Fitparameter in ihrem Wertebereich eingeschrinkt werden:

Ji(E|(E)i,01) =

* Fliche der Funktion (anteilige Population)
* Position (gemittelte FRET-Effizienz (E);)
¢ Breite der Funktion o;

Aus vorangegangenen Untersuchungen konnte sowohl beim SAM-I-Riboschalter [60]] als
auch bei anderen RNS-Molekiilen [[185,/186] beobachtet werden, dass sich die Abhén-
gigkeit der anteiligen Populationen von der Magnesiumionenkonzentration durch eine
Hill-Funktion darstellen ldsst. Daher wurde den anteiligen Populationen des i-ten Zustan-
des erlaubt, innerhalb der GauB-Fits in Abhiingigkeit der jeweiligen Mg?*-Konzentration
mit einer empirischen Hill-Funktion, zu variieren. Ein hiufig genutzter Ansatz, um Mg>*-
induzierte RNS-Faltung zu analysieren, ist die Annahme einer Zweizustandsreaktion (sie-
he Gl. , bei der eine bestimmte Anzahl von Mg?*-Ionen an eine RNS-Struktur bin-
den und damit eine Faltung dieser RNS-Struktur erzeugen. Diese Reaktion kann mit einer
Hill-Gleichung modelliert werden, wobei der Hill-Koeffizient ng oft als stochiometrischer
Koeffizient interpretiert wird, welcher der Anzahl von gebundenen Mg>*-Ionen im gefal-
teten Zustand entspricht. Dabei beriicksichtigt diese Interpretation des Bindungsmodells
zwar die Moglichkeit einer direkten Bindung an die RNS-Struktur, aber nicht die Fihig-
keit der Mg”*-Tonen durch langreichweitige elektrostatische Wechselwirkungen Einfluss
auf die Faltung und Stabilisierung der RNS-Struktur zu nehmen. Hinzu kommt, dass spek-
troskopische Untersuchungsmethoden wie beispielsweise FRET-Analysen die Bindung
von Mg?*-Tonen nicht direkt messen, sodass die Interpretation des Hill-Koeffizienten als
die Anzahl an gebundenen Ionen hier nicht adédquat ist [187]]. Daher benotigt man ein
vervollstindigtes Modell, in welchem alle Wechselwirkungen der Mg?*-Tonen mit RNS
beriicksichtigt werden. In diesem wird der Hill-Koeffizient ng eher als Bindungskoef-
fizient I, interpretiert (engl. preferential interaction coefficient), der ein Mal} fiir die
Wirkung an iiberschiissigen Mg?*-Ionen im niheren Umfeld der RNS-Molekiile ist und
somit die RNS-Struktur stabilisiert [[179].

Jedoch ist dieses Modell an zwei Annahmen gekniipft: Erstens muss die Aktivitdt der
Mg?*-Tonen, bezogen auf die Faltung der RNS, unabhiingig von der Mg?*-Konzentration
und zweitens der Bindungskoeffizient konstant sein. Leipply und Draper [179] zeigten,
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dass die Annahme einer konzentrationsunabhingigen Aktivitit der Mg?*-Tonen dann ge-
geben ist, wenn ein geniigend hoher Uberschuss von monovalenten C1~-Ionen im Ver-
hiltnis zu Mg?*-Tonen existiert. In diesem Fall bleibt die abschirmende Wirkung der C1~-
Tonen trotz steigender Mg?*-Konzentration wihrend der Titrationsexperimente konstant.
Die Pufferbedingungen, die fiir diese Arbeit gewihlt wurden, bieten eben diesen notigen
Uberschuss an C1~-Ionen (siehe Kapitel, sodass die erste Bedingung als erfiillt ange-
sehen werden kann. Beziiglich der zweiten Bedingung gilt: Innerhalb der Untersuchungen
dieser Arbeit konnte der Wert des Bindungskoeffizienten I'; nicht direkt bestimmt wer-
den, da nur die relativen Populationen der Riboschalterzustinde miteinander verrechnet
wurden. Stattdessen wurde die Differenz der Bindungskoeffizienten A, zweier Zustin-
de herangezogen. In dieser Arbeit wurde weiterhin angenommen, dass Al , also die
Anderung der Gesamtmenge der an der Faltung beteiligter Ionen, als konstant angese-
hen wird. Inwieweit diese Annahme richtig ist, miisste innerhalb weiterer Experimente
verifiziert werden. In vorangegangen Experimenten konnte gezeigt werden, dass diese
Néherung durchaus valide ist [67, 179, 187]. Daher kam fiir diese Arbeit eine modifizierte
Hill-Gleichung zur Analyse der Titrationsexperimente zum Einsatz:

X;([Mg**]) = X;(0) + AX

AT,
l—|—<[Mg2+]0,57i> -

4.3)

[Mg2+]

Dabei ist [Mgzﬂ 0.5 ; die Konzentration des Ubergangsmittelpunkts des i-ten Zustands.
Mit X; (0) gehen die Startwerte der einzelnen anteiligen Populationen in Abwesenheit von
Magnesiumionen (0 mM) in die Gleichung ein. Aus den Experimenten dieser Arbeit kann
auBerdem nicht unterschieden werden, ob verschiedene Faltungszustinde unterschiedli-
che Mg?*-Konfigurationen haben. Daher kann man nur annehmen, dass durch Zunah-
me an Mg?*-Tonen innerhalb der Titrationsexperimente eine globale Umorientierung der
RNS-Struktur verursacht wird, die auf ein Zusammenspiel von lang- und kurzreichwei-
tigen Wechselwirkungen divalenter Ionen zuriickzufiihren sind. In allen Messungen des
SAM-I-Riboschaltermolekiils betrug der Wert von Al'; innerhalb der Fehler immer eins
und wurde fiir alle Fits auf Al = 1 gesetzt. Somit geht man davon aus, dass die Ge-
samtmenge an der Faltung beteiligter Mg?*-Ionen fiir das Bindungsmodell konstant ist.
Das vereinfacht das Bindungsmodell zu einem bimolekularen Bindungsmodell.

Die Abhingigkeit der FRET-Mittelwerte (E); von den Konzentrationen der Magnesiu-
mionen folgt erfahrungsgemif einer Hill-Funktion. Die Erhohung der Ionenkonzentra-
tion sorgt fiir eine kleine, jedoch messbare Verdichtung der Faltungszustinde der RNS-
Molekiile. Dies fiihrt innerhalb der FRET-Effizienzhistogramme zu einer leichten Ver-
schiebung der Zustandsmittelwerte hin zu hoheren FRET-Effizienzen. Daher wurde den
Mittelwerten der Gaul3-Funktionen ebenso erlaubt, einer Hill-Funktion zu folgen. Hier
wurde der Hill-Parameter als Bindungskoeffizient interpretiert, da sich die beobachte-
te Kompaktierung auf die Wirkung der Mg?T-Ionen zuriickfiihren lisst. Der Koeffizi-
ent wurde ebenso Al = 1 gesetzt. Vorangehende Untersuchungen mit dem SAM-I-
Riboschalter, welche die Faltung des Aptamers des SAM-I-Riboschalters untersuchten,
konnten auch Werte von ~1 des empirischen Koeffizienten bestimmen [59,/67].

Die Halbwertsbreite der GauB3-Funktionen (engl. Full Width Half Maximum, FWHM)
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wurde durch den Fitansatz festgelegt. Der globale Fit mit GauB3-Funktionen wurde durch
den Ubertrag der HMM-Ergebnisse auf die niichstgelegene Pufferbedingung der Magne-
siumionentitrationen des Konstrukts RSga; durchgefiihrt. Fiir diesen Fit wurden sowohl
die anteiligen Populationen als auch die FRET-Effizienzen der Zustinde entsprechend des
HMM-Ergebnisses als Startparameter vorgegeben. Dabei durften die Werte der anteiligen
Populationen innerhalb von 10 % variieren. Aus dem erfolgten Fit konnten die Halbwerts-
breiten der einzelnen Zustinde bestimmt werden. Die zustandsabhiingigen Halbwertsbrei-
ten wurden innerhalb enger Variationsgrenzen festgehalten. Dies ist unter der Annahme
moglich, dass die Photophysik eines Zustandes unabhédngig von Untergrundsignal, Detek-
tionseffizienz des Mikroskops, Resonanzenergietransfer und der Umgebungsbedingungen
(Pufferbedingungen) ist. Weiterhin bedeutet die Einschrinkung, dass keine Verdnderung
der Heterogenitit eines gefundenen Faltungszustandes angenommen wird. Die Startpara-
meter fiir den globalen Fit der Histogramme des Konstrukts RSga; sind in Tab. 4.2] zu
finden.

Tabelle 4.2: Startparameter des globalen Fits mit vier GauB3-Funktionen fiir das
Konstrukt RSg4;. Die mittleren FRET-Effizienzwerte (E) und die daraus berechneten
Farbstoffabstinde Ry sind fiir [Mg”] = 12,5 mM angegeben. Die Halbwertsbreiten
der Gauf3-Verteilungen sind in der Spalte FWHM gegeben.

Zustand (E) Ry 1 A FWHM
RSga1
T, 0,36+0,03 58 0,21 40,09
T, 0,1740,03 69 0,16+0,07
AT} 0,7940,03 42 0,23 40,05
0,55+0,03 51 0,2140,07

Anschlieend konnten allen anderen Histogramme, basierend auf dem Vierzustandsmo-
dell, gefittet werden. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.3|zusammengefasst. Die globalen Fits
beschreiben die Histogramme sehr gut (Abb. [4.4.1]a), denn sie zeigen die magnesiumio-
nenabhingige Variation der Populationen der Zustinde. Aus dem globalen Fit resultie-
ren die anteilige Populationen der einzelnen Zustinde in Abhédngigkeit der Magnesiu-
mionenkonzentration (Abb. 4.4.1] b) sowie die Verdichtung der Struktur bei steigender
Ionenstirke (Abb. m ¢). In Abwesenheit von SAM und Mg“-lonen kann die domi-
nierende Population bei niedrigen FRET-Effizienzen durch die zwei Gauf3-Funktionen
der beiden Terminatorzustinde T mit (E) = 0,24 und T, mit (E) = 0,13 gefittet wer-
den. Beide Zustinde, jedoch beim Zustand T, deutlich ausgeprégter als beim Zustand Ty,
zeigen bei steigender Magnesiumionenkonzentration eine Verschiebung hin zu héheren
FRET-Effizienzen (Abb. ¢). Bei Konzentrationen von > 100 mM Magnesiumionen
erreichen die FRET-Effizienzen der beiden Terminatorzustinde Werte von (E) = 0,40 fiir
T, und (E) = 0,18 fiir T;. Dieses Verhalten ist der vermuteten strukturellen Verdichtung
des Riboschalters, aufgrund der steigenden Ionenstirke, zuzuschreiben. Die nicht ver-
schwindenden Beitrige hoher FRET-Effizienzen, selbst bei 0 mM Mg2+, konnen durch
den globalen Fit den beiden Antiterminatorzustinden AT und AT, zugeordnet werden.
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Abbildung 4.4.1: Globaler Fit der Einzelmolekiil-FRET-Daten des RSgai-
Konstrukts. (a) Einzelmolekiil-FRET-Histogramme der Mg”* -Titrationsexperimente
mit Plots der am besten passenden GauB-Fit-Modelle der einzelnen Zustinde (farbige
Linien) und ihrer Summen (gestrichelte schwarze Linien). (b) Anteilige Populationen der
Zustinde in Abhingigkeit der Magnesiumionenkonzentration, welche aus den Fits (ge-
zeigt in (a)), gewonnen wurden. (¢) Die FRET-Effizienzmittelwerte der jeweiligen GauB-
Fit-Funktionen der einzelnen Zustinde in Abhéngigkeit der Magnesiumionenkonzentrati-
on. (a-c) Das Vier-Zustandsmodell ist durch die Ergebnisse der HMM-Analyse festgelegt
und global tiir die Daten des RSga1-Konstrukts gefittet: Ty (griin), T> (blau), AT (rot)
und AT, (orange).

Auch hier ist der Einfluss der zunehmenden Ionenstirke auf die Riboschalterstruktur
messbar. Mit einem Unterschied von A(E) = 0,07 fiir beide Antiterminatorstrukturen ver-
schiebt sich der Mittelwert der FRET-Effizienz des Zustands AT auf (E) = 0,80 und
der des Zustands AT, auf (E) = 0,57. Alle Verschiebungen in Abhingigkeit der Magne-
siumionen lassen sich jeweils mit einer Hill-Funktion mit Ubergangsmittelpunktwerten
von jeweils [Mgzﬂo s =8 £ 1mM fitten. Durch iteratives Anpassen der Fitparameter
konnte festgestellt werden, dass die anteiligen Populationen der Zustinde T und AT,
einer Hill-Funktion mit einem Ubergangsmittelpunktwert von [Mg“]o s =8 mM fol-
gen. Die anteiligen Populationen der Zustinde T, und AT, folgen einer Hill-Funktion

mit [Mg2+] 05 = 2 mM. Die Fitergebnisse sind in Tab. zusammengefasst.
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Tabelle 4.3: Ergebnisparameter des globalen Fits mit vier Gauf3-Funktionen der
gefundenen Zustinde fiir das Konstrukt RSga ;. Die mittleren FRET-Effizienzwerte
(E) und die daraus berechneten Farbstoffabstinde (E) sind fiir [Mg®"] < 0,1 mM und
[Mgzﬂ > 20 mM angegeben. Die Halbwertsbreiten der GauB3-Verteilungen sind in der
Spalte FWHM gegeben. Die Ubergangsmittelpunktswerte der Hill-Funktion beziiglich
der anteiligen Populationen sind in [Mg?" ] 0.5 cingetragen.

Zustand [Mg*"] < 0,1mM [Mg*"] > 20mM
(E) Ry I A (E) R /A Mg, FWHM
RSga1
T, 0,24+0,03 64  0,404+0,03 57 8+1 0,2140,09
T, 0,13+£0,04 73  0,18+£0,04 68 241 0,16+0,07
AT, 0,73+0,03 45  0,80+£0,03 42 8+1 0,23+0,05
0,50+0,03 53  0,57+£0,03 51 241 0,21+0,07

4.4.2 Analyse der FRET-Histogramme des Konstrukts RSz

Es wurde davon ausgegangen, dass die vier gefundenen Zustidnde des Konstrukts RSga
auch auf das Konstrukt RSapa iibertragbar sein sollten, mit identischen anteiligen Po-
pulationen entsprechend den jeweiligen Magnesiumionenkonzentrationen. Zwar sind die
Labelpositionen der Fluoreszenzmarker beider Konstrukte verschieden, jedoch handelt
es sich nach wie vor um dasselbe Riboschaltermolekiil. Daher wird angenommen, dass
die unterschiedlichen Fluoreszenzmarker keinen merklichen Einfluss auf die Energie-
landschaft der Zustdnde haben. Die Normalverteilungen und damit die Form der FRET-
Histogramme konnen auf Grund der unterschiedlichen Markerpositionen sehr verschie-
den sein. Ebenso ist es denkbar, dass zwei Zustinde, welche in einem bestimmten Kon-
strukt klar voneinander unterscheidbar sind, bei einem anderen Konstrukt dhnliche bis
gleiche Werte fiir diese FRET-Effizienz liefern und daher im Histogramm miteinander
verschmelzen.

Beim Konstrukt RSaa konnte innerhalb dieser Arbeit ein Zusammenfallen zweier Zu-
stinde dhnlicher FRET-Effizienz beobachtet werden. Deshalb scheiterte die Ubertragung
des Vierzustandsmodells auf das Konstrukt RS 5. Stattdessen gelang es durch den Ansatz
von drei GauB3-Verteilungen, die gesamte Magnesiumionentitrationsreihe des Konstrukts
RSaa zu fitten. In Abb. 4.4.2] ist erkennbar, dass die Population mit einem Mittelwert
der FRET-Effizienz von (E) ~ 0,1 zum einen eine gleichbleibende, anteilige Population
iber die gesamte Titrationsreihe aufweist (Abb. b). Zum anderen konnte man keine
Verschiebung der FRET-Effizienzmittelwerte in Abhingigkeit der Mg?t-Konzentration
beobachten (Abb. #.4.2)c). Fiir jede Magnesiumionenkonzentration stimmen die Popula-
tionsanteile der GauB-Funktionen bei (E) ~ 0,1 mit der Summe der Populationsanteile
der Zustinde T, und AT, des Konstruktes RSga; iiberein. Dies deutet darauf hin, dass
diese beiden Zustinde beim Konstrukt RS A nicht einzeln beobachtet werden konnten.
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Abbildung 4.4.2: Globaler Fit der Einzelmolekiil-FRET-Daten des RSyq-
Konstrukts. (a) Einzelmolekiil-FRET-Histogramme der Mg”* -Titrationsexperimente
mit Plots der am besten passenden Gaul3-Fit-Modelle der einzelnen Zustinde (farbige
Linien) und ihrer Summen (gestrichelte schwarze Linien). b) Anteilige Populationen der
Zustdnde in Abhingigkeit von Magnesiumionen, welche aus den Fits (gezeigt in a)) ge-
wonnen wurden. (¢) Die FRET-E-Mittelwerte der entsprechenden GauB3-Fit-Funktionen
der einzelnen Zustinde in Abhingigkeit der Magnesiumionenkonzentration. Die gemit-
telten FRET-Effizienzwerte von 0,09 und 0,07 bei niedrigen (< 1.5 mM, blau gestrichelt)
und bei hohen (> 1.5 mM, orange gestrichelt) Magnesiumionenkonzentrationen fiir die
beiden summierten Zustinde T, und AT, (cyan). (a-c) Drei-Zustandsmodell fiir die Da-
ten des RSaa-Konstrukts, gefittet auf der Grundlage der Fit-Ergebnisse des Konstrukts
RSga1: Ty (griin), AT, (rot), die Summe von T, und AT, (cyan). Die gestrichelten Linien
(orange und blau, in (b) zeigen die Populationsanteile der Zustinde von RSga aus
b. Die cyan-farbene Linie ergibt sich aus der Summe der orange- und der blaugestrichel-
ten Linie.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Um einen vollstindigen Satz an Zustinden zu erhalten, welcher die Histogramme der
Magnesiumionentitration des Konstrukts RSaa beschreibt, wurden die Populationsantei-
le der Zustinde aus RSga; (T| — griiner Zustand und AT — roter Zustand) den Popu-
lationsanteile im Fit der Histogramme fiir das Konstrukt RSs 4 gleichgesetzt. Diese Fit-
Kurve sowie die Ergebnisse der Fit-Parameter sind in Abb. [4.4.2] a, b dargestellt. Der
Austausch der Zustinde T| und AT ergab vergleichbare Werte mit [Mg2+] 0.5 ~ 8 mM.
Die dominierende Population bei (E) ~ 0,3 wurde in Abwesenheit von Magnésiumionen
dem Zustand T zugeordnet. Sein FRET-Effizienzmittelwert verschiebt sich bei steigen-
der Magnesiumionenkonzentration auf einen Wert von (E) = 0,61. Fiir den Zustand AT}
des Konstrukts RSy konnte in Abwesenheit von Mngr ein FRET-Effizienzmittelwert
von (E) = 0,24 und bei Magnesiumionenkonzentrationen von Mg?* > 20 mM ein FRET-
Effizienzmittelwert von (E) = 0,44 bestimmt werden. Die Werte der FRET-Effizienzen
der Zustidnde Ty und AT; verschieben sich also mit Zunahme der divalenten Ionen. Die
Verschiebungen lassen sich jeweils mit Hill-Funktionen mit [Mg2+] 05 = 8 &+ 1mM und

[Mg*t], s =15 £2mM

quantiﬁzferen (Abb. ). Die Fitparameter fiir niedrige und hohe Magnesiumionen-
konzentrationen sind in Tab. @4.4| zusammengefasst.

Tabelle 4.4: Parameter der globalen Fit-Prozedur der drei Gau-Funktionen, gefun-
den fiir das Konstrukt RSy4. Die mittleren FRET-Effizienzwerte (E) und die daraus
berechneten Farbstoffabstinde R gy sind fiir [Mg2+] < 0,1 mM und [Mg”] > 20 mM
angegeben. Die Halbwertsbreiten der GauB-Verteilungen (FWHM) sowie die Ubergangs-
mittelpunktswerte der Hill-Funktion der anteiligen Populationen ([Mgzﬂ 0.5) sind in den
beiden rechten Spalten eingetragen. 7

Zustand [Mg**] <0,1mM  [Mg>**] >20mM
(E) Ry /A (E) R /A Mgt FWHM
T, 0,314+0,04 61  0,61+0,04 49 8+1 0,19+0,10
T, 0,0940,05 78 nd nd nd 0,16%0,10
AT, 0,2440,05 64  0,44+0,05 55 8+1 0,24+0,10
nd nd  0,07+0,05 81 nd  0,16+0,10

4.4.3 Analyse der FRET-Histogramme des Konstrukts RSg4 in
Anwesenheit des Liganden SAM

Fiir die Daten in Anwesenheit des Liganden SAM miissten fiir eine richtige Beschrei-
bung der SAM-Titrationshistogramme vier zusitzliche Zustinde eingefiihrt werden, was
letztlich nicht praktikabel ist. Denn fiir eine vollstindige Beschreibung der Daten in An-
wesenheit des Liganden miisste ein thermodynamisches Modell erstellt werden, das die
vier gefundenen Zustinde aus den Messungen ohne Ligand mit den vier Zustinden aus
den Messungen mit Ligand vereint.
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4.4 Quantitative Analyse der FRET-Histogramme mit vier Zustinden

Bei mittleren Ionen- und Ligandenkonzentrationen koexistieren alle acht Zustéinde simul-
tan. Daher wurde die Auswertung auf das Histogramm mit Standardpuffer plus 20 mM
Mg?* und 10 uM SAM beschrinkt (Abb. . Bei solch hohen Ligandenkonzentratio-
nen ist immer ein SAM am RS gebunden. Aus fritheren Messungen ist bekannt, dass der
Ubergangsmittelpunktswert bei ca. 36 nM liegt [67].

RSEA1
© t 5 [SAM]=10pM|
5 400¢ .
£
O 200 .
E 5
0 P 2 I I 1T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
FRET-Effizienz

Abbildung 4.4.3: Globaler Fit der Einzelmolekiill-FRET-Daten des RSgai-
Konstrukts mit SAM. Einzelmolekiil-FRET-Histogramm bei 20 mM Mg?" und 10 uM
SAM mit Plots der am besten passenden GauB-Fit-Modelle der einzelnen Zustinde
(farbige Linien) und ihrer Summen (gestrichelte schwarze Linien). Das gezeigte Vier-
Zustandsmodell ist durch die Ergebnisse der HMM-Analyse (Abb. festgelegt und
tiir die Daten des RSga | -Konstrukts gefittet: T1 (P1g) (griin), T, (P1ly) (blau), AT, (P1g)
(rot) und AT, (Ply) (orange).

Fiir den Fit wurden die Werte beziiglich der FRET-Effizienzen der einzelnen Zustinde aus
der HMM-Analyse in Anwesenheit von SAM entnommen. Somit kann gezeigt werden,
dass die Ergebnisse der HMM-Analyse der immobilisierten Molekiile auf die Ergebnisse
der Messung an frei diffundierenden Molekiilen, gemessen mit Hilfe der Burst-Analyse,
ibertragen werden konnen. Das Vier-Zustandsmodell aus den Zustinden T (griin), T»
(blau), AT; (rot) und AT, (orange) beschreibt die Verteilung der FRET-Effizienzen sehr
gut. Wie erwartet iiberwiegen in Anwesenheit des Liganden SAM die Anteile der T-
Zustinde. Die Fitparameter sind in Tab. aufgelistet.

Tabelle 4.5: Fitparameter mit vier GauBl-Funktionen fiir das Konstrukt RSga; in
Anwesenheit des Liganden SAM ([SAM] = 10 uM) und 20 mM Mg?*. Gezeigt wer-
den die FRET-Effizienzmittelwerte (E) und die daraus berechneten Farbstoffabstinde
R g). Die Halbwertsbreiten der Gaul3-Verteilungen sind in der Spalte FWHM gegeben.

Zustand (E) Ry /A FWHM
RSga1 +SAM
Ty 0,45+0,06 55 0,2140,18
T, 0,28+0,16 62 0,2140,13
AT, 0,87+0,12 39 0,1740,14
0,67+0,10 47 0,2240,44
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.4.4 Strukturbasierte Abstandsschéitzungen

Um den gefundenen Zustidnden entsprechende dreidimensionale Strukturen zuweisen zu
konnen, wiren prizise Vermessungen von vollstindigen SAM-I-RS-Molekiilkristallen
mit Rontgenstrukturanalyse notig. Jedoch sind momentan solche Messungen nur von
SAM-I-Riboschaltern ohne Expressionsplattform verfiigbar [56,/57]]. Mit Hilfe einfacher
Strukturmodellierungen konnen dennoch mogliche Faltungszustinde und die daraus re-
sultierenden Farbstoffabstinde der jeweiligen Konstrukte errechnet werden. Durch den
Vergleich von errechneten und gemessenen FRET-Effizienzwerten konnen den gemes-
senen Faltungszustinden modellierte Strukturen zugewiesen werden. Dies erlaubt, ein
sinnvolles Faltungsmodell zu erstellen. In den Abb. 4.4.4] [4.4.5] [4.4.6] [4.4.7] und 4.4.8|
sind strukturelle Modelle von T- und AT-Konformationen der Konstrukte RSgai, RSaa
und RSga» skizziert sowie deren Abstandsabschidtzungen angegeben. Die strukturellen
Abschitzungen zwischen den beiden Fluoreszenzfarbstoffen beinhalten Abstandsberech-
nungen fiir aufgewickelte RNS (7.), helikale RNS mit Farbstoffmarkern auf denselben
Strangseiten (ry,) oder (rj.) auf gegeniiberliegenden Strangseiten, und fiir strukturierte
RNS (ry). Mittlere Abstinde aufgewickelter RNS-Segmente sind stark magnesiumionen-
abhéngig, weshalb fiir niedrige (cyan) und hohe (magenta) Ionenstirke zwei Werte ange-
geben sind. Fiir die T-Konformation wurden zwei Strukturen angenommen: Eine, bei der
die P1-Helix geschlossen ist und eine andere, bei der die P1-Helix geoftnet ist.

Im Fall der AT-Konformation finden wir eine teilweise oder komplett gedffnete P1-Helix
vor. Dabei gehen Teile der P1-Helix und der T-Helix aus der T-Konformation in die AT-
Helix iiber. Eine offensichtliche AT-Struktur besteht dabei aus einer komplett gedffneten
P1-Helix, sodass das 3°- und das 5°-Ende im Mittel gesehen weit voneinander entfernt
sind.

Wenn man jedoch beachtet, dass die strukturellen Uberginge der AT-Zustinde ineinander
schneller sind als Ubergiinge zwischen den beiden T-Zustinden, dann erscheint es un-
wahrscheinlich, dass innerhalb der AT-Konformation die Ubergiinge von einer komplett
gedffneten zu einer geschlossenen Helix aus nicht benachbarten Nukleotiden stattfindet.
Beziiglich der beobachteten Ubergangszeiten von einigen Zehntelsekunden sind Tertir-
strukturdnderungen von RNS-Molekiilen viel wahrscheinlicher [[140,/148,/188]].

Wie von Boyapati et al. [|68]] vorgeschlagen, wird angenommen, dass die AT-Helix durch
koaxiales Stapeln die Bildung einer stabilen drei-Basenpaar-langen P1-Helix (als P1°
markierte Struktur) ermoglicht. Weiterhin bilden vier Nukleotid-Paare des 3°- und des
5‘-Endes eine Teilhelix (benannt P1°), welche sich wiederum mit den beiden anderen
(AT und P1°) zu einer Drei-Helixkreuzung formiert (Abb.4.4.4)d).

Basierend auf diesen Modellen konnten die Abstinde zwischen den C5-Atomen der Uri-
din-Basen, an welchen die Fluoreszenzmolekiile gebunden sind, aus den einzelnen dis-
kreten Teilsegmenten berechnet werden.

Diese Teilsegmente sind:

* (i) Abstdnde, bestimmt aus der Kristallstruktur des SAM-I-Riboschalters; (PDB-ID:
4KQY) [56]

* (i1) ein RNS-Helixmodell;

* (iii) eine GauB3-Kette als Ndherung fiir die Einzelstrangteile [[189].
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4.4 Quantitative Analyse der FRET-Histogramme mit vier Zustinden

a 70 b 70

rs(Us'Um) =31A N‘" FS(A13-U031) =24 A
e f ra(5)=27A

k r(Gzo-Usi) = 26 A ¥ 1 (Az-Ug)) =24 A
r(12) =56/39 A r(5)=36/25A

Abbildung 4.4.4: Strukturelle Modelle der T- und AT-Konformation des RSy -
Konstrukts. Sekunddrstrukturen des T- (a) und des AT-Zustands (b) mit den entspre-
chenden Markerpositionen der Fluoreszenzfarbstoffe. (c¢) Die T (P1g)-Struktur mit ge-
schlossener P1-Helix und ausgebildeter T-Haarnadelschlaufe sowie einer geschlossenen
Aptamerstruktur; (d) AT, (Pl;j —|—P1ff) besitzt geschlossene P1°-, P1”- und AT-Helices,
welche zusammen eine Drei-Wege-Kreuzung bilden. Das Aptamer besitzt eine ausgebil-
dete Bindungstasche. (e) T, (P1ly) besitzt im Gegensatz zu Ty (P1g) eine offene P1-Helix
und zeigt daher fiir das Konstrukt RSaa die kleinste FRET-Effizienz. (f) Die AT, (Ply)-
Konformation hat eine geformte P1°- und AT-Helix.

Im Allgemeinen ist die GauB3-Kette eine gute Abschitzung der wurmartigen Kette (engl.
worm-like-chain, WLC) fiir den Fall, dass die Konturldnge viel groBer ist als die Persis-
tenzldnge [[190].

Zur Berechnung der Lingen der RNS-Helices setzt man das in Kapitel 2.2.4|beschriebene
a-Helixmodell der DNS an. Fiir die Abstédnde zweier Nukleotide am gleichen Strang be-
ziehungsweise am gegeniiberliegenden Strang setzt man jeweils die G1.[2.24] beziehungs-
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4 Ergebnisse und Diskussion

weise an. Fiir die Berechnung von r; und rj,, wurde fiir die Bindungslénge [/ = 6,3 A
angesetzt. Fiir die Persistenzlinge [, die stark abhiingig ist von der Mg?*-Konzentration
der Pufferlosung, wurde fiir niedrige Konzentrationen (< 0, ImM) [, = 21 A und fiir hohe
Konzentrationen (> 4mM) [, = 10 A angesetzt .

Q

’ () = 29 A
e r.(29) = 88/60 A
l—i rs(Gzo'Um) =36 A

r(12) = 56/39 A

&

A 4

»ije .(18) = 69/48 A
r(0)=27A

Abbildung 4.4.5: Strukturelle Modelle der T-Konformation des RSg 1-Konstrukts.
(a) Sekundirstruktur des T-Zustands mit den entsprechenden Markerpositionen der Fluo-
reszenzfarbstoffe. (b) Die T (Plg)-Struktur mit geschlossener P1-Helix und ausgebil-
deter T-Haarnadelschlaufe sowie einer geschlossenen Aptamerstruktur. (¢) T, (Ply) be-
sitzt eine offene P1-Helix und erzeugt fiir das Konstrukt RSga; die kleinsten FRET-
Effizienzen.

Zusitzlich dazu muss beachtet werden, dass die C5-Position des Nukleotides mit dem
Fluoreszenzfarbstoff iiber einen flexiblen Linker verbunden ist. Dieser aus 16 C-Atomen
bestehende Linker wurde mit dem Abstand 7,4, = 8,6 A abgeschitzt, indem eine Gaul3-
Kette angesetzt wurde. Die durch den flexiblen Linker moglichen Bewegungen des Fluo-
reszenzfarbstoffes, gebunden an einen unstrukturierten RNS-Strang, erfolgen schneller
als auf der Millisekundenskala messbar. Dies konnte durch Fluoreszenzanisotropiemes-
sungen gezeigt werden [[148][191].

Die Fluoreszenzlinker werden daher als Verldngerung der RNS-Kette angesehen und sind
in den Berechnungen beriicksichtigt. Wenn ein Fluoreszenzmolekiil an eine Doppelhelix
gebunden ist, bewegt es sich ungefihr kugelférmig um seine Bindungsstelle hin und her.
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4.4 Quantitative Analyse der FRET-Histogramme mit vier Zustinden

Daher mittelt sich der Liangenbeitrag der Fluoreszenzlinker zur Berechnung der FRET-
Paarabstinde fiir den Fall, dass sich beide Fluoreszenzfarbstoffe auf der gleichen Helix-
seite befinden [192].

70

C

e rhs(7) =29 A

= N(7)=19A —i
r(5) = 36/25 A

1,.(0) = 27 A

'FTs’ﬂ =36/25 A

Abbildung 4.4.6: Strukturelle Modelle der AT-Konformation des RSg 1-Konstrukts.
(a) Sekundirstruktur des AT-Zustands mit den entsprechenden Markerpositionen der
Fluoreszenzfarbstoffe. (b) AT (P1; +P1{) besitzt eine geschlossene P1°-, P1”- und AT-
Helix, welche zusammen eine Drei-Wege-Kreuzung bilden. Das Aptamer besitzt eine
ausgebildete Bindungstasche. (c¢) Die AT (P1g)-Struktur besitzt eine geschlossene, kurze
AT-Helix, gestapelt auf einer vollstindig ausgebildeten P1-Helix. (d) AT, (Pl{’J) besitzt
eine vollstindige AT-Helix, eine geschlossene P1’-Helix und eine offene P1”-Helix. (e)
Die AT, (P1{})-Konformation hat eine geformte P1’-Helix, gestapelt auf einer vollstindi-
gen AT-Helix.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Sind jedoch beide Linker an gegeniiberliegenden Seiten der Helix angebracht, so tragen
deren Langen zum Gesamtabstand bei. AuBlerdem beschrinken komplexe Tertidrstruk-
turen des RNS-Molekiils selbst den moglichen Aufenthaltsort der Fluoreszenzmolekiile
[68]]. In dieser Arbeit konnten durch strukturbasierte Abstandsschitzungen selbst mit ein-
fachen Methoden wichtige Einblicke in das Faltungsverhalten des SAM-I-Riboschalters
erlangt werden.
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—>i [(8) =29 A
‘rs(U112'A120) =43 A
i I.(18) = 69/48 A

r(8) =29 A

—>
K—)\rs(U112-A125) =43 A
l—i 1(18) = 69/48 A

r(8) =29 A

. r,(8)=29 A
»ie  r(29)=88/60 A
r(2) =14 A

Abbildung 4.4.7: Strukturelle Modelle der T-Konformation des RSg-Konstrukts.
(a) Sekundirstruktur des T-Zustands mit den entsprechenden Markerpositionen
der Fluoreszenzfarbstoffe. (b) T (Plp/Aptg)-Struktur mit geschlossener PI-Helix
und ausgebildeter T-Haarnadelschlaufe sowie einer geschlossenen Aptamerstruk-
tur. (¢) Ty (Plg/Apty)-Struktur mit geschlossener PIl-Helix und ausgebildeter T-

Haarnadelschlaufe sowie einem offenem Aptamer. (d) T, (Ply) besitzt im Gegensatz zu
T, (P1g/Aptg) eine offene P1-Helix.
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70

) =14A

e T(6)=16A
i e (7)=43/30 A
n(2) =14 A

Abbildung 4.4.8: Strukturelle Modelle der AT-Konformation des RSg>-Konstrukts.
(a) Sekundirstruktur des AT-Zustands mit den entsprechenden Markerpositionen der
Fluoreszenzfarbstoffe. (b) AT, (P1i+P1f) besitzt geschlossene P1°-, P1”- und AT-
Helices, welche zusammen eine Drei-Wege-Kreuzung bilden. Das Aptamer besitzt eine
ausgebildete Bindungstasche. (¢) AT (P1g) besitzt eine geschlossene P1-Helix mit kurz-
er AT-Helix. Das Aptamer besitzt eine ausgebildete Bindungstasche. (d) Die AT, (PI’L’]) -
Konformation hat eine offene P1’- und P1”-Struktur mit vollstindig ausgebildeter AT-
Helix. (e) Die AT, (Pl{’J) -Konformation hat eine geformte P1’-Helix mit Einzelstrang-
hilfte und einer vollstindigen AT-Helix. Die P1’- und die AT-Helix sind aufeinander ge-
stapelt.

rs(A13 - U112) =23A
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.4.5 Interpretation und Diskussion der strukturellen und
dynamischen Eigenschaften der SAM-I-Konformationen

Aus den anteiligen Populationen der einzelnen Zustinde konnten die Differenzen der
Gibbsschen freien Energien AG fiir niedrige (0 mM) und hohe (15 mM) Magnesium-
ionenkonzentrationen sowie in Anwesenheit des Liganden SAM berechnet werden (siehe
Gl. 3.24). Als Referenzzustand zur Berechnung von AG wurde der Terminatorzustand
T, ausgewdhlt. Die daraus gewonnenen AG-Werte sind in Abb. 4.4.9] a-c zu sehen. Mit
Hilfe des kinetischen Netzwerks (sieche Abb. 4.3.2] ¢ und Abb. 4.3.3] ¢) und einer kine-
tischen Gruppenanalyse konnten auch die Werte der Equilibrierungszeiten 7., (Gl. 3.24)
zwischen den Zustidnden bestimmt werden. Diese hidngen logarithmisch von Ubergangs-
barrieren zwischen den AG-Werten der Zustinde ab, welche wihrend eines strukturellen
Ubergangs iiberwunden werden miissen (gezeigt in Abb. b, ¢).

a b C .
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Abbildung 4.4.9: Energielandschaft des SAM-I-Riboschaltermolekiils. (a-c) Gibbs-
sche freie Energien fiir unterschiedliche Pufferbedingungen: (a) 0 mM Mg>*, (b) 15 mM
Mg+ und (c) 15 mM Mg** mit 10 uM SAM, welche aus den Populationsanteilen 7; (sie-
he GI. der einzelnen Zustiande berechnet wurden, wobei der T,-Zustand jeweils als
Referenzzustand festgelegt wurde. (b, ¢, oben) Equilibrierungszeiten zwischen den Zu-

stinden, angeordnet im Zustandsiibergangspfad, aufgetragen auf einer logarithmischen
Skala.

Die FRET-Effizienz (E), welche die Abstidnde R zwischen zwei Fluoreszenzmarkern be-
schreibt, konnte ferner genutzt werden, um strukturelle Eigenschaften des RS-Molekiils
zu erschliefen. Ein genauer quantitativer Vergleich mit strukturellen Modellen konnte
nicht durchgefiihrt werden, da nur gemittelte Strukturen (gemessen mit Rontgenstruktur-
analyse) der alleinigen Aptamerdoméne mit und ohne Ligand existieren [56,|57]]. Daher
konnten die erstellten Modelle nur unter Annahme einfacher Strukturmodelle beziiglich
der Expressionsplattform abgeschitzt werden. Die Berechnung der Abstéinde und die dar-
aus resultierenden strukturellen Schitzungen sind in Kapitel gezeigt. Die Struktu-
ren, welche am besten auf die Messergebnisse beziiglich Abstand und Dynamik passten,
sind als ein schematisches Zustandsmodell in Abb. 4.4.10| zusammengefasst.

In Abwesenheit von Magnesiumionen und SAM sehen sich die Histogramme von RSaa
und RSga; dhnlich (Abb. [4.4.2] a und Abb. 4.4.1] a). Beide Konstrukte haben ihren Ak-
zeptor am Ug-Nukleotid der P1-Helix gebunden (Abb. 2.2.4), jedoch sind die Positionen
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4.4 Quantitative Analyse der FRET-Histogramme mit vier Zustinden

der Donormarker verschieden (sieche Abb. . Die Ahnlichkeit beider Histogramme
lasst vermuten, dass sich die beiden gefundenen Zustinde fiir jedes Konstrukt struktu-
rell beziiglich der P1-Region unterscheiden. Diese Zustidnde besitzen eine offene (niedri-
ge FRET-Effizienz) und eine geschlossene, kompakte Struktur (hohere FRET-Effizienz),
welche hier jeweils als T, (P1y) und Ty (P1g) bezeichnet werden (siche Abb. a,b

und Abb. a, b).
a b C
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Abbildung 4.4.10: Die Faltungszustinde des SAM-I-Riboschalters. (a-c) Schemati-
sche Darstellung der Konformationen und ihrer moglichen Ubergiinge, angedeutet durch
schwarze Pfeile. (a) Bei niedrigen Mg?* -Konzentrationen koexistieren zwei T-Zustinde
mit offener Aptamerdoméne. (b) Bei hoheren Mg** -Konzentrationen bebachtet man eine
kompaktere Aptamerstruktur, zusammen mit zwei AT-Zustinden im thermischen Gleich-
gewicht. (¢) Bei hoheren Mg?* -Konzentrationen in Anwesenheit von SAM wird die Apt-
amerstruktur noch kompakter. Die AT- und T-Zustinde kénnen weiterhin im thermischen
Gleichgewicht beobachtet werden.

Mit steigender Mg?*-Konzentration wird einerseits T1 (P1g) gegeniiber der T, (P1y)-
Struktur stabilisiert und andererseits erzeugt dies eine deutliche Verschiebung der FRET-
Wertverteilung hin zu hoheren Werten. Eine solche Verschiebung deutet auf eine Erho-
hung der strukturellen Kompaktheit fiir den T; (P1g)-Zustand fiir beide Konstrukte hin
(Abb. ¢ und Abb. ¢). Fiir T{ (P1g) des RSaa-Konstrukts bedeutet dies kon-
kret, dass man mit (E) = 0,61 einen Markerabstand von R = 49 A erhilt. Unter Einbezie-
hung der Tatsache, dass beide Fluoreszenzmarker mit flexiblen Linkern am Riboschalter
angebracht sind, entspricht dieser Abstand der erwarteten kompakten Aptamerstruktur.
Fiir Ty (P1g) des RSga;-Konstrukts findet man (E) = 0,4 und damit R = 61 A bei ho-
hen Mg?*-Konzentrationen. Das heiBt, es existiert eher eine kompakte Anlagerung eines
Teils der Expressionsplattform an das Aptamer als eine vollstindig ausgedehnte Struktur.
Die vergleichsweise langsame Equilibrierungszeit zwischen den beiden Zustéinden (7,
= 1,6 s) spricht fiir die niedrige Wahrscheinlichkeit, dass sich nicht angrenzende RNS-
Teilsegmente zu einer vollstindigen P1-Helix verbinden (Abb. 4.4.10b).

Die Tatsache, dass der T, (P1y)- sowie der AT,-Zustand fiir das Konstrukt RS nicht ge-
trennt voneinander beobachtet werden konnen (siehe Abb.[d.4.2]a und Abb.[d.4.1)a), muss
bedeuten, dass das 5’-Ende der P1-Helix fiir beide Zustinde eine dhnliche Anordnung
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4 Ergebnisse und Diskussion

einnimmt. Da eine Ubernahme der Watson-Crick-Basenpaarungen durch die Expressi-
onsplattform im Zustand AT, die Ausbildung einer vollstindigen P1-Helix ausschlieft,
wird die Annahme bekriftigt, dass fiir den T, (P1y)-Zustand eine nur teilweise ausgebil-
dete P1-Helix existiert. Moglicherweise wird die kurze P1-Helix (P17), bestehend aus vier
Basenpaaren, im Zustand AT, aufgebrochen, womit die AT-Helix teilweise auf die restli-
che P1-Helix gestapelt wird. Fiir diesen Zustand wurde bislang angenommen, dass er als
transkriptioneller ,,AN*“-Zustand wirkt [68]]. Der andere AT-Zustand AT, besitzt hohere
FRET-Werte und damit kleinere Markerabstidnde als AT,. AuBBerdem finden wir, dass AT
und AT, sehr schnell miteinander equilibrieren (Teq = 0,03 s). Diese Zeitskalen sind ty-
pisch fiir Tertidr- oder kleinere Sekundérstrukturanderungen. Folglich wire eine Struktur
aus drei gekreuzten Helices von P1’, P1” und der AT-Helix moglich (Abb. 4.4.10] b, rot).
Die langsamsten Austauschzeiten findet man fiir die Uberginge zwischen den Zustands-
gruppen T1 /T, und AT /AT, im Bereich von Tq = 3 s. Zustandsiiberginge auf diesen
Zeitskalen sind typisch fiir groere Sekundirstrukturdnderungen. Genau das ist der Fall
bei der Faltung von T zu AT, da hier sowohl eine komplette Umorientierung der Expres-
sionsplattform als auch der P1-Helix stattfinden muss.

In der SAM-gebundenen Form erwarten wir dhnliche T-Konformationen wie in dessen
Abwesenheit, da der Ligand zwar die Faltung von AT- zu T-Zustinden beeinflusst, aber
keinen direkten Einfluss auf die Expressionsplattform an sich ausiibt. Aus (Abb. 4.3.3]
und Abb. ¢) ist ersichtlich, dass die AG-Werte der T-Zustéinde mit SAM gegen-
iiber den Zustinden ohne SAM reduziert sind. Weiterhin sind die (E)-Werte hoher in
Anwesenheit von SAM. Daraus lasst sich vermuten, dass durch eine stirkere Stabili-
sierung der Aptamerdoméne eine durch die SAM-Bindung verursachte Re-Orientierung
der P1-Helix entsteht [57,60]. Diese Re-Orientierung kommt durch die Zusammenfiih-
rung der Uy — Aj19- und der C;5 — Gyg-Basenpaare durch die dortige Bindung von
SAM. Ebenso werden die AG-Werte der AT-Zustinde gegeniiber T und T, angeho-
ben. Dies konnte begriindet werden mit der Stabilisierung der P1-Helix durch die Bin-
dung des Liganden. Diese Stabilisierung ist auch fiir den AT;AM—Zustand beobachtbar,
dessen AT-Haarnadelschlaufe auf der P1-Helix gestapelt ist und dadurch hohere FRET-
Effizienzwerte als AT, (0,67 vs. 0,57) besitzt. Die Struktur von AT?AM und dessen kurze
Labelabstinde ((E) = 0,87, R = 42 A) kénnen durch eine koaxiale Stapelung der AT- auf
die P1-Helix begriindet werden. Auffillig ist, dass die Equilibrierungszeiten zwischen je-
dem Zustandspaar von AT?AM, AT;AM und T?AM mit Teq = 0,04 s vergleichbar sind mit
den Equilibrierungszeiten zwischen den AT-Zustdnden ohne Liganden. Dariiber hinaus
sind die Equilibrierungszeiten in Anwesenheit des Liganden SAM zwischen T§AM und
den anderen drei Zustdnden mit (Teq = 0,17 s) im Vergleich zu den Zeiten in Abwesen-
heit des Liganden SAM deutlich kleiner. Der hier durch SAM induzierte beobachtete,
erleichterte Wechsel zwischen den AT- und T-Strukturen kann durch eine RNS-Strang-
Ubernahme erklirt werden: Durch das Offnen und SchlieBen der P1-Helix auf Grund der
Bildung von Basenpaaren kann entweder die AT-Helix oder wieder die P1-Helix ausge-
bildet werden. Ein solcher Ablauf wurde schon hdufig sowohl durch Simulationen gezeigt
als auch durch Experimente bewiesen [[68,193,194]. Huang et al. [[194] konnten durch eine
Molekulardynamik-Simulation zeigen, dass eine solche RNS-Strang-Ubernahme, gestar-
tet mit der AT-Helix, zur vollstindigen Ausbildung der P1-Helix fiihrt.
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4.4 Quantitative Analyse der FRET-Histogramme mit vier Zustinden

4.4.6 Analyse der FRET-Histogramme des Konstrukts RSg 4,

Der Ansatz, die vier gefundenen Zustinde und deren Mg>*-Abhingigkeit auf das RSga»-
Konstrukt zu iibertragen, hatte keinen Erfolg. Abb. 4.4.11]a hilft bei der Erkldrung, wes-
halb man im Histogramm bei 0 mM Mg?* deutlich zwei Subpopulationen erkennen
kann, deren FRET-Effizienzmittelwerte bei (E) ~ 0,15 und (E) ~ 0,7 liegen. Ausgehend
von den Populationsanteilen der quantitativen Analyse der magnesiumionenabhingigen
RSga1-Histogramme in Abwesenheit des Liganden SAM konnte man in Versuchung
kommen, diese Populationen als T; (P1g) und T, (Ply) zu interpretieren. Die Popula-
tionen mit FRET-Effizienzen E > 0,5 konnten den Zustéinden AT; (Ply) und AT, (Ply)
zugeordnet werden, da mit steigender lonenkonzentration die Populationsanteile hoherer
FRET-Effizienzen zunehmen. Ein solcher Fitansatz wiirde jedoch dazu fiihren, dass die
Breite der GauB3-Verteilung stark zunehmen miisste, um das Histogramm verniinftig zu fit-
ten. Zusitzlich wiirden dann die Populationsanteile viel gréer werden als im bisherigen
Modell. Dieses Modell wire dann jedoch inkonsistent mit dem Fitmodell des Konstrukts
RSEgA1.

Stattdessen kann eine solche Verbreitung mit einer Erhohung der Heterogenitit an Zu-
stinden interpretiert werden. Dies deutet an, dass mit dem Konstrukt RSga; ein weiterer
Zustand beobachtbar ist. Folglich miissten sich die Histogramme von RSga»> mit einem
Fiinf-Zustandsmodell (fiinf GauB3-Verteilungen) global fitten lassen. Die Verbreiterung der
Populationen bei niedrigen FRET-Effizienzen lisst also vielmehr darauf schlieBen, dass
die Subpopulation des T (P1g)-Zustandes des RSga-Konstrukts in zwei Zustinde auf-
gespalten werden kann. Um eine konsistente Beschreibung beziiglich der gefundenen Zu-
stinde aus RSga| zu bekommen, wurde der T (P1g)-Zustand bei RSga» in zwei Zustdnde
aufgespalten.

Diese beiden Zustidnde konnen im Fall des RSga 1-Konstrukts zwar nicht spektroskopisch
voneinander aufgelost werden, jedoch weisen die groflen, stetigen Verschiebungen der
Peak-Positionen mit steigender Mg2+—Konzentration fiir RSga1 und RSap auf die Exis-
tenz von zwei Zustdnden hin. Um den Datensatz des RSga»-Konstrukts konsistent zu
allen anderen Konstrukten zu beschreiben, wurden die Daten zunichst mit fiinf Gauf3-
Verteilungen gefittet. Dann wurden die Populationsanteile des Zustandes T (P1g/Aptg)
aus der Differenz von T (P1g) und T (P1p/Apty) berechnet. Letztlich konnten die Histo-
gramme der RSga»-Konstrukts mit fiinf Zustinden global gefittet werden. Dafiir wurden
die Populationsanteile aller Zustinde aus dem Fit-Modell des Konstrukts RSg4| entnom-
men und diese eingeschrinkt. Die Zu- beziehungsweise Abnahme der Populationsantei-
le wurden fiir das Fitmodell wieder den entsprechenden Hill-Funktion angepasst. Damit
konnte sichergestellt werden, dass die Populationsanteile der Zustinde T; (P1g/Apty)
und AT, innerhalb ihrer Fitfehler einer Hill-Funktion mit [Mgzﬂo s =8 mM folgten.
Die Populationsanteile der Zustinde T, und AT, wurden entsprechend dem Fitmodell des
Konstrukts RSga; auf Hill-Funktionen mit jeweils [Mg*"] 0.5 = 2 mM beschriinkt. Somit
konnte eine konsistente Beschreibung in Abhingigkeit von Magnesiumionen ohne Ligand
fiir alle Konstrukte erreicht werden. Die Fit-Resultate sind in Abb.4.4.11]zu sehen. Ange-
fangen mit einem Vier-Zustandsmodell fiir RSga 1, welches durch die HMM-Analyse aus
kinetischen Daten festgelegt wurde, konnte man feststellen, dass die Zustinde T, (Ply)
und AT, (Ply) in den Histogrammen von RSpa in einer Subpopulation zusammenfal-
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Abbildung 4.4.11: Globaler Fit der Einzelmolekiil-FRET-Daten des RSga»-
Konstrukts. (a) Einzelmolekiil-FRET-Histogramme der Mg?* -Titrationsexperimente
mit Plots der am besten passenden GauB-Fit-Modelle der einzelnen Zustinde (farbige
Linien) und ihrer Summen (gestrichelte schwarze Linien). (b) Populationsanteile der Zu-
stinde in Abhidngigkeit von Magnesiumionen, welche aus den Fits (gezeigt in (a)) ge-
wonnen wurden. (c¢) Die FRET-E-Mittelwerte der entsprechenden Gauf3-Fit-Funktionen
der einzelnen Zustinde in Abhidngigkeit der Magnesiumionenkonzentration. (a-c) Das
Fiinf-Zustandsmodell des Konstrukts RSga», gefittet auf der Grundlage der Fit-Ergebnisse
des Konstrukte RSga; und RSaa. Die Linien aus (a) zeigen die GauB-Verteilungen
der Zustinde Ty (P1gp/Apty) (dunkel-griin), Ty (P1g/Aptg) (hellgriin), T, (Ply) (blau),
AT (P1g) (rot) und AT, (Ply) (orange). Die gestrichelten Linien entsprechen den Popu-
lationsanteilen der Zustidnde, entnommen aus den Fits des Konstrukts RSg ;. Die dunkel-
und hellgriinen Linien ergeben summiert die Populationsanteile fiir den Zustand T1 (P1g).
Wegen unterschiedlicher Farbstoffpositionen in der Riboschalterstruktur ist eine Tren-
nung beim Konstrukt RSga» in die beiden untergeordneten Zustinde T (P1g/Apty) und
T, (P1g/Aptg) sichtbar.

len. Jedoch musste fiir RSga» eine Modellerweiterung vorgenommen werden, welche an-
nimmt, dass fiir den Zustand T (P1g) eine Aufspaltung in eine offene Aptamerstruktur
T (P1g/Apty) und in eine geschlossene Aptamerstruktur T; (P1g/Aptr) beobachtbar ist.
Die Fitparameter werden in Tab. 4.6/ gezeigt.
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4.5 Globaler Fit mit dem Fiinf-Zustandsmodell

Tabelle 4.6: Parameter der fiinf GauB3-Funktionen zum Fitten der Histogramme des
Konstruktes RSga;. Die mittleren FRET-Effizienzwerte (E) und die daraus berechne-
ten Farbstoffabstinde Rz sind fiir [Mg*"] < 0,1 mM und [Mg**] > 20 mM angege-
ben. Die Halbwertsbreiten der Gaul3-Verteilungen sind in der Spalte FWHM gegeben.
Die Ubergangsmittelpunktwerte der Hill-Funktion beziiglich der Populationsanteile sind
in [Mg>"] 0.5 cingetragen.

Zustand [Mg*"] <0,1mM  [Mg>**] >20mM
(Ey  Rp!/A  (E)  Rp/A [MZ],, FWHM
RSga2
Ti(Plg/AptY) 0,16£0,02 70  0,254+0,02 64 8+1 0,19+0,01
0,344+0,01 59  0,38+£0,05 58 nd  0,19+0,03
T, 0,70+0,10 46  0,73+£0,10 45 241 0,21+0,05
ATy 0,784+0,02 43  0,80+0,02 42 8+1 0,23+0,02
0,524+0,02 52 0,61+0,05 50 241 0,21+0,02

4.5 Globaler Fit mit dem Fiinf-Zustandsmodell

Die Experimente wurden mit der anfdanglichen Vermutung, dass der SAM-I-Riboschalter
lediglich zwischen zwei deutlich unterscheidbaren Konformationen T und AT hin und her
faltet, gestartet. Im Gegensatz dazu wurden fiir alle Konstrukte hoch komplexe FRET-Effi-
zienzhistogramme gemessen, welche nicht einfach in diskrete Subpopulationen unterteilt
werden konnten. Wie im letzten Kapitel erortert, hatte der Versuch, die vier gefundenen
Zustinde auf die Histogramme des Konstrukts RSga» zu iibertragen, keinen Erfolg. Der
Versuch, mit Hilfe eines Fiinf-Zustandsmodells alle magnesiumionenabhingigen FRET-
Histogramme fiir RSga2 zu beschreiben, hingegen funktionierte. Die FRET-Messungen
des Konstrukts RSga scheinen einen Zustand preiszugeben, welcher im Falle der Kon-
strukte RSga; und RSaa nicht unterschieden werden konnte. Somit miissen Zustinde
dhnlicher FRET-Effizienz in den Histogrammen von RSga; und RSaa existieren, deren
Subpopulationen in einer Population zusammenfallen. Die Summe der anteiligen Popula-
tionen dieser Zustdnde sollten die Hiufigkeit der auftretenden FRET-Effizienzen wieder-
geben. Es wurden zunédchst mehrere Fitansitze verfolgt, jedoch gelang es nur fiir einen
Ansatz, ndmlich der Unterteilung des Zustandes T (P1g) in zwei Subzustinde, einen kon-
sistenten Fit durchzufiihren. Die Herangehensweise, mit der eine konsistente Beschrei-
bung mit einem Fiinfzustandsmodell fiir alle Konstrukte gelang, wird im folgenden Kapi-
tal erldutert.

Die vorangehenden Histogrammanalyse legt den Schluss nahe, dass die drei Zustinde
T,(Ply), AT} und AT,, welche aus der HMM-Analyse des Konstrukts RSga; hervorgin-
gen, direkt auf das Konstrukt RSga» iibertragbar sind. Somit sollten der vierte und fiinfte
Zustand jeweils Subzustinde des Zustands T (Plg) sein. Die beiden anteiligen Popu-
lationen der entdeckten Zustinde miissten dann der anteiligen Population des Zustands
T (P1g) des Konstrukts RSga; entsprechen. Ein weiterer Hinweis, der diesen Ansatz
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4 Ergebnisse und Diskussion

stiitzt, ist die Beobachtung, dass der Zustand T;(Plg) in den Fitmodellen der Konstruk-
te RSga; und RSap bei steigenden Magnesiumionenkonzentrationen eine relativ gro3e
Verschiebung hin zu hoheren FRET-Effizienzen zeigt. Eine solch groBe Verschiebung ist
ein Anzeichen fiir eine groere strukturelle Vielfalt an Konformationen. Schon Heppell et
al. [60] konnten in ihrer FRET-Studie mit der Aptamerdoméne des SAM-I-Riboschalters
zwei unterschiedliche Aptamerstrukturen identifizieren. Im Folgenden werden daher die
Subkonformationen dieses Zustandes als Ty (P1g/AptY) und T;(P1g/Apt") bezeichnet.
Dabei steht der Zusatz AptVY fiir eine leicht geoffnete, ungefaltete Aptamerdomine und
der Zusatz Apt" fiir eine kompaktere und geschlossene Aptamerdomiine.

Um nun eine konsistente Beschreibung fiir alle Konstrukte zu erlangen, muss das Fiinf-
Zustandsmodell in gleicher Weise auf alle Histogramme iibertragbar sein. Zum einen be-
stimmt sich der globale Fit aus der Population eines Zustandes, also der Fliche unterhalb
der GauB3-Verteilung, zum anderen aus den Mittelwerten der Gau3-Verteilung, die der ge-
mittelten FRET-Effizienz (E) entspricht. Diese FRET-Effizienz beschreibt den Abstand
der Farbstoffmolekiile und wird jeweils einem Faltungszustand zugeordnet. Der globale
Fit wurde mit einem selbst geschriebenen Matlab-Skript (MathWorks) durchgefiihrt und
setzte sich wie folgt zusammen:

* Kern der Fit-Prozedur ist die Optimierung der Hill-Parameter als differentieller
Bindungskoeffizient, welche das Verhalten der Populationsanteile der Zustdnde in
Abhingigkeit der Magnesiumionenkonzentration bestimmten. Als Startparameter
wurden die aus Kapitel 4.4 geschitzten Ubergangsmittelwerte der Hill-Funktionen
mit den dazugehorigen Startwerten gewihlt. Die Startwerte X;(0) bestimmten sich
aus der anteiligen Population bei [Mg”] = 0 mM sowie dem Differenzwert AX;
zur gesiittigten Population bei hohen Ionenkonzentrationen von [Mg*"] > 100 mM.
Zur Berechnung der anteiligen Population der i Zustdnde eines Konstrukts wurde
Gl.[d.3|herangezogen. Der differentieller Bindungskoeffizient AT, wurde A’y =
1 gesetzt, da fiir Magnesiumionen keine kooperative Bindung an den SAM-I-RS
angenommen wurde.

* Fiir jede Pufferbedingung wurde ein Fiinf-Zustandsmodell aus fiinf GauB3-Funktio-
nen erstellt. Die Startwerte der Peak-Positionen der Zustinde T,(Ply), AT; und
AT, bestimmten sich aus den Werten der vorangegangenen Fits (sieche Kapitel
4.4.1, 4.4.2| und |4.4.6). Durch die Ionenstirke der Mg”*-Ionen, erfahren RNS-
Molekiile bei steigenden Mg?+-Konzentrationen eine strukturelle Verdichtung. Die-
se Verschiebung der Mittelwerte der FRET-Effizienzen kann ebenso durch eine
Hill-Funktion genédhert werden [[148].

* Beim Festlegen der Mittelwerte fiir die beiden Subzustinde des aufgeteilten Zu-
stands T} (P1g) wurden die magnesiumionenabhingigen Veridnderungen der Histo-
gramme miteinander verglichen. In Abwesenheit von Magnesiumionen konnte fest-
gestellt werden, dass die rechte Flanke der dominanten Population aller Konstrukte
bei niedrigen FRET-Effizienzen weniger stark abfillt als die linke Flanke. Somit
wurden an diesen Stellen der linken und rechten Flanke die Positionen des vierten
und fiinften Zustandes vermutet.
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4.5 Globaler Fit mit dem Fiinf-Zustandsmodell

* Die Breiten der GauB3-Verteilungen eines Zustandes sind unabhingig von den in
dieser Arbeit verwendeten Pufferbedingungen. Daher wurden die Breiten einzel-
ner Zustdnde wenn moglich aus Bedingungen bestimmt, welche klar abgetrennte
Verteilungen aufzeigen. Diese wurden als Startparameter gewihlt, wobei dem Fit-
Algorithmus eine Breitenvariation der Gau3-Verteilungen von 5 % gewihrt wurde.

* SchlieBlich wurden aus den anteiligen Populationen die Mittelwerte und die Breiten
der GauB-Funktionen fiir jeden Zustand, abhingig von dessen Mg”*-Konzentra-
tion fiir jedes Konstrukt, entnommen. Diese Funktionen wurden der Methode der
kleinsten Quadrate tibergeben und bis zur Konvergenz der Hill-Parameter optimiert.

Das Ergebnis fiir jedes Konstrukt ist in Abb.4.5.1]zu sehen. Die einzelnen Zustande lassen
sich wie folgt zuordnen: T (AptY) — dunkelgriin, T{(Apt") — hellgriin, T, — blau, AT} —
rot und AT, — orange. Die durch den globalen Fit optimierten Ubergangsmittelpunktwerte
[Mgzﬂ 0.5 sind in Tab. 4.7 zusammengefasst. Gleichfalls finden sich dort die Ergebnisse
der Mittelwerte der GauB-Funktionen und die daraus berechneten Farbstoffabstinde fiir
niedrige ([Mgzﬂ < 0,1 mM) und hohe ([Mgzﬂ > 20 mM) Magnesiumionenkonzentra-
tionen. Die Halbwertsbreiten (FWHM) der einzelnen Funktionen, die fiir den globalen Fit
angesetzt wurden, sind ebenso in Tab. aufgefiihrt.

Das Fiinfzustandsmodell zeigt nur leichte Modifizierungen des Vierzustandsmodells. So
finden sich fiir die Zustéinde T, (P1y) — blau, AT — rot und AT, — orange) vergleichbare
Positionen der FRET-Effizienzmittelwerte (siche Tab. 4.5.2). Damit kann dem Zustand
T,(Ply), wie schon im Vierzustandsmodell argumentiert, wieder eine Molekiilstruktur
zugeordnet werden, die einer Terminatorstruktur mit offener P1-Helix entspricht. Die Mo-
dellierung moglicher Molekiilstrukturen des Zustandes T, (P1y) mit Hilfe der strukturba-
sierten Abstandsabschitzungen (siche Abb.[d.4.4]e fiir das Konstrukt RSaa, Abb.[4.4.5|c
fiir das Konstrukt RSga; und Abb. d fiir das Konstrukt RSg»2) bestirken, dass zu
den gemessenen FRET-Effizienzen entsprechende Strukturen gefunden wurden. Im Fall
des Konstruktes RSgs, bekommt man die groften Abstinde zwischen Terminatorhelix
und dem 5’-Ende des RNS-Stranges mit Abstinden R > 80 A bei einer gedffneten P1-
Helix. Beim Konstrukt RSaa sorgt eine offene P1-Helix fiir ebenso grofe Abstinde zwi-
schen beiden Fluoreszenzmarkern im Bereich R ~ 80 A. Aus den Histogrammdaten des
Konstrukts RSga, miisste basierend auf dem Vierzustandsmodell der Zustand T, (Ply)
einer Population hoher FRET-Effizienz (E) = 0,76 zugewiesen werden, unabhingig von
der Tonenkonzentration. (E) = 0,76 entspricht jedoch einem viel kleineren Abstand von
R ~ 44 A als aus den strukturellen Abschitzungen errechnet wurde. Zwar konnte die offe-
ne P1-Helix beim Konstrukt RSga, auch zu gro3en Abstinden zwischen dem Donormar-
ker am Terminator und dem Akzeptormarker an der P4-Helix fiihren, jedoch liegt es nahe,
dass der flexible Einzelstrang eine durch Ionen induzierte Anlagerung der Terminatorhe-
lix an die Aptamerstruktur erméglicht [195]]. Auch die Uberlagerungen der Populations-
anteile der Zustinde T, (P1y) und AT, bei den Histogrammen des Konstrukts RSaa mit
Mittelwerten von jeweils (E) = 0,08 und (E) = 0,09 der FRET-Effizienzen zeigen eine
gute Ubereinstimmung dieser konstant bleibenden Subpopulation. Das Zusammenfallen
dieser beiden Populationen beim Konstrukt RSaa kann durch eine dhnliche Struktur der
P1-Helix erkldrt werden: Durch die Antiterminatorstruktur des Zustandes AT, wird eine
vollstindige Ausbildung einer P1-Helix verhindert (siche Abb. e), folglich besitzt
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Abbildung 4.5.1: Globaler Fit der drei FRET-Konstrukte in Abhingigkeit ih-
rer Mg“-Konzentration. Einzelmolekiil-FRET-Histogramme der Konstrukte RSga1,
RSEga> und RS pp fiir unterschiedliche Mg2+ -Konzentrationen. Die Linien stellen das bes-
te Fit-Modell mit tiinf GauB3-Verteilungen dar. Die einzelnen Zustinde lassen sich wie
folgt zuordnen: T1(AptY) — dunkelgriin, T{(Apt") — hellgriin, T, — blau, AT| — rot und
AT, — orange. Die Summen der GauB- Verteilungen sind als schwarz gestrichelte Linien
dargestellt.

der Zustand AT, eine Konformation mit zumindest teilweise gedffneter P1-Helix. Die
Sequenzen A13 — C15 und G118 — U120 konnen trotzdem eine teilweise geschlossene
P1-Helix (P1’-Helix, siche Abb. {.1.1) bilden, welche sich koaxial zur AT-Helix orien-
tiert. Bei ndherer Betrachtung der Einzelstrangsequenzen der P1- und der Antitermina-
torhelix ist es ebenso denkbar, dass die Sequenzen U9 — U12 sowie A158 — A161 eine
geschlossene P1-Helix ausbilden (P17-Helix, siche Abb. d.1.1). Die berechneten Werte
der Abstandsabschitzungen (Abb.[d.4.4/f fiir das Konstrukt RSx4, Abb.[4.4.6)d, e fiir das
Konstrukt RSga; und Abb. 4.4.8]d, e fiir das Konstrukt RSga») fiir den Zustand AT sind
bei jedem Konstrukt vergleichbar mit den FRET-Effizienzwerten.

Die hohen FRET-Effizienzwerte des Zustandes AT; im Bereich von (E) = 0,72 — 0,82
beim Konstrukt RSgaj, (E) = 0,77 — 0,85 beim Konstrukt RSga» und (E) = 0,33 — 0,59
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4.5 Globaler Fit mit dem Fiinf-Zustandsmodell

beim Konstrukt RS s deuten erneut auf eine Antiterminatorstruktur mit einer Helixkreu-
zung, bestehend aus P1’-, P1”- und AT-Helix, hin. Die Abstandsabschitzungen fiir alle
drei Konstrukte (Abb. 4.4.4] d fiir das Konstrukt RSaa, Abb. 4.4.6] b, ¢ fiir das Kon-
strukt RSga 1, und Abb. 4.4.8 b, c fiir das Konstrukt RSga7) belegen die jeweils kompak-
teste Konformation des SAM-I-Riboschalters und skalieren mit den gemessenen FRET-
Effizienzen (siehe Tab. 4.7).

Tabelle 4.7: Parameter der globalen Fit-Prozedur mit fiinf Gauf3-Funktionen,
unterteilt nach den drei Konstrukten und ihren fiinf Zustinden. Die mittleren
FRET-Effizienzwerte (E) und die daraus berechneten Farbstoffabstinde R gy sind fiir
[Mgzﬂ < 0,1 mM und [Mg”] > 20 mM angegeben. Die Halbwertsbreiten der Gaul3-
Verteilungen sind in der Spalte FWHM gegeben. Die Ubergangsmittelpunktwerte der
Hill-Funktion beziiglich der anteiligen Populationen sind in [Mg*"] 0.5 cingetragen.

Zustand [Mg*"] <0,1mM [Mg*"] > 20mM
(E) Ry I A (E) R /A Mgt o FWHM
RSga1
Tl(PlF/Ath) 0,234+0,01 65 0,374+0,01 58 541 0,1940,03
0,3740,02 58  0,5040,03 53 1243 0,17+0,03
T, 0,114+0,01 75 0,17+£0,04 69 74 0,16+0,03
AT, 0,724+0,01 45 0,82+0,01 41 6t1 0,22+0,02
0,5140,02 53  0,59+0,03 50 945 0,22+0,04
RSga2
Ty (Plp/AptY) 0,17+£0,02 69  0,26+0,02 63 541 0,17+0,01
0,4040,02 57  0,4540,02 55 1243 0,20+0,05
T, 0,76+0,02 44 0,77+0,03 43 7+4 0,20%+0,03
AT, 0,77+0,02 43 0,85+0,02 40 6+1 0,214+0,03
0,60+0,02 49  0,6140,02 49 945 0,2340,04
T, (P1p/AptY) 0,30+£0,01 61  0,4140,01 56 541 0,16+0,02
0,5040,03 53  0,724+0,05 45 1243 0,1940,05
T, 0,0840,01 80  0,0840,04 79 74+4  0,204+0,05
ATq 0,33+0,01 59 0,59+0,01 50 6+1 0,174£0,01
0,094+0,03 78 0,13+0,05 72 9+5 0,21+£0,05

Daraus abgeleitet erweist sich die Aufspaltung des Zustandes T;(P1g) aus dem Vierzu-
standsmodell des Konstrukts RSg4 in die Zustéinde T (P1g/AptY) und T; (P1g/Apth) als
mogliches strukturelles Modell. Wie schon in Kapitel [4.4] argumentiert, kann im Vierzu-
standsmodell die starke Verschiebung der FRET-Effizienzwerte (E) der Gau3-Verteilung-
en der einzelnen Zusténde bei steigender Mg“—Konzentration darauf hindeuten, dass sich
eine weitere Aufspaltung der Zustidnde anbieten wiirde. Im Fiinf-Zustandsmodell erkennt
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4 Ergebnisse und Diskussion

man nur noch eine leichte strukturelle Verdichtung, die der erhéhten ionischen Kraft zu-
zuordnen ist. Dies untermauert, dass ein Fiinf-Zustandsmodell eine bessere globale Dar-
stellung aller drei Konstrukte beschreibt. Die Aufspaltung des Zustandes T (P1g), welche
zunéchst aus den Daten fiir das Konstrukt RSga» vermutet wurde, ldsst sich auch auf die
Histogramme des Konstrukts RS iibertragen. Bei den Konstrukten RSgs; und RSga»
lassen sich die beiden Subzustinde von T,(P1y) problemlos in zwei benachbarte Subpo-
pulationen aufspalten. Beide Subpopulationen weisen eine leichte strukturelle Kompak-
tierung bei Erhohung der Magnesiumionenkonzentration auf, welche jeweils geringer ist
als der Positionsdrift, beobachtet fiir To(Ply) im Vierzustandsmodell. Beim Konstrukt
RSp driftet der Zustand Ty (P1g/Apt") jedoch stirker in Abhiingigkeit von der Magne-
siumionenkonzentration. Die Beobachtung, dass gerade beim Konstrukt RSaa, welches
die reine Faltung der Aptamerdomine wiedergibt, eine besonders ausgeprigte Mittel-
wertverschiebung auftritt, deutet auf eine strukturelle Verdichtung der Aptamerdoméne
hin. Folglich unterscheiden sich die Subpopulationen T{(P1g/AptY) und T;(P1g/Apt")
durch eine jeweils gedffnete bzw. geschlossene Aptamerstruktur. Es wurde davon aus-
gegangen, dass eine geschlossene Aptamerstruktur auch bei den Konstrukten RSga; und
RSga2 zu einer Verkleinerung der Abstidnde der Fluoreszenzmarker fiihrt. Daher kann der
Zustand Ty (P1g/Apt") der Subpopulation mit hoheren FRET-Effizienzmittelwerten zu-
geordnet werden.

Die optimierten Hill-Funktionen des globalen Fits fiir das Fiinfzustandsmodell sind in
Abb.[d.5.2]geplottet. Die anteiligen Populationen des globalen Fits weisen auf einen Aus-
tausch zwischen T,(P1y) und AT, hin, da sich dhnliche Ubergangsmittelpunktwerte bei
Ionenkonzentrationen von jeweils [Mg?" | 05 = (7+4)mMund [Mg>*] 05 = (9+£5)mM
ergeben. Wie schon im Vierzustandsmodell beobachtet wurde, zeigen die beiden Popula-
tionen Ty (P1y), hier mit T; (P1g/AptY) und T;(P1g/Apth), einen Austausch der Popula-
tionsanteile von AT bei [Mg2+] 075—Werten der Hill-Funktion von jeweils

[Mg?*] 5= (5+1)mM, [Mg**] 5= (12£3)mMund [Mg**] ;= (6=1)mM.

4.6 Triangulierung zur Lokalisierung der
Expressionsplattform

Mit den erhaltenen FRET-Effizienzwerten mehrerer Konstrukte kann nun versucht wer-
den, eine Abschitzung zu treffen, wie die Expressionsplattform gegeniiber dem Aptamer
angeordnet ist. Zur Charakterisierung der Strukturen von Biomolekiilen eignen sich mit-
tels Rontgenkristallographie gemessene 3D-Informationen. Bislang konnte jedoch nur die
Kristallstruktur der Aptamerdoméne gemessen werden [56]]. Die hohe Flexibilitdt des
kompletten SAM-I-Riboschalters verhindert vermutlich die Herstellung eines Kristalls
mit ausreichend hoher Qualitdt. Dadurch weifl man nicht, wo sich die Expressionsplatt-
form des SAM-I-Riboschalters aufhélt. Jedoch konnen bestehende Puzzleteile aus Kris-
tallstrukturdaten und Einzelmolekiil-FRET-Daten zusammengesetzt werden, um ein bes-
seres Verstiandnis liber die komplexen Strukturen von Biomolekiilen zu erlangen [[196].

In Abb. 4.6.1] wird eine Abschitzung des Aufenthaltsortes der Expressionsplattform,
im speziellen Fall der ausgebildeten T-Konformation, gegeniiber der Aptamerdomiine
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Abbildung 4.5.2: Ergebnisse des globalen Fiinf-Zustandsmodells. Gezeigt sind die
Populationsanteile der GauB-Funktionen des globalen Fits. Die Farben der Linien ent-
sprechen wie schon in Abb. den einzelnen Zustinden: T (P1g/AptY) — dunkelgriin,
T (P1g/Apt") — hellgriin, To(P1y) — blau, AT} — rot und AT, — orange. Die Symbole der
Datenpunkte sind den Konstrukten zugeordnet: Raute — RSga1, Rechteck — RSga2 und
Kreis — RS AA-

gezeigt. Dabei wurde wie folgt vorgegangen: Ausgangspunkt sind die Mittelwerte der
FRET-Effizienzen des Zustandes T (P1p/Aptr) der Konstrukte RSga; und RSga», die
aus den Fits des Fiinf-Zustandsmodells entnommen wurden. In Abb. [4.6.1] a sind die
beiden Populationen der Konstrukte RSga; und RSga, des Zustands T (P1g/Aptg) bei
einer Magnesiumionenkonzentration von 3,1 mM in griin hervorgehoben. Die globale Fit-
Prozedur ist in Kapitel 4.5| beschrieben. Der Zustand T, (P1g/Aptg) besitzt vermutlich
eine geschlossene P1-Helix und eine gefaltete Aptamerstruktur. Somit ist diese Struk-
tur dhnlich zur ligandengebundenen Kristallstruktur, welche durch Lu et al. [56] (PDB
ID: 4KQY) mit Rontgenbeugungsexperimenten vermessen wurde. Lu et al. [56] fiihrte
den Kristallisationsprozess mit [Mg”} = 5 mM durch. In dieser Arbeit konnten die Ab-
stinde der Fluoreszenzmarker des Zustands T; (P1g/Aptp) der Konstrukte RSga; und
RSga» bei einer Konzentration von [Mg2+] = 5 mM aus den Hill-Funktionen der Zu-
standspopulationen des globalen Fits (Abb. 4.5.2) entnommen werden. Nach Gl. 2.52]
konnten dann die Abstidnde der Fluoreszenzmarker zueinander aus den FRET-Effizienzen
berechnet werden. Fiir beide Konstrukte erhilt man einen Abstand von 56 A. Da eine
dreidimensionale Faltung des Molekiils angenommen wird, miissen Kugelschalen dieser
Abstinde berechnet werden, um alle moglichen Aufenthaltsorte abzudecken. Die Radi-
en der Kugelschalen bestimmen sich aus den (E)-Werten des Zustandes T (P1g/Aptg)
fiir das jeweilige Konstrukt als jeweils 56 A. Die Breiten der Kugelschalen bestimmen
sich aus der Messunsicherheit der (E)-Werte, die sich aus den Breiten der Normalver-
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4 Ergebnisse und Diskussion

teilungen des globalen Fits bestimmen. Da die Konstrukte RSga; und RSga» beziiglich
ihrer FRET-Paare die gleiche Donorposition (U;sp) in der Expressionsplattform teilen, je-
doch tiber unterschiedliche Akzeptorpositionen in der Aptamerdoméne verfiigen (Ug und
Uj12), konnten dann aus den beiden Abstidnden beziiglich eines selbst gesetzten Fixpunk-
tes bei Ujso Schnittstellen der Kugelschalen berechnet werden. In Abb. 4.6.1] ¢ sind die
Radien als griine Linien eingezeichnet und die Breiten der Kugelschalen als transparenter,
griinlicher Ring skizziert. Aus dem Schnitt der Kugelschalen ergibt sich ein Schnittvolu-
men, welches die wahrscheinlichen Aufenthaltsorte des Donorfarbstoffes, befestigt an der
Expressionsplattform, ergibt. Um die Triangulation durchzufiihren, wurde angenommen,
dass im Zustand T (P1g/Aptp) die P1-Helix geschlossen ist und die Expressionsplatt-
form eine geschlossene Terminatorhelix einnimmt. Daraus ergibt sich fiir den Abstand
zwischen dem U;sp-Nukleotid und dem A1,5-Nukleotid eine weitere Einschrankung: Der
Abstand zwischen Cj,s und Cj4 kann als wurmartige Kette (siehe G1.[2.23)) genihert wer-
den. Das verbleibende Stiick zwischen Cj4; und Cj5 ist Teil der T-Helix und wird daher
durch GI. berechnet (siche Abb. b). Zur Berechnung der Abstinde wurde die
empirisch bestimmte Konturldnge eines einzelnen Nukleotids von /. = 6,3 A herange-
zogen [189]. Die Persistenzldnge [, ist abhingig von der Magnesiumionenkonzentration
und nimmt fiir Konzentrationen von [Mg”*"| > 4 mM eine Linge von 10 A ein [[190]. Die
charakteristischen Werte zur Berechnung der Helix entsprechen einer A-DNS und kdnnen
der Tab. 2.1 entnommen werden. Die Lange der Verbindungsmolekiile zwischen Fluores-
zenzfarbstoff und RNS, dem sogenannten Linker, kann ebenso mit Hilfe der Gaul3kette
berechnet werden und bestimmt sich zu I ke = 8,6 A. Fiir die Farbstoffmolekiile am
Ende eines solch langen und flexiblen Linkers kann man annehmen, dass sie sich frei
bewegen konnen. Die Farbstoffmolekiile werden in ihrer Bewegung rdumlich durch die
RNS-Helix eingeschrinkt, an welcher der Linker befestigt ist. Daher konnen sie sich nur
innerhalb einer Halbkugel frei bewegen. Wie aus vorangehenden Untersuchungen eines
solchen Linker-Farbstoffpaares hervorgeht, orientieren sich die Farbstoffmolekiile auf der
Submillisekundenskala um, sodass man davon ausgehen kann, dass keine Anisotropie der
Farbstoffmolekiile vorliegt [[148./197]].

Fiir die Aptamerdomine im gefalteten Zustand wurde die Kristallstruktur in seiner ligan-
dengebundenen Form verwendet (PDB ID: 4KQY [56]]). Somit geht aus der Berechnung
der wurmartigen Kette zwischen Cj,5 und Cy4; ein Abstand von 48 A und aus der Berech-
nung des Helixstiicks zwischen Cy4; und Cy5¢ ein Abstand von 29 A in die Abschitzung
ein. Die beiden GroBen flieBen in der Triangulation zusammen ebenso als Kugelscha-
le ein, welche in Abb. d4.6.1] ¢ in rot gezeigt ist. Die breite rotliche Fliche bestimmt sich
durch das steife Helixstiick und der Radius (dunkelrote Linie) aus der Linge der flexiblen,
wurmartigen Kette. Dabei wurde die Moglichkeit einer Molekiilstruktur mit offener P1-
Helix sowie offener AT-Helix ausgeschlossen, denn bei einer solchen Struktur existierte
kein Schnittvolumen der Kugelschalen, gebildet aus den FRET-Effizienzen von RSga 1,
RSEga2 und den berechneten Abstidnden eines Einzelstrangs der Expressionsplattform (of-
fene AT-Helix ab dem 126. Nukleotid). Ebenso kann man ausschlief3en, dass die T-Helix
auf die flexible RNS-Einzelstrangsequenz zuriickfaltet, da sonst Abstinde kleiner 48 A
auftreten miissten. Da nur die 3D-Kristallstruktur des Aptamers existiert, wurde mit Hilfe
der Simulationssoftware ,,MacroMoleculeBuilder* (MMB, SimTK, National Institutes of
Health (NIH)) eine T-Struktur modelliert, um diese Abschidtzung weiter zu detaillieren.
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Abbildung 4.6.1: Triangulierung moglicher Positionen der Terminatorstruktur. (a)
Einzelmolekiil-FRET-Effizienz-Histogramme von RSga; und RSga» bei einer Mg2+-
Konzentration von 5 mM. Die farbigen Linien entsprechen den Ergebnissen aus der glo-
balen Fit-Prozedur. Die griinen Flidchen der GauB3- Verteilungen sind in beiden Histogram-
men jeweils dem Zustand T (PlF / AptF) zugeordnet. (b) Schematische Darstellung der
modellierten T-Struktur. Hier wird angenommen, dass die T- sowie die P1-Helix ausge-
bildet sind. Ebenso eingezeichnet sind die berechneten Abstinde zwischen den Enden der
PI1-Helix (links) und der T-Helix (mit einem mittleren Abstand von 48 A) sowie zwischen
dem Ende der T-Helix und der Linkerposition des Akzeptorfarbstotfes (29 A). (c) Ab-
schiitzung moglicher Positionen des Donormolekiils aus der Kristallstruktur des gefalteten
Aptamers. Die Sichtebene ist definiert durch die Donor- und Akzeptorlabelposition (Ug
und Uy ;) sowie durch das Ende der P1-Helix (Uy;s), festgelegt durch das 3D-Programm
fiir Molekiilstrukturen VMD (Version 1.9.3, University of Illinois of Urbana-Champaign,
Urbana, IL). Die griinen Kreise entsprechen den D-A-Abstinden, bestimmt durch die
Hill-Funktionen des globalen Fits mit jeweils 56 A fiir die Konstrukte RSgA; und RSgan.
Die gestrichelte Kreislinie entspricht der Schnittebene der einzelnen Kreisringe. Der rote
Ring mit einem Radius von 48 A (schwarzer Pfeil) zeigt den Kugelschnitt der mittleren
Abstéinde um das C3’-Atom des Nukleotids A125 und das Ende der P1-Helix. Der Ku-
gelschnitt zeigt daher die gemittelten Abstinde des T-Helix-Endes. Der aufaddierte Ring
mit einer Dicke von 29 A deckt alle zusiitzlichen Abstandsvariationen ab, welche durch
das Teilstiick zwischen T-Helix-Ende und Donor entstehen.

Der Software wurde die RNS-Sequenz der Expressionsplattform iibergeben. Weiterhin
wurde der Software vorgegeben, welche WC-Basenpaare eine Helix bilden und wel-
che Nukleotide ungebunden als Einzelstrang vorliegen. Somit konnte ein 3D-Modell ei-
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ner Terminatorstruktur erstellt werden. Mit Hilfe der 3D-Modellierungssoftware Blender
(Version 2.78) wurde dann die gemessene Kristallstruktur und die simulierte Expressions-
plattform zusammengefiigt. Schlieflich wurden alle Kugelschnitte berechnet, diese sind
in Abb.[4.6.2] als griiner Torus gezeigt. Der fehlende Teil des griinen Torus ergibt sich aus
einem Kegelschnitt, welcher alle Aufenthaltsorte des Torus wegschneidet, die nicht durch
die T-Helix erreicht werden konnen, da sie im Schatten der P2-Helix liegen und daher
nicht von der Expressionsplattform im T-Zustand erreicht werden konnen.

Durch die Triangulation konnte kein besonders stark eingeschréanktes Aufenthaltsvolumen
berechnet werden. Ein Hinweis auf den Aufenthaltsort der T-Helix findet sich bei der Be-
trachtung des Konstrukts RSga». Der Abstand von 56 A zwischen Donor und Akzeptor
des Zustands T, ldsst vermuten, dass sich die T-Helix in der Nihe der P4-Helix aufhal-
ten muss. In Abb. 4.6.2] sicht man, dass die T-Helix parallel zur P4-Helix ausgerichtet
ist. Eine solche Struktur wire durch die Stabilisierung von Magnesiumionen der beiden
sich gegeniiberliegenden, negativ geladenen RNS-Riickgrate denkbar. Um diese struk-
turelle Abschidtzung zu untermauern, miissten zusitzlich 3D-Simulationen mit integrier-
ten Fluoreszenzmarkern durchgefiihrt werden. Ebenso sind Untersuchungen mit weiteren
FRET-Konstrukten notig, um neue Einschrinkungen zu erhalten. Besonders aufschluss-
reich wiaren Vermessungen hochwertiger, stabiler Riboschalterkristalle des vollstdndigen
SAM-I-Riboschalters. Dies ist derzeit nur mit erheblichem Aufwand umsetzbar.

s

Abbildung 4.6.2: 3D-Triangulierung moglicher Positionen der Terminatorstruktur.
Gezeigt ist die Kristallstruktur, ergédnzt um eine simulierte Expressionsplattform in der T-
Struktur. Der griin, leuchtende Stern markiert die Donorposition. Die griine torusférmige
Struktur ist das simulierte Schnittvolumen der drei ,,Abstandskugeln®. Der Ring zeigt
alle Aufenthaltsorte, die laut dieser Arbeit fiir den Donormarker am Terminator in Frage
kommen.
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4.6.1 Diskussion

In dieser ersten Einzelmolekiil-FRET-Studie eines vollstandigen SAM-I-Riboschaltermo-
lekiils konnten sowohl iiber einen groflen Bereich von Magnesiumionen- als auch Ligan-
denkonzentrationen komplexe FRET-Histogramme im thermischen Gleichgewicht beob-
achtet werden. Die Auswertung der aus den Messdaten erstellten Histogramme ist jedoch
in der Zustandsunterscheidung limitiert, wenn mehr als drei Zusténde existieren. Die Er-
gebnisse konnten erst aufgedeckt werden, indem zusitzliche Messungen an immobili-
sierten Molekiilen in An- und Abwesenheit des Liganden SAM durchgefiihrt und einer
HMM-Analyse unterzogen wurden [[140]], welche die Faltungskinetik zwischen den Zu-
standen ermittelte. Somit konnten zunéchst vier Faltungszustinde aufgedeckt werden. Der
Vergleich der Energielandschaften von ligandengebundenen und ligandenfreien Zustin-
den und deren Dynamik zeigten nur kleinere Unterschiede: Beide AT-Zustinde werden
durch Bindung des Liganden SAM zu hoheren Energien verschoben (sieche Abb. b,
¢). Interessant dabei ist, dass der T,-Zustand, unabhingig davon, ob SAM gebunden ist
oder nicht, am stabilsten ist.

Das Ergebnis zeigt, dass nur kleinere Faltungsidnderungen notig sind, damit der SAM-
I-Riboschalter als regulatorisches Element bei der DNS-Transkription wirken kann. Die
beobachteten kleinen, strukturellen Anderungen des SAM-I-Riboschalters, welche die re-
gulierende Wirkung ermdglicht, unterstiitzt die Annahme von Baird et al. [[198]], dass die
regulierende Funktion nicht wie beim Umlegen eines Schalters, sondern eher wie beim
Verstellen eines Dimmers zustande kommt. Qualitativ dhnliche Ergebnisse beziiglich ei-
nes FMN-Riboschalters zeigen, dass durch das Binden des Liganden (FMN) nur begrenz-
te strukturelle Anderungen auftreten [199).

Die strukturelle Energielandschaft des SAM-I-Riboschalters wird stark durch die diva-
lenten Mg?*-Kationen beeinflusst. Die Bindung des Liganden SAM ruft zusitzliche ter-
tisre Anderungen hervor, welche das Aptamer, im Speziellen die Bindungsstellen der
P1-Helix, stabilisieren. Kiirzlich konnten durch Einzelmolekiil-FRET-Experimente mit
einem viel kleineren preQ;-Riboschalter [197] mechanistische Details aufgedeckt wer-
den, die zeigen, wie Mgt und spezifische Liganden die Energielandschaft formen und
im Einklang mit den hier gezeigten Daten sind (siche Abb. . Bei niedrigen Mg>*-
Konzentrationen wurde eine offene, schnell fluktuierende Riboschalterstruktur nachge-
wiesen. SAM kann an diese Riboschalterstrukturen binden und stabilisiert darauthin sol-
che Strukturen, welche Wasserstoffbriickenbindungen mit dem gebundenen SAM einge-
hen (,,faltungseinleitendes Konzept“, engl. induced-fit model). Bei hohen Mg?*-Konzen-
trationen wird also durch die Anlagerung der Mg?*-Kationen an das RNS-Molekiil die
Riboschalterstruktur kompakter und stabiler. Viele Sekundérstrukturen von T und AT bil-
den eine Koexistenz, wohingegen SAM bevorzugt an die Gruppe von Konformationen
bindet, die schon einen bindungsihnlichen Zustand, zum Beispiel aufeinander gestapelte
P1- und P4-Helices, eingenommen haben (,,strukturbasierte Auswahl®, engl. conforma-
tional selection).

Im Millimolarbereich von Mg?*-Ionen in Abwesenheit von SAM ist die T-Konformati-
on vorherrschend, obwohl dennoch AT-Zustinde existieren. Ebenso beobachtet man Zu-
standsiiberginge zwischen T und AT (sieche Abb. 4.4.1| 4.4.2| und 4.4.11), deren Uber-
gangszeiten im charakteristischen Sekundenbereich liegen. Da Riboschalter, welche auf
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transkriptioneller Ebene als Regulatoren fungieren, die Anwesenheit von Liganden wih-
rend der Transkription detektieren und daran binden, konnten nicht nur den thermodyna-
mischen Eigenschaften eine wichtige biologische Funktion zukommen, sondern auch die
Faltungsdynamik eine tragende Rolle spielen. Die RNS-Polymerase erstellt ein Transkript
mit einer Geschwindigkeit von 40 bis 90 Nukleotiden pro Sekunde, das jedoch auch durch
das Auslesen von Stopp-Sequenzen beeinflusst sein kann. Es existiert also nur ein kurz-
es Zeitfenster wihrend der Transkription des Riboschalters, in dem er als RNS-Schalter
wirken kann [200].

Bislang wurde stets argumentiert, dass die Faltung in die AT-Konformation bevorzugt ge-
schieht, da die Formation von sich naheliegenden Nukleotiden zu Watson-Crick-Basen-
paaren wahrscheinlicher ist als die Bildung von solchen, welche sequenziell weit ausein-
ander liegen [48,|68,201]]. Die T-Struktur-stabilisierenden Nukleotide des SAM-I-Ribo-
schalters werden erst ab Asg produziert (siche Abb[3.3.1). Zu diesem Zeitpunkt hat sich
die AT-Helix (Ajz; — Uyse) bereits ausgebildet. Damit kann das Argument, dass die AT-
Struktur wahrend der mRNS-Transkription bevorzugt eingenommen wird, bestirkt wer-
den. Die durchgefiihrten Messungen zeigen, dass Zustandsiiberginge zwischen AT und
T in Abwesenheit des Liganden im Sekundenbereich liegen. Das bedeutet, dass sich der
Riboschalter wihrend der Transkription im AT-Zustand also im ,,AN*“-Zustand befinden
muss. Bindet SAM schon im frithen Transkriptionsstadium, erhdht sich die Wahrschein-
lichkeit, dass die Expressionsplattform in die T-Konformation faltet. Sollte sich zunéchst
eine AT-Struktur ausbilden, wire durch die stark beschleunigte Faltungsdynamik (im Be-
reich von Millisekunden) in Anwesenheit von Liganden ein Wechsel zu T immer noch
schnell genug, damit der RS den ,,AUS*“-Zustand einnehmen kann. Daher scheint beim
SAM-I-Riboschalter die Beschleunigung der gesamten Faltungsdynamik in Anwesenheit
des Liganden eine biologische Schliisselfunktion zu sein.

Durch die Einbeziehung des weiteren Konstrukts RSga», das wie RSga; seinen Donor-
marker an der Expressionsplattform hat, jedoch eine unterschiedliche Position des Ak-
zeptormarkers (P4-Helix, U112) aufweist, konnten innerhalb der T1-Struktur zwei Sub-
zusténde aufgeldst werden: Ty (AptY) und Ty (AptF). Diese iiberlappen in den anderen
beiden Konstrukten RSaa und RSga; stark. Mit strukturbasierten Abstandsberechnun-
gen konnte die Aufspaltung in zwei Subzustinde dadurch erkliart werden, dass die T-
Konformation sowohl mit einem gedffneten Aptamer T} (Ath) als auch mit einem gefal-
teten Aptamer T (AptF) existiert. Mit diesem erweiterten Fiinf-Zustandsmodell konnte
schlieBlich erfolgreich ein konsistenter globaler Fit gefunden werden, der die magnesi-
umabhingige Faltung aller Konstrukte erklirt.

Durch die gleiche Donorposition der beiden Konstrukte RSga; und RSga» konnte eine
Triangulierung angesetzt werden, die eine Modellierung der Gesamtstruktur erlaubt. Die
Triangulierung deckte einen torusformigen Bereich auf, der die moglichen Aufenthaltsor-
te der T-Struktur einschridnkte. Um zusitzliche Eingrenzungen beziiglich der moglichen
Aufenthaltsorte machen zu konnen, miissten weitere FRET-Konstrukte synthetisiert und
untersucht werden.
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4.7 RS-Faltung unter Einfluss von SAH

Eine der zentralen regulatorischen Fihigkeiten des SAM-I-Riboschalters ist es, den Bo-
tenstoff SAM eindeutig von SAH zu unterscheiden. Dabei sind sich beide Molekiile sehr
dhnlich und unterscheiden sich lediglich durch eine zusitzliche Methylgruppe am Schwe-
felatom von SAM, welche zu einer positiven Nettoladung des Schwefels fiihrt. Trotz die-
ses geringen Unterschieds bindet der SAM-Riboschalter SAM mit einer mehr als hun-
dertfach hoheren Affinitit als SAH [38]. Der RS besitzt auBerdem die Fihigkeit, zwi-
schen verwandten Liganden, zum Beispiel Abbauprodukten im zelluldren Stoffwechsel,
zu unterscheiden, um so das Risiko unerwiinschter Fehlregulierung zu mindern [18]]. In
dieser Arbeit wurde ebenso der Einfluss von SAH, dem Abbauprodukt von SAM nach der
Methyltransferase-Reaktion, auf die Faltung zwischen Aptamer und Expressionsplattform
des SAM-I-RS untersucht. Die Unterschiede zwischen den beiden Liganden sind in Abb.
2.2.2] zu sehen. Dazu wurden erneut die Konstrukte RSga; und RSga» genutzt. Die SAH-
Titrationsexperimente wurden zunichst an frei diffundierenden Molekiilen mit Hilfe der
Einzelmolekiil-Burst-Analyse durchgefiihrt, beschrieben in Kapitel[3.4.2] Um die Ergeb-
nisse mit den SAM-Titrationsmessungen vergleichen zu konnen, wurde wie zuvor eine
Konzentration von [Mg”] =20 mM in Standardpuffer gewihlt. Die Histogramme der
Titrationsexperimente, welche die SAH-abhingige Faltung des Konstrukts RSga; zeigen,
sind in Abb.4.7.11a zu sehen.
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Abbildung 4.7.1: SAH-abhiingige Faltung des SAM-I-Riboschalters des RSg1-
Konstrukts. (a) Einzelmolekiil-FRET-Histogramme mit 0, 10 und 100 uM SAH bei
[Mg?"] =20 mM in Standard-RS-Puffer. (b) Schematische Darstellungen der struktu-
rellen Umorientierung als Antwort auf die SAH-Bindung. Die SAH-Bindung induziert
eine leichte Verschiebung der Verteilung hin zu Populationen niedriger FRET-Effizienzen.
Vergleichbar zur Faltung in Abhéingigkeit zu SAM kann dies als Ubergang von AT zu T
interpretiert werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

In Abwesenheit des Liganden erhilt man die typische Populationsverteilung, die schon in
den Magnesiumionentitrationsexperimenten beobachtet wurden (siche Abb. @.1.4). Die
beiden Hauptpopulationen bei (E) = 0,4 und (E) = 0,8 konnen den T- und den AT-
Zustanden zugeordnet werden. Durch Steigerung der SAH-Konzentration nehmen die
Populationen hoherer FRET-Effizienzen ((E) > 0,6), welche den AT-Strukturen zugeord-
net werden, ab. Daraus kann gefolgert werden, dass der Ligand SAH an den Riboschal-
ter bindet. Im Unterschied zur SAM-Titration wird bei SAH erst ab einer 10x hoheren
Ligandenkonzentrationen von 100 uM ein deutlicher Unterschied der Verschiebung der
Populationsanteile hin zu T-Zustidnden sichtbar. Da sich SAH nur in einer fehlenden Me-
thylgruppe und dem damit verbundenen, ladungsneutralen Schwefelatom von SAM unter-
scheidet (sieche Abb. 2.2.2)), kann dennoch von einer Bindung ausgegangen werden. Der
grof3e Unterschied der Ligandenkonzentrationen von SAM und SAH im Bereich von drei
GroBenordnungen zeigt erwartungsgemal, dass SAH im Vergleich zu SAM beim SAM-
I-Riboschalter eine deutlich niedrigere Bindungsaffinitidt besitzen muss. Eine eindeutige
Quantifizierung léasst sich mit dem bisher gefundenen Modell jedoch nicht durchfiihren.
Da selbst ein Fit der SAM-Titrationshistogramme mit acht Populationen nicht moglich
war, kann auch bei den SAH-Histogrammen kein Fit durchgefiihrt werden. Aus vorhe-
rigen Messungen eines SAM-I-Riboschalters des Bacillus subtilis wurde eine 100-fache
Diskriminierung von SAM gegeniiber SAH gemessen. Dort wurde fiir eine Aptamerdo-
miéne, bestehend aus 124 Nukleotiden, ein K; ~ 4 nM fiir SAM und ein K; =~ 400 nM
fiir SAH gemessen [18]]. Eine weitere Untersuchung des SAM-I-Riboschalters des Ther-
mophylus tengcongensis konnte sogar eine 500-fache Diskriminierung zwischen beiden
Liganden feststellen [58]].

Die SAH-abhingige Faltung des Konstrukts RSga» ist in Abb. a geplottet. In Ab-
wesenheit des Liganden erhilt man die typische Populationsverteilung, die schon in den
Magnesiumionentitrationsexperimenten beobachtet wurde (siche Abb. @.1.5)). Durch die
Steigerung der SAH-Konzentration kann kaum eine Verdnderung der Populationsvertei-
lung festgestellt werden. Wie in den vorangehenden Kapiteln diskutiert wurde, ist durch
die Uberlappung von T und AT-Zustinden fiir FRET-Effizienzen (E) > 0,5, selbst in
Anwesenheit von SAM, kaum eine Verschiebung der Populationen beobachtbar. Hinzu
kommt, dass durch die erhohte Mg?*-Konzentration keine komplette Entvolkerung der
AT-Zustéinde erreicht wurde. Zusammengenommen ist es daher nicht verwunderlich, dass
die Titrationsexperimente mit SAH am Konstrukt RSga» dhnliche Histogramme ergeben.
Der Schliissel, der die starke Diskriminierung zwischen SAM und SAH ermdglicht, ist die
elektrostatische Komponente des SAM [[10,55]]. Die positive Nettoladung wird beim SAM
durch die Methylgruppe gebildet, die dem Schwefelatom ein Elektron entzieht [58]]. Folg-
lich geht man davon aus, dass eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen SAM und
RNS fiir die hohere Selektivitit verantwortlich ist. Durch Rontgenbeugungsexperimente
an SAM-I-Riboschalterkristallen konnten mogliche Strukturen gefunden werden, welche
sowohl die Bindung als auch die hohe Selektivitdt von SAM im Aptamer erkldren [47]).
Wie in Abb.[2.2.3|und[2.2.4] zu sehen, sind die Helices P1 und P4, sowie P2 und P3 jeweils
koaxial aufeinander gestapelt. Deren gemeinsames Zentrum bildet eine strukturelle Vier-
wegekreuzung. Die Experimente dieser Arbeit zeigten, dass der Metabolit SAM im Zwi-
schenbereich der beiden parallel verlaufenden P1- und P3-Helices bindet. Dabei ist SAM
so angeordnet, dass sein Adenosylring und der Methioninteil des Liganden per Wasser-
stoffbriickenbindung an einer inneren Schlaufe (C52 — C55 und G85 — C88) der P3-Helix
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Abbildung 4.7.2: SAH-abhéngige Faltung des SAM-I-Riboschalters des RSga»-
Konstrukts. (a) Einzelmolekiil-FRET-Histogramme mit 0, 10 und 100 uM SAH bei
[Mg?"] =20 mM in Standard-RS-Puffer. (b) Schematische Darstellungen der strukturel-
len Umorientierung zwischen AT- und T-Zustand. Beim Konstrukt RSga; ist kaum eine
Verschiebung der Populationsanteile erkennbar.

binden. Diese positive Nettoladung bei SAM bindet per Van-der-Waals-Wechselwirkung
an die Watson-Crick-Basenpaare A13 — U119 und U14 — A118 (sieche Abb. 2.2.3) [55].
Montange et al. [58]] untersuchten den Unterschied von SAM- und SAH-Bindungen an
das Aptamer genauer. Mit Hilfe von Rontgenkristallographie wurde entdeckt, dass die
beiden Aptamerstrukturen von Riboschaltern mit SAM und Riboschaltern mit SAH na-
hezu identisch sind. Durch zusitzliche Bindungsexperimente mit mutierten Riboschalter-
sequenzen konnte festgestellt werden, dass vor allem das Ersetzen der beiden Basenpaare
in der P1-Helix durch G-C-Watson-Crickbasenpaare zu einer erheblichen Absenkung der
Bindungsaffinitit von SAM fiihrte, jedoch kein Unterschied bei SAH gemessen wurde.
Der Grund dafiir ist, dass die elektrostatische Wechselwirkung von SAM die Bildung der
P1-Helix unterstiitzt und stabilisiert. Durch die Watson-Crick-Basenpaarung der P1-Helix
stehen die Nukleotide G118 — A125 nicht fiir die Ausbildung der AT-Helix zur Verfiigung
und ermdglichen so, dass das Molekiil den T-Zustand einnimmt. Passend dazu erkennt
man aus der Titrationsreihe dieser Arbeit mit SAH am Konstrukt RSga i, dass selbst bei
sehr hohen Ligandenkonzentrationen eine nur leichte Verschiebung der Populationsantei-
le hin zu T-Konformationen bei niedrigen FRET-Effizienzen zu erkennen ist (siche Abb.
M.7.1). Da SAH eine dhnliche Struktur besitzt wie SAM, kann es binden. Durch die neutra-
le Ladung des Schwefelatoms bei SAH kann die Bindungstasche jedoch nicht vollstdndig
stabilisiert werden. Dies erklirt die Beobachtung einer nur schwachen Verschiebung der
Populationsanteile hin zu den bekannten T-Strukturen. Bindet also das SAM in der Apt-
amerdomine, so wird die Bildung der T1-Helix gefordert und somit die Ausbildung der
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4 Ergebnisse und Diskussion

T-Struktur bevorzugt eingenommen.

Beim Konstrukt RSga»> hingegen kann kaum eine Verschiebung der Populationsanteile
von AT- zu T-Strukturen beobachtet werden. Hier bleiben die Anteil ndherungsweise kon-
stant. Durch den Donormarker an der Expressionsplattform und den Akzeptormarker an
der P4-Helix kann dabei zwar zwischen AT- und T-Strukturen unterschieden werden, je-
doch existiert keine direkte Information iiber den Zustand der P1-Helix. Nichtsdestotrotz
kann man vom Titrationsexperiment mit SAH am Konstrukt RSga» ableiten, dass die feh-
lende Abhingigkeit von der Ligandenkonzentration auf eine nicht existente Stabilisierung
der P1-Helix zuriickzufiihren ist. Werden die Basenpaare A13 — U119 und U14 — A118
nicht durch SAM stabilisiert, findet keine gerichtete Ubernahme der Nukleotide U120 —
A125 in die P1-Helix, weg von der AT-Helix, statt. Folglich kann keine Verschiebung der
Populationsanteile von AT- zu T-Zustdnden bei SAH beobachten werden.

4.8 Die Faltungsdynamik unter Einfluss von SAH

Um die Faltungskinetik unter SAH-Einfluss zu untersuchen, wurden fiir diese Arbeit
FRET-Experimente an immobilisierten Molekiilen des Konstruktes RSga; durchgefiihrt.
Die Probenpriparation erfolgte nach Protokoll[A.4] Die Intensititstrajektorien der einzel-
nen immobilisierten Molekiile wurden am Konfokalmikroskop (sieche Abb.3.1.1)) gemes-
sen. Die Pufferbedingungen der Molekiile wurden so eingestellt, dass sie vergleichbar zu
den gemessenen Einzelmolekiiltrajektorien in Anwesenheit von SAM waren (siehe Kapi-
tel. Die Molekiile des Konstruktes RSga; wurden folglich in RNS-Standardpuffer mit
15 mM Mgt und 10 uM SAH untersucht. Ebenso wurde der Pufferlosung das Redox-
und sauerstoffzehrende System beigefiigt (siche Kapitel 3.2.1)), um moglichst lange Inten-
sitdtstrajektorien zu erhalten. Diese Einzelmolekiiltrajektorien wurden wieder dem strik-
ten Auswahlverfahren unterzogen (siehe Kapitel 3.4.5.1), und der HMM-Analyse iiber-
geben. Damit die Konsistenz der Modell- und Messdaten sichergestellt werden konnte,
wurden die Ergebnisse erneut der in Kapitel erlduterten Validierungsprozedur un-
terzogen. Die Validierung ist in Abb. 4.8.1] dargestellt. Mit einem HMM, bestehend aus
fiinf Zustdnden, konnte schlieBlich ein reproduzierbares Modell gefunden werden, das
der Validierungsprozedur standhielt. Der Vergleich zwischen den Histogrammen der ge-
messenen Daten (Abb. 4.8.1] a, in schwarz) und der simulierten Daten (Abb. 4.8.1] a,
in rot) zeigen eine Ubereinstimmung, bezogen auf die Amplitudenpositionen der FRET-
Effizienzen und die Breiten ihrer Verteilungen. Auffillig ist jedoch, dass die Amplitu-
den der simulierten Daten die Hohen der Amplituden der gemessenen Daten mit zuneh-
mendem Zeitfenster tendenziell tibersteigen. Der Grund hierfiir ist vermutlich, dass beim
Erstellen des Hidden-Markov-Modells eine zu groB3e, durchschnittliche Photonenemis-
sionsrate eines Molekiils (k,,,;, siche Kapitel angesetzt wurde. Dies fiihrte dann
zu einem iiberhohten Signal-Rausch-Verhiltnis der simulierten Daten. Zur weiteren Ve-
rifizierung der Daten wurde im zweiten Schritt die Markov-Eigenschaft der gefundenen
Zustidnde tiberpriift. Die Verweildauern der einzelnen Zusténde zeigen jeweils einen einfa-
chen exponentiellen Zerfall, sodass dem gefundenen HMM ein Markovprozess zu Grunde
liegt.
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4.8 Die Faltungsdynamik unter Einfluss von SAH

Mit diesem Modell, das die Validierung bestanden hatte, konnte dann die weitere Daten-
analyse durchgefiihrt werden. Die HMM-Analyse des RSgs; mit Mg>* und SAH ergab
ein Fiinf-Zustandsmodell, welches in Abb. [4.8.2] dargestellt ist. Die Farben der Zustén-
de entsprechen dem in Abb. 4.8.1| b gewihlten Farbcode. Die Zustdnde sind als Kreise
dargestellt, deren Durchmesser mit den Zustandspopulationen skaliert sind, und deren
Koordinaten sich aus ihren gemittelten FRET-Effizienzen (E) und ihrer jeweiligen Zu-
standslebensdauer 7 bestimmen (Abb. 4.8.2] b). Die gemittelten FRET-Effizienzen der
HMM-Analyse in Anwesenheit des Liganden SAH wurden mit y = 2,54 korrigiert. Das
kinetische Netzwerk des HMM ist in Abb. 4.8.2] ¢ geplottet. Vergleichbar zu den Ergeb-
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Abbildung 4.8.1: Validierung des Hidden-Markov-Modells der smFRET-SAH-
Daten. Das Schaubild zeigt die Validierung des Hidden-Markov-Modells tiir das Kon-
strukt RSga; bei 15 mM Mg2+ und 10 uM SAH. (a) Vergleich der simulierten FRET-
Histogramme (rote Linien) mit den gemessenen Daten (schwarze Linien) und dem da-
zugehdrigen 95 % Konfidenzintervall (grau umrahmtes Gebiet) fiir verschiedene zeitliche
Binbreiten (Zeitfenster, 10, 50 und 100 ms). (b) Verteilung der Zustandslebensdauern, be-
rechnet aus den Maximum-Likelihood-Pfaden. Die Farben der einzelnen Linien sind den
einzelnen Zustinden zugeordnet.
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4 Ergebnisse und Diskussion

nissen der HMM-Analyse der Trajektorien beim Konstrukt RSga; mit Mg in Abwesen-
heit eines Liganden, findet man zwei langlebige Zustinde (siche Abb. 4.8.2] markiert in
blau und griin) bei niedrigen FRET-Effizienzen. Die groBeren Abstinde zwischen Donor
und Akzeptor beim Konstrukt RSga; konnten durch die vorangegangen Untersuchungen
(siehe Kapitel 4.1) jeweils den Terminatorzustinden zugeschrieben werden, mit T3AH in
griin bei (E) ~ 0,39 und mit T3 in blau bei (E) ~ 0,26. Thre Zustandslebensdauern ha-
ben mit jeweils T(7T947) = 878 ms und 7(754%) = 1906 ms die gleiche GroBenordnung
wie die in Abwesenheit eines Liganden. Ebenso finden sich wieder zwei Zustidnde hoher
FRET-Effizienz, welche auf Grund vergleichbarer FRET-Effizienzwerte mit vorangegan-
genen Untersuchungen als AT-Zustinde interpretiert werden, mit ATSAH in rot bei (E) ~
0,72 und mit AT%AH in orange bei (E) ~ 0,58. Wihrend der Zustand AT?AH eine kur-
ze Zustandslebensdauer von 7 (ATfAH ) = 127 ms besitzt, vergleichbar zum Zustand AT}
in Abwesenheit eines Liganden, ist die Zustandslebensdauer des Zustandes ATgAH mit
T(AT5*) = 1389 ms um ein Zehnfaches linger als die des Zustandes AT3*M, sowohl
in An- als auch in Abwesenheit des Liganden SAM. Durch das HMM konnte auerdem
ein fiinfter Zustand aufgedeckt werden. Er besitzt eine FRET-Effizienz von (E) ~ 0,36
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Abbildung 4.8.2: HMM-Analyse der Faltungsdynamik des SAM-I-Riboschalters mit
SAH. (a) Beispiel fiir eine typische Einzelmolkiil-FRET-Messung eines immobilisierten
RS-Molekiils RSga; in Standardpuffer, 15 mM Mg2+ und 10 uM SAH. Basierend auf
einer zeitlichen Auflosung der Intensitidtsmessung der Fluoreszenz von 100 us, wurden
1000 Datenpunkte eines durch das HMM identifizierten Zustandes zu einem gemittel-
ten FRET-Effizienzwert zusammengefasst. Somit wurden die Messdaten in Zeitinterval-
len von 100 ms gemittelten. Falls durch das HMM weniger aufeinanderfolgende Daten-
punkte zum selben Zustand zugeordnet werden konnten, wurden entsprechend weniger
Datenpunkte zu einem Wert gemittelt. (b) Zweidimensionaler Punktplot der ftiinf durch
das HMM identifizierten Zustinde, dargestellt durch Kreise, deren Fléichen proportio-
nal zu ihrer Population als Funktion der FRET-Effizienz iiber der Zeit liegen. (¢) Kine-
tisches Netzwerk der Zustandsumwandlungen mit ihren mikroskopischen Ratenkoeffizi-
enten, entnommen aus den Nebendiagonalelementen der Ubergangsmatrix T des zugrun-
deliegenden Hidden-Markov-Modells. Die unterschiedlichen Pfeildicken verdeutlichen
die Ubergangswahrscheinlichkeiten zwischen den Zustinden i und j und skalieren mit
der GroBenordnung O der Ratenkoeffizienten k;; der Gleichgewichtspopulationen, wobei
ki = O(10~1) (fett gedruckt), ki = O(10~2) (mittelstark gedruckt) und k;y = O(10~%) s~
(diinn gedruckt) reprisentiert.
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4.8 Die Faltungsdynamik unter Einfluss von SAH

und eine sehr kurze Zustandsverweildauer von 7 ~ 15 ms. Dieser fiinfte Zustand zeigt
im kinetischen Netzwerk einen schnellen Austausch zwischen beiden AT-Zustinden. Zu-
standswechsel auf dieser Zeitskala sind normalerweise Anderungen der Tertiéirstruktur
zuzuordnen. Dies spricht dafiir, den Zustand bei (E) ~ 0,36 der AT-Konformation mit
AT§AH zuzuweisen. Der gefundene Zustand kann auf Grund des kinetischen Netzwerks
als Ubergangszustand zwischen AT?AH und AT%AH ausgelegt werden.

Die Ubergiinge zwischen den gefundenen T- und AT-Zustéinden finden wieder auf der Se-
kundenskala statt. Strukturelle Zustandswechsel zwischen Sekundirstrukturen benotigen
einen hoheren Energieaufwand. So sind die Energiebarrieren zwischen Zustdnden un-
terschiedlicher Sekundirstruktur hoher und der Ubergang weniger wahrscheinlich, wes-
halb diese Ubergiinge seltener auftreten. Daher kann man Anderungen zwischen FRET-
Zustinden, welche auf der Sekundenskala beobachtet werden, strukturellen Wechseln
zwischen Sekundirstrukturen von RNS-Molekiilen zuordnen. Die Equilibrierungszeiten
T.q €rgaben bei dieser Analyse keine eindeutige Faltungshierarchie, welche direkt zu den
HMM-Ergebnissen in An- und Abwesenheit von SAM vergleichbar sind. Zwar konn-
ten erneut schnelle Equilibrierungszeiten 7., = 0,01 s zwischen zwei Zustéinden gefun-
den werden, hier jedoch zwischen AT?AH (rot) und dem neu entdeckten Zustand ATgAH
(schwarz).

Weiterhin konnte aufgedeckt werden, dass die Zustdnde AT?AH, AT%AH und ATgAH SO-
wie T?AH und TSAH langsam mit einer Zeit von T, = 1,4 s equilibrieren. Zusitzlich wur-
de eine weitere Equilibrierungszeit von 7., = 0,6 s zwischen ATg’AH (orange) und T?AH
(griin) entdeckt. Diese kinetische Gruppierung der Zustinde ist jedoch keine echte Teil-
menge der Zustdnde bei lingeren Equilibrierungszeiten, denn der Zustand T?AH equili-
briert bei Zeitfenstern groBer 7., = 1,4 s mit T§AH. Daher konnte mit dieser Auswertung
kein eindeutiger Faltungspfad zwischen den Zustinden bestimmt werden. Die mittleren
FRET-Effizienzen (E);, die Gleichgewichtspopulationen 7; und die Zustandslebensdau-
ern 7; der jeweiligen Zustinde aus dem HMM des Riboschalters in Anwesenheit des Li-
ganden SAH, sowie die Datenbasis dieser Messreihe sind in Tab. 4.8 zusammengefasst.
Die Equilibrierungszeiten der vorangegangenen HMM-Analysen des Konstrukts RSga
in An- und Abwesenheit von SAM zeigten immer eine eindeutige hierarchische Gruppie-
rung der Zustidnde mit zunehmender Lange der Zeitfenster, in welchen die Zustinde nicht
mehr voneinander unterscheidbar waren. Daher musste bei dem Fiinf-Zustands-Modell
des Konstrukts RSga1 in Anwesenheit von SAH nach der HMM-Analyse zusitzlich eine
TPT-Analyse (siche Kapitel 2.6.4) durchgefiihrt werden. Dafiir wurde der kompakteste
AT-Zustand AT“T‘AH (rot) als Startpunkt, und der meist populierte T-Zustand T§AH (blau)
als Endzustand definiert. Die TPT-Analyse berechnete dann den wahrscheinlichsten Fal-
tungspfad zwischen Start- und Endpunkt. Dies wurde mit Hilfe der frei erhéltlichen Ana-
lysesoftware EMMA, durchgefiihrt [[146].

In Abb. sind die Kommittorwerte (¢*) iiber der FRET-Effizienz der Zustinde auf-
getragen. Die Pfeildicken sind auf die Wahrscheinlichkeit der Zustandsiibergiinge (Flux)
skaliert und werden aus den Ubergangsraten berechnet [[140].
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4 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4.8: Datenbasis der HMM-Analyse des Konstrukts RSga; in Anwesenheit
von SAH. Die Tabelle zeigt die durch die HMM-Analyse bestimmten mittleren FRET-
Effizienzwerte (E);, die Gleichgewichtspopulationen 7;, sowie die mittleren Zustandsle-
bensdauern 7; eines gefunden i-ten Zustandes. fgesamr,i = i * tgesame €1gibt die kumulierte
Gesamtlidnge eines gemessenen Zustandes. fgogqm = 266 s entspricht der Gesamtlinge der
selektierten Trajektorien in Anwesenheit des Liganden SAH. N; entspricht der errechne-
ten Anzahl an beobachteten Ubergingen.

Zustand <E>l T T / ms Loesamt,i / N N;
RSga1, [Mg*"] =15mM/ [SAH] = 10 uM

T3AH 0,39 0,16 878 42,6 49

T3AH 0,26 0,24 1906 65,5 34

AT$AH 0,72 0,32 127 84,4 664

0,58 0,24 1389 64,6 47

ATSAH 0,36 0,03 12 9,0 745

0.0 | P
0.2} \
0.4}

0.6] .S:H/ |
0.8] / Q
1.0} | . | - ﬁ

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
FRET-Effizienz

Kommittor q+

Abbildung 4.8.3: Faltungspfad des SAM-I-Riboschalters unter Einfluss von SAH.
Gezeigt ist das vollstidndige, gerichtete Faltungspfadensemble, beginnend mit dem kom-
paktesten Antiterminatorzustand. Darauf folgen der Faltungszustand AT?AH (roter Punkt)
und der definierte Endzustand TgAH (blauer Punkt). Die Zustinde AT;’AH, AT?AH und
T‘T’AH sind jeweils als orangene, schwarze und blaue Kreise dargestellt. Die Durchmesser
der Kreise sind proportional zur Population der Zustéinde. Die Zustinde wurden entlang
ihrer Faltungswahrscheinlichkeit, den Kommittorwerten g, sortiert und iiber der FRET-
Effizienz aufgetragen. Die Pfeildicken skalieren mit dem Wahrscheinlichkeitsfluss f; von

einem zum néchsten Zustand und entsprechen Ratenkoeffizienten mit f; =0(1071) (fett
gedruckt), l.j+ = 0(10?) (mittelstark gedruckt) und fl;r = 0(1073) s~ (diinn gedruckt).
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4.8 Die Faltungsdynamik unter Einfluss von SAH

Die Kommittorwerte beschreiben die Wahrscheinlichkeit eines Systems, von einem ge-
wissen Zustand zum néchstbesten Zustand zu wechseln. Der wahrscheinlichste Faltungs-
pfad ist der, der vom roten AT?AH Zustand, welcher als Startzustand gesetzt wurde, iiber
den neuen Ubergangszustand AT§AH nach AT%AH verlauft. Verfolgt man den Faltungs-
pfad weiter, so sind Uberginge ATSAH zu ATSAH am wahrscheinlichsten. Um in den Ter-
minatorzustand zu falten, existieren nun drei konkurrierende Pfade. Entweder gelangt das
Molekiil von AT%AH nach T?AH, oder von ATgAH bzw. von AT?AH nach T?AH. Basierend
auf den Kommittorwerten g ist der erste Pfad der drei am wahrscheinlichsten. Die beiden
anderen Pfade konnen vermutlich zusammengefasst werden. Denn hinsichtlich der selte-
nen und kurzen Verweildauern im Zustand AT§AH sowie der schnellen Zustandswechsel
zwischen AT?AH und AT§AH erscheint es durchaus moglich, dass die Beobachtung dieser
Zustandsiibergéinge bei einem Bin von je 1 s nicht immer ausreichend war. Die anschlie-
Bende Faltung von T?AH nach TgAH vervollstidndigt den Faltungspfad. Unter der Annah-
me, dass die Faltung von RNS-Molekiilen immer hierarchisch ablduft, bedeutet dies, dass
der Zustand AT§AH tatsdchlich einer AT-Konformation zuzuordnen wire. Der Zustand
AT§AH agiert kinetisch als Zwischenzustand von AT?AH und ATEAH. Jedoch kann auch
beobachtet werden, dass er ein Ubergangszustand zu den T-Konformationen ist, wenn
auch selten gemessen.

Betrachtet man die schnelle Faltungsdynamik von AT§AH zu AT?AH und AT%AH sowie das
Ergebnis der TPT-Analyse, ist es wahrscheinlich, dass diese Faltungen Tertidrstrukturidn-
derungen der Riboschalterstruktur zuzuordnen sind. Folglich muss es einen kompakten
Zwischenzustand geben, welcher sowohl die Moglichkeit einer schnellen Schaltung zwi-
schen AT-Zustinden ermoglicht als auch die Ausbildung einer T-Struktur zulésst. Ein
solcher Zwischenzustand konnte eine Struktur mit geschlossener P1°-Helix (A3 —Uj;
mit Ujpg — Gyp1g) sowie einer teilweise ausgebildeten AT-Helix mit offenem 5’-Ende ein-
nehmen. Durch die Anwesenheit dem Liganden SAH konnte das Aptamer eine Art vor-
gefaltete Bindungstasche besitzen, welche die Bildung der P1’-Helix ermoglicht. Ein zu-
sitzliches freies Helix-Stiick im AT-Zustand wiirde den Abstand im Konstrukt RSga;
im Bereich von 25 A verlingern. Dadurch wiirden sich die groferen Abstinde zwischen
Donor und Akzeptor von AT mit (E) = 0,36, R = 58 A gegeniiber den anderen AT-
Zustinden erkldren lassen. Berechnet und modelliert wurde dieses Modell basierend auf
den strukturellen Abschitzungen aus Abb. 4.4.4/und Abb.4.8.4|c.

Gegen ein solches Modell spricht jedoch die gegeniiber des Liganden SAM fehlende Fia-
higkeit, die P1’-Helix zu stabilisieren. Durch die fehlende Ladung des SAH wird eine
Watson-Crick-Basen-Paarung von A3z — U;s mit Ujpg — Gy1g nicht bevorzugt gebildet,
da die stabilisierende Wirkung des positiv geladenen Schwefelatoms fehlt. Daher konn-
te auch nur ein Zwischenzustand erzeugt worden sein, der mit SAH eine nur teilweise
ausgebildete Bindungstasche besitzt. So wire ein Zwischenzustand AT§AH zu beobach-
ten, der eine offene P1-Helix mit einer geschlossenen AT-Helix besitzt (sieche in Abb.
4.8.4) b). Mit einer solchen Struktur wire es moglich, durch Ausbildung von Watson-
Crick-Basen-Paaren in kurzer Zeit eine P1°-Helix und eine P1”-Helix auszubilden. Eben-
so wire die Bildung einer T-Struktur denkbar. Damit ist der Zustand AT§AH nicht nur ein
Ubergangszustand zwischen beiden AT-Strukturen (AT?AH und ATgAH), sondern auch ein
Ubergangszustand zur alternativen Sekundérstruktur.
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4 Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 4.8.4: Strukturelle Modelle der AT-Konformation des RSg 1-Konstrukts
in Anwesenheit von SAH. (a) Sekundirstruktur des AT-Zustandes mit den entsprechen-
den Markerpositionen der Fluoreszenzfarbstoffe. (b) AT (Ply) besitzt eine offene PI-
Helix und eine geschlossene AT-Helix. Das Aptamer besitzt eine teilweise durch SAH
stabilisierte Bindungstasche. (c¢) Die AT (P1g)-Struktur besitzt eine geschlossene, kurze
AT-Helix mit einem freien 5’-Ende, gestapelt auf eine geschlossene, ausgebildete P1’-
Helix.

4.9 Diskussion und Ausblick

Mit Hilfe von Einzelmolekiil-Forster-Resonanzenergietransfer (sSmFRET) zwischen zwei
Fluoreszenzfarbstoffen, welche an spezifischen Positionen von Riboschaltermolekiilen
angebracht wurden, konnte ein Teil der Energielandschaft eines Riboschalters erstellt und
die damit verbundene Faltungsdynamik gemessen werden. Durch den Einsatz ausgereifter
Analysemethoden konnten bis zu fiinf Zustéinde bei An- und Abwesenheit der Liganden
SAM und SAH aufgedeckt werden. Terminator- und Antiterminatorkonformationen ko-
existieren in signifikanten Anteilen in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von SAM
und SAH. Zwar bewirkt die Bindung von SAM an das Molekiil einen nur moderaten
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4.9 Diskussion und Ausblick

Wechsel der Populationsanteile der T-Zustéinde im thermodynamischen Gleichgewicht,
jedoch wird die Geschwindigkeit der Wechsel und die Faltungsdynamik durch den Li-
ganden SAM erheblich beschleunigt.

Eine eindeutige Aufteilung der breiten FRET-Histogramme in einzelne Zustinde war
nur durch Hinzuziehen einer HMM-Analyse mdoglich. Durch die Féihigkeit der HMM-
Analyse, nicht nur spektroskopische, sondern auch zeitliche Informationen der Datensiit-
zen zu verwerten, gelingt es einem diskreten Satz an Zustidnden mit definierten mittleren
FRET-Effizienzen und Zustandslebensdauern zu finden, welche dem Datensatz bzw. den
Faltungseigenschaften des Riboschalters entsprechen.

Jedoch besitzt die verwendete HMM-Analysesoftware noch einige Schwiéchen. So wird
bislang nur das detektionskanalspezifische Hintergrundsignal als trajektorienabhingig und
somit molekiilabhiingig betrachtet. Weitere beeinflussende Faktoren wie spektrales Uber-
sprechen, unterschiedliche Detektionseffizienzen der Detektoren und verschiedene Quan-
tenausbeuten der Fluoreszenzmolekiile wurden als einzelmolekiilunabhingig betrachtet.
Wihrend das spektrale Ubersprechen von Fluoreszenzlicht durch die optischen Filter im
Detektionsstrahlengang eine messungsunabhingige Grofe ist, gilt das nicht zwingend fiir
die Quantenausbeute und die Detektionseffizienz. Durch die Entscheidung, Einzelmole-
kiilexperimente an einzelnen, immobilisierten Riboschaltern durchzufiihren, konnen sich
molekiilabhdngige Unterschiede in der Quantenausbeute ergeben. Zwar wurde durch die
gewihlte Methode eine homogene und kaum fluoreszenzbeeinflussende Oberfliche zum
Immobilisieren verwendet, jedoch kann dennoch eine Beeinflussung der Quantenausbeute
des Donors und des Akzeptors durch dynamisches Quenchen nicht ausgeschlossen wer-
den. Fiir Fluoreszenzmarker mit langen Verbindungspolymeren zu RNS-Molekiilen mit-
telt sich dieser Effekt bei Beobachtungszeiten im Bereich von 100 us heraus, wie anhand
von Anisotropieexperimenten gezeigt werden konnte [[148/191]]. Daher kann weiterhin an-
genommen werden, dass die Quantenausbeute innerhalb eines Zustandes konstant bleibt.
Trotzdem konnte die Quantenausbeute fiir andere Zustidnde in anderen Konformationen
oder fiir andere Molekiile bei leicht abweichenden Umgebungsbedingungen unterschied-
lich sein.

Durch die langen Messzeiten der gewihlten Mikroskopiemethode ergeben sich gegebe-
nenfalls Verdnderungen in der Detektionseffizienz, weil das Mikroskop selbst und damit
der Fokus nicht stabil iiber die gesamte Beobachtungszeit aller Molekiile ist. Selbst durch
eine gute Justage ist eine perfekte Uberlappung der Anregungs- als auch Detektionsvolu-
mina von Donor- und Akzeptorsignal nicht immer gewihrleistet. Folglich kann es zu klei-
nen, messzeitabhingigen Anderungen in der Detektionseffizienz kommen. Solche Effekte
lassen sich durch die Bestimmung trajektorienspezifischer y-Faktoren korrigieren, sodass
eine konstante Gesamtphotonenemissionsrate k,,,; fiir alle Zustidnde und alle Molekiiltra-
jektorien bestimmt werden konnte. Es wire sinnvoll, die verwendete HMM-Analyse so
zu erweitern, dass trajektorienspezifische y-Faktoren mit einbezogen werden. Damit die
Likelihoodfunktion der HMM-Analyse dennoch keine Fehlinterprationen der Zustinde
erzeugt, bedarf es vermutlich tieferer Eingriffe in die bestehende Software. Eine solche
Korrektur wiirde eine prézisere Zuordnung von Messdaten zu Zustdnden und der damit
verbundenen Dynamik ergeben und wire unabhédngiger von dufleren Einfliissen der Mes-
sung. Die Einfliisse der trajektorienspezifischen Abweichungen der y-Faktoren, wie sie in
dieser Arbeit vorkommen, sind jedoch als gering einzuschitzen. Durch die strikte Aus-
wahl der Intensitétstrajektorien wurden solche aussortiert, deren y-Faktoren zu stark von
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4 Ergebnisse und Diskussion

den erwarteten Werten abwichen. Somit konnte der Einfluss stark variierender y-Faktoren
verhindert werden. Weiterhin hitte die HMM-Analyse im Falle von zu stark variierenden
Werten normalerweise keine reproduzierbaren Ergebnisse geliefert, da sonst die Anzahl
moglicher Variationen von Zustandszuordnungen zu grofl geworden wire oder der Vali-
dierungsprozess falsche Zustandszuordnungen aufgedeckt hitte.

Innerhalb der strengen Auswahlkriterien wurden in dieser Arbeit aus mehreren hundert
Molekiiltrajektorien sechs fiir die HMM-Analyse ausgewihlt, deren kumulierte Léinge ei-
ne Gesamtzeit von fgesqm = 266 s betridgt. Zwar wurden viele Datenpunkte gemessen,
trotzdem besteht die Moglichkeit, kein vollstindiges Bild der Energielandschaft erzeugt
zu haben. Zur Erzeugung eines konsistenteren Hidden-Markov-Modells sollten noch mehr
Trajektorien gemessen und der Analyse zur Verfiigung gestellt werden. Vor allem seltene
Zustandsiiberginge konnten damit voraussichtlich ofter beobachtet werden. Damit konnte
gegebenenfalls eine eindeutige Energielandschaft bestimmt, und definierte Faltungspfa-
de ermittelt werden. Zusétzlich sind weitere FRET-Messungen mit anderen Konstrukten
sowie mit variierenden Ligandenkonzentrationen nétig, um eine bessere und genauere
strukturelle Zuordnung der einzelnen Zustinde vornehmen zu konnen. Um die schnellen
Molekiildynamiken beim Wechsel zwischen den AT-Strukturen, vor allem in Anwesenheit
der Liganden SAM und SAH, erfassen zu konnen, werden weitere FRET-Experimente mit
einer hoheren Abtastrate im Mikrosekundenbereich benotigt. Eine mogliche Methode zur
Untersuchung schneller Faltungen wire die Photon-zu-Photon-Analyse (engl. photon-by-
photon analysis) von Chung et al. [202,203]]. Um aber geniigend Fluoreszenzsignal zu
erhalten, miissten gleichzeitig die Anregungsleistungen der Anregungslaser fiir Donor
und Akzeptor erhoht werden. Nachteilig wiren dann jedoch das Bleichen der Fluores-
zenzmolekiile. Daher miissten entweder noch effektivere redox- und sauerstoffzehrende
Systeme oder stabilere Farbstoffmolekiile verwendet werden. Ebenso wire es denkbar,
mit dem gegebenen System immer nur kurze, dafiir sehr viele Trajektorien mit hoher
Anregungsleistung zu messen, um eine geniigende Statistik der einzelnen, hauptsidch-
lich schnellen Zustandsiibergéinge zu erhalten. Fiir eine eindeutige Zustandszuordnung
der Molekiilstrukturen ist die Bestimmung der Kristallstrukturen mit beiden Liganden,
SAM und SAH, nétig.

Eine weitere Moglichkeit, um das Zusammenspiel zwischen Aptamerkonformation und
dem Faltungszustand der Expressionsplattform zu untersuchen, bieten Experimente mit
der Multifarben-Einzelmolekiilspektroskopie. Damit konnten detailliertere Faltungsab-
hingigkeiten von Substrukturen des Riboschalters untersucht werden. So konnten mit
dem bestehenden Aufbau des Konfokalmikroskops zusétzliche Dreifarben-Einzelmole-
kiil-FRET-Experimente durchgefiihrt werden. Die Synthese der RNS-Molekiile, die Mes-
sung, Auswertung und Interpretation der Daten wiren dann weitaus komplexer als die
bisherigen Experimente mit nur zwei Fluoreszenzmolekiilen.
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Innerhalb der letzten Jahrzehnte konnten durch die intensive Erforschung von Biopoly-
meren wie Proteinen und RNS-Molekiilen enorme Fortschritte in der Biophysik erzielt
werden. Dabei wurde eine Vielzahl an neuen RNS-Molekiilen entdeckt, die neben der
bekannten Funktion als DNS-Transkript auch katalytische und regulatorische Aufgaben
in Organismen iibernehmen. Funktionale RNS-Molekiile sind damit attraktive Kandida-
ten fiir die Entwicklung neuer Medikamente oder fiir gentechnische Anwendungen in der
synthetischen Biologie. Riboschalter sind eine Subgruppe dieser RNS-Molekiile. Sie re-
gulieren durch Bindung spezifischer Liganden die Bildung verschiedener Gene. Bis heute
sind 20 Riboschalterfamilien entdeckt worden, von denen eine Gruppe in den Schwefel-
Stoffwechsel eingebunden ist — die sogenannten SAM-Riboschalter. Ein Schliissel zum
Verstiandnis ihrer Funktion liegt in der Untersuchung ihrer Struktur, ihrer Faltungsdy-
namik und den damit verbundenen molekularen Eigenschaften. Einzelmolekiil-FRET-
Experimente haben sich dafiir als eine leistungsfiahige Untersuchungsmethode erwiesen.
Damit konnen einzelne Molekiile iiber eine lange Zeit beobachtet werden. Durch die Wahl
moderner Mikroskopietechnik sind aulerdem eine zeitlich und rdumlich hochaufgeloste
Beobachtung der Molekiildynamik in vivo moglich. Zusammen mit fortschrittlicher Ana-
lysesoftware, wie beispielsweise einer HMM-Analyse, konnen selbst seltene Molekiilzu-
stande und Faltungsdynamiken aufgedeckt werden, die mageblich zum Verstindnis der
Molekiilfunktion beitragen.

Auf Grund der hohen Komplexitit von Untersuchungen gro3er RNS-Molekiile wurde der
Schwerpunkt dieser Arbeit auf die Untersuchung des SAM-I-Riboschalters gelegt. Zwar
wurde in vorangegangenen Projekten der ligandenbindende Teil des SAM-I-Riboschalters,
das Aptamer, intensiv untersucht, jedoch ist bisher nur wenig iiber die Funktion des voll-
standigen Riboschalters bekannt.

Diese Arbeit prisentiert die erste Untersuchung biomolekularer Dynamik eines vollstin-
digen SAM-I-Riboschalters des Bacillus subtilis yitL mit Hilfe von Einzelmolekiil-For-
sterresonanzenergietransfer und einer HMM-Analyse dieser Messdaten. Insgesamt wur-
den mit drei unterschiedlich markierten Konstrukten desselben Riboschalters Messun-
gen durchgefiihrt. Ein Konstrukt, RSas, wurde nur am Aptamer mit einem fluoreszen-
ten FRET-Paar markiert, sodass damit das Faltungsverhalten des Aptamers mit der Ex-
pressionsplattform untersucht werden konnte. Die beiden anderen Konstrukte, RSga
und RSga», besallen die gleiche Donormarkierung an der Expressionsplattform; die Akt-
zeptormarkierungen waren jedoch an unterschiedlichen Stellen der Aptamerdoméne an-
gebracht. So konnte das Faltungsverhalten der Expressionsplattform in Bezug auf das
Aptamer erforscht werden. Zunéchst wurden Magnesiumionentitrationsexperimente iiber
einen weiten Konzentrationsbereich durchgefiihrt. Diese ergaben Aufschluss iiber die
strukturelle Kompaktierung der Molekiile unter Einfluss divalenter Ionen, die essentiell
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5 Zusammenfassung und Ausblick

fiir die Strukturbildung von RNS-Molekiilen ist. Hierbei konnten bis zu zwei Zustin-
de niedriger FRET-Effizienz bei niedriger lonenkonzentration gemessen werden. Durch
die sukzessive Erhohung der Magnesiumionenkonzentration wurde jeweils eine weitere,
breit verteilte Subpopulation bei hohen FRET-Effizienzen aufgedeckt werden. Im néchs-
ten Schritt wurden vergleichbare SAM-Titrationsexperimente bei konstanter Ionenkon-
zentration durchgefiihrt, um den Effekt der Ligandenbindung auf das Faltungsverhalten
zu erhalten. Durch die Erhohung der Ligandenkonzentration konnte festgestellt werden,
dass die Subpopulationen niedriger FRET-Effizienzen bevorzugt eingenommen werden.
Damit konnten die Subpopulationen niedriger FRET-Effizienz dem Terminator-Zustand,
der den Abbruch der Gentranskription initiiert, zugeordnet werden. Subpopulationen ho-
her FRET-Effizienz wurden folglich Antiterminator-Zustinden zugeordnet. Sie beeinflus-
sen den Fortschritt der Genvervielfiltigung nicht.

Da Standardmethoden, wie das Fitten zustandsspezifischer Gau$3-Verteilungen an FRET-
Histogrammen nur bei zwei bis maximal drei diskreten FRET-Effizienzverteilungen an-
setzbar sind, mussten weitere Mess- und Analyseverfahren in dieser Arbeit hinzugezo-
gen werden. Die gefundenen breiten Verteilungen der FRET-Effizienzen aus den Titrati-
onsexperimenten lieBen zunichst keine detaillierten Aussagen zum Faltungsverhalten der
Molekiile zu. Um mehr Zustidnde auflosen und die Faltungsdynamik der Riboschaltermo-
lekiile messen zu konnen, wurden hohe Aufwinde betrieben und sowohl sehr lange als
auch hoch zeitaufgelost die Fluoreszenzintensititstrajektorien einzelner, immobilisierter
Molekiile gemessen. Zusétzlich wurden diese Trajektorien einer HMM-Analyse unter-
zogen. Dadurch konnten sowohl spektroskopische als auch temporale Informationen der
Intensitdtsmessungen genutzt und vier Faltungszustidnde in Ab- und Anwesenheit des Li-
ganden SAM beim Konstrukt RSga | aufgedeckt werden. Zudem erhielt man die Faltungs-
dynamik bei Zustandsiibergéngen. Durch die Untersuchungen des Molekiils in Ab- und
Anwesenheit des Liganden SAM konnten unterschiedliche Faltungsdynamiken entdeckt
werden. Weiterhin wurden unter den jeweils vier Zustinden zwei Terminatorzustinde bei
niedrigen FRET-Effizienzen und jeweils zwei Antiterminatorzustinde bei hohen FRET-
Effizienzen gefunden.

Die Messungen in Abwesenheit von SAM bestitigten die Annahmen der vorangegange-
nen Titrationsexperimente. Eine schnelle Faltungsdynamik zwischen den Terminator- und
den Antiterminatorzustinden bestétigten zusitzlich die Zuordnung der Zustinde. Denn
schnelle Faltungsdynamiken sind Tertidrzustandsinderungen zuzuordnen, welche nur in-
nerhalb der Subpopulationen von Terminator oder Antiterminator beobachtet werden kon-
nen. Die Faltungsdynamik zwischen Terminator- und Antiterminatorzustinden war hin-
gegen langsam und auf typischen Zeitskalen von Sekundirstrukturdnderungen, wie sie fiir
strukturelle Anderungen zwischen der vorliegenden Terminator- und Antiterminatorstruk-
tur typisch sind. Die HMM-Analyse der Trajektorien in Anwesenheit des Liganden SAM
ergab eine markante Beschleunigung der gesamten Molekiildynamik. Es wurde festge-
stellt, dass der Ligand nicht nur eine Verschiebung der Populationen hin zu Terminatorzu-
standen erzeugt, sondern auch die Energiebarrieren zwischen den Zustédnden verringert.
Anschliefend gelang es, durch Ansetzen einer Fit-Strategie mit zustandsspezifischen
GauB-Verteilungen die vier gefundenen Zustidnde in Abwesenheit von SAM auf die FRET-
Histogramme der Magnesiumionentitrationen anzupassen. Damit konnte ein konsistentes
Zustandsmodell in Abwesenheit von SAM erstellt werden. Leider gelang es nicht, ein
solches Fit-Modell auch fiir die Daten mit SAM zu bestimmen. Da die Histogramme
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der SAM-Titration Mischzustiinde aus ligandengebundenen und -ungebundenen Zustéin-
den zeigen, miisste dafiir ein Fit-Modell aus acht Zustinden angesetzt werden. Basierend
auf den heutigen Daten und dem bisherigen Wissen ist dies noch nicht méglich. Mit den
erhaltenen HMM-Daten konnten die Zustandspopulationen, die Wechsel zwischen den
Zustinden und die Zustandslebensdauern bestimmt werden. Zusammen mit bekannten
Messdaten aus vorherigen FRET-Experimenten der Aptamerdoméne und durch das Hin-
zuziehen der gemessenen Kristallstruktur des Aptamers konnten die gefundenen Zustinde
moglichen Molekiilstrukturen zugeordnet werden. Damit wurde eine Energielandschaft
des Riboschalters erstellt, die dessen Faltungsverhalten widerspiegelt.

In einem weiteren Schritt wurden zusitzliche Messdaten des Konstruktes RSga» einbezo-
gen. Durch die Analyse dieses Datensatzes konnte festgestellt werden, dass vier Zustdn-
de nicht ausreichend waren, um ein globales Modell des SAM-I-Riboschalters iiber alle
Messdaten zu erstellen. So stellte sich heraus, dass der zusitzliche Datensatz von RSga»
zwel Terminatorzustinde auflosen konnte, welche bei den anderen beiden Konstrukten auf
Grund der dhnlichen FRET-Effizienz zu anderen Zustidnden verdeckt geblieben sind. Da-
her konnte ein T-Zustand in zwei Subzustidnde aufgespalten werden: in einen Zustand mit
offenem Aptamer und einen Zustand mit geschlossener Bindungstasche des Aptamers.
Durch Einbeziehen der Daten des Konstrukts RSga»> konnte auflerdem zusammen mit
dem Datensatz von RSga; eine Triangulation durchgefiihrt werden, der den Aufenthalts-
ort der Terminatorhelix, die den Abbruch der Gentranskription initiiert, einschrénkt.
Zusitzlich wurden in dieser Arbeit weitere Datensitze, nimlich das Faltungsverhalten
des SAM-dhnlichen Liganden SAH (einem Abfallprodukt von SAM im Schwefelstoff-
wechsel) diskutiert. Hier wurden sowohl Titrationsexperimente mit SAH als auch HMM-
Analysen von Einzelmolekiiltrajektorien immobilisierter Riboschalter in Anwesenheit von
SAH durchgefiihrt. Die Ergebnisse bestitigen, dass Riboschalter zwischen nur leicht un-
terschiedlichen Liganden unterscheiden konnen. Sowohl die kaum messbare Veridnderung
der Verteilung der Subpopulationen innerhalb der FRET-Histogramme, selbst bei sehr ho-
hen SAH-Konzentrationen im Millimolarbereich, als auch die Verdnderung der Faltungs-
dynamik weisen starke Unterschiede zu den Daten in An- und Abwesenheit von SAM auf.
Durch die HMM-Analyse der Einzelmolkiildaten des Konstrukts RSga; in Anwesenheit
von SAH wurde ein weiterer Zustand aufgedeckt. Dieser war leider nicht konsistent mit
dem globalen Fiinfzustandsmodell der vorangegangen Analysen, kann jedoch tendenziell
einem Antiterminatorzustand zugeordnet werden. Da dieser zusétzliche Zustand nur sehr
kurzlebig ist und nur selten beobachtet werden konnte, ist dieser Riickschluss jedoch nicht
eindeutig.

Zusammenfassend konnten alle Histogramme der Konstrukte RSs 4, RSga; und RSga» in
An- und Abwesenheit von SAM mit einem erweiterten Fiinfzustandsmodell beschrieben
werden. Es konnte gezeigt werden, dass bei niedrigen Magnesiumionenkonzentrationen
eine flexible Molekiilstruktur existiert. Durch das Hinzufiigen des Liganden SAM sta-
bilisieren sich ligandengebundene Strukturen. Dies entspricht einem Bindungsmodell, in
dem sich die Struktur erst in Anwesenheit eines Botenstoffes dem Liganden anpasst (engl.
Induced-Fit-Model). Erhoht man die Ionenkonzentration, so sind Terminator- und Anti-
terminatorzustdnde zwar noch koexistent, jedoch ist eine verstirkte Kompaktierung und
Stabilisierung der Molekiilstruktur messbar. SAM bindet dann an die Strukturen, die ei-
nem ligandengebundenen Zustand nahe kommen. Das Bindungsmodell, bei welchem ein
Botenstoff an solche Strukturen mit nahezu ausgebildeter Bindungstasche bindet, wird

141



5 Zusammenfassung und Ausblick

Conformational Selection genannt. Aus dem Wissen, dass die Strukturbildung des SAM-
I-Riboschalters wihrend seiner eigenen Transkription auf die An- und Abwesenheit des
Botenstoffes SAM reagiert, konnte gefolgert werden, dass gerade die schnelle Faltungs-
dynamik in Anwesenheit des Liganden SAM eine Schliisselrolle in der Genregulierung
spielt, da sie ein schnelles Schalten zwischen Terminator- und Antiterminatorzustand er-
moglicht.

Mit dieser Arbeit konnte das Verstdndnis iiber das strukturelle Verhalten und die Funk-
tion des SAM-I-Riboschalters vertieft werden. Jedoch sind weitere Experimente not-
wendig, um ein vollstdndiges Bild der Riboschalterstruktur zu erhalten. Hierzu sollten
FRET-Experimente mit weiteren, neuen, farbstoffmarkierten Konstrukten durchgefiihrt
werden. Dies konnte es ermoglichen, die Position der Terminatorschleife in Bezug auf
das Aptamer genauer zu bestimmen. Eine Erweiterung der FRET-Experimente in ein
Drei-Farben-FRET-Experiment mit drei Fluoreszenzmarkern konnte die Abhédngigkeit
von Aptamer und Expressionsplattform aufzeigen. Aullerdem wiire es interessant, die
Kristallstruktur eines vollstandigen Riboschalters vermessen zu konnen. Diese Daten wi-
ren hilfreich, um die hier gendherten Strukturmodelle zu bestéitigen oder zu verbessern.
Weiterhin konnten Struktur- und Dynamiksimulationen des Riboschalters erheblich zum
Verstindnis von Struktur und Funktion desselben beitragen. All diese Informationen ber-
gen das Potential, zukiinftig die Vorginge in lebenden Organismen noch besser zu verste-
hen.
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A Protokolle: Probenpriaparation

A.1 Synthese der SAM-I-Riboschalter per Ligation

Zur Synthese des vollstandigen SAM-I-Riboschalters fiihrte Dr. Ayan Samanta das Ver-
fahren der Ligation engl. splinted-ligation-method von einzelnen RNS-Stringen durch
[154]. Um die mit Farbstoff gelabelten Proben vor dem Umgebungslicht zu schiitzen,
wurden diese bei jedem Inkubationsschritt in Aluminiumfolie eingepackt. Ebenso wur-
den die Proben sowohl bei ihrer Gelaufreinigung, als auch bei der Analyse der Gele so
gut wie moglich vor Umgebungslicht geschiitzt. Bei einer Temperatur von 37 °C wurde
fiir 60 min eine enzymatische 5’-Phosphorylierung der RNS-Sequenzen durchgefiihrt, so-
dass eine Endkonzentration von 40 nM an synthetisierten RNS-Molekiilen erreicht wurde.
Fiir die Phosphorylierung der RNS-Fragmente wurde die T4-Polynukleotidkinase (Fer-
mentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Die Reaktion wurde in Kinasepuffer (50
mM Tris-HCI (pH 7,4), 10 mM MgCl,, 2 mM Adenosintriphosphat (ATP) und 5 mM
Dithiothreitol (DTT)) durchgefiihrt. Wihrend der 5°-Phosphorylierung wurde die Probe
mit 600 rpm geschiittelt. Die Probe wurde dann einer Phenolether-Extraktion und einer
Ammoniumazetat-Fillung (0.5 mM bei pH 5,0) unterzogen. Die daraus gewonnen RNS-
Pellets wurden im Vakuum getrocknet und wieder in reinem Wasser gelost.

Um die RNS-Sequenzen in der richtigen Reihenfolge miteinander zu verbinden, werden
diese mit einer vollstandigen komplementidren DNS-Schiene verbunden. Dazu wurde ei-
ne Mischung einzelner RNS-Sequenzen (jede Sequenz betrug eine Konzentration von
10 uM) und komplementidrer DNS-Sequenzen (10 uM) in Ligasepuffer (50 mM Tris-
HCI (pH 7,4), 10 mM MgCl,, 50 uM ATP und 5 mM DTT) zunéchst fiir 1 min auf 90 °C
erhitzt. Mit Ausnahme der Teilsequenz, welche das 5°-Ende des Riboschalters bildet, wur-
den alle RNS-Fragmente phosphoryliert. SchlieBlich wurde die Mischung fiir 15 min auf
Raumtemperatur (20 °C) abgekiihlt. Jetzt wurde die T4-Ligase hinzugefiigt und das Gan-
ze bei 37 °C fiir 1 Stunde bei 600 rpm im Mischer inkubiert. Um die DNS-Schiene zu
entfernen, wurde der Mischung DNase I (Fermentas) hinzugefiigt, sodass die Endkon-
zentration der DNase I 0,5 % betrug. Wiederum wurde die Mischung bei 37 °C fiir 15
min bei 600 rpm inkubiert.

Die Reaktion wurde schlieBlich durch das Hinzufiigen eines Gel-Beladungspuffer (90
% Formamid, Tris-Borat-Puffer) gestoppt. Dazu wurde die Probe fiir 15 s auf 90°C er-
hitzt und danach sofort in Eiswasser abgekiihlt. Nun wurde die Probe der Polyacrylamid-
elektrophorese (PAGE) hinzugegeben. Die Stringe der Riboschalter voller Linge wur-
den ausgeschnitten, die RNS mit einer 0,5 M Ammoniumazetatlosung (pH 5,6) ausge-
waschen und schlieBlich iiber Nacht bei Raumtemperatur geschiittelt. Am nédchsten Mor-
gen wurden die RNS-Molekiile mit Ethanol abgeschieden und getrocknet. Letztendlich
konnte nach dem Losen der RNS-Pellets in reinem Wasser die Konzentration der fertigen
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A Protokolle: Probenpridparation

RS-Molekiile mit dem NanoDrop ND-1000 (Peqlab, VWR) bestimmt werden. Die RS-
Konstrukte wurden mit Wasser auf 50 nM verdiinnt, in Aliquoten an die AG Nienhaus
geliefert und bis zur Benutzung bei —20 °C aufbewabhrt.
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A.2 Fertigung der Probenhalter

A.2 Fertigung der Probenhalter

Bei der Priparation von Objekttrigern fiir die einzelnen Mikroskopieverfahren muss stets
auf hochste Sorgfalt und Sauberkeit geachtet werden. Verwendet man Losungen, Chemi-
kalien oder technische Hilfsmittel, die nicht zweifelsfrei sauber sind, besteht die Gefahr,
die Probe zu kontaminieren oder zu zerstoren. Daher wurden alle Hilfsmittel und Gerite
vor Verwendung zur Herstellung der Objekttriger griindlich gereinigt. Weiterhin wurde,
wann immer moglich, unter einer Flowbox gearbeitet, um eine weitere Partikelkontami-
nation zu vermeiden.

Tabelle A.1: Reinigung der Deckgliser. Die Reihenfolge der Reinigungsprozedur wur-
de wie in der Tabelle beschrieben eingehalten. Da die Deckgliser sehr viel diinner und
zerbrechlicher sind, sollten diese immer vorsichtig mit einer Pinzette gehandhabt werden.

Zeit/ min Aktion Reagenz Kommentar

30 Ultraschallbad KOH Reinigung der Quarzgldser mit 1 M KOH
bei 60 °C, um Klebe- und Staubreste zu
entfernen;

5 Spiilen dest. Wasser Entfernen der restlichen KOH-Losung;

30 Ultraschallbad  dest. Wasser Reinigung bei 60 °C;

5 Spiilen dest. Wasser Entfernen der restlichen KOH-Losung;

30 Ultraschallbad  dest. Wasser Reinigung bei 60 °C;

5 Spiilen dest. Wasser Entfernen der restlichen KOH-Losung;

5 Trocknen Stickstoff -

1 Abflammen Propangas Mit dem Bunsenbrenner werden die

Deckgliser kurz erhitzt, um fluoreszenten
Staub und simtliche andere Uberreste ab-
zudampfen. Zu langes Abflammen lésst
Gléser zerspringen!

10 Abkiihlung - Glaser werden auf Raumtemperatur abge-
kiihlt, bevor sie wieder mit den Deckgli-
sern zum Probenhalter verklebt werden.
Restliche Gldser werden bis zur Benut-
zung in destilliertem Wasser bei 8 °C ge-
lagert.
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A Protokolle: Probenpridparation

Tabelle A.2: Reinigung der Quarz-Objekttriger. Die Reihenfolge der Reinigungspro-
zedur wurde wie in der Tabelle beschrieben eingehalten.

Zeit/ min Aktion Reagenz Kommentar

1500 Einwirken Methanol Die gebrauchten Objekttriger miissen
einwirken, um das Epoxidharz zu I6sen.

- Demontieren - Objekttriger und Deckglas werden
mit Hilfe eines Skalpells getrennt.
Das Epoxidharz sowie das restliche
Klebeband wird entfernt.

5 Spiilen dest. Wasser Abspiilen des restlichen Methanols;

30 Ultraschallbad KOH Reinigung der Quarzgldser mit 1M KOH
bei 60 °C, um Klebe- und Staubreste zu
entfernen;

5 Spiilen dest. Wasser Entfernen der restlichen KOH-Losung;

30 Ultraschallbad  dest. Wasser Reinigung bei 60 °C;

5 Spiilen dest. Wasser Entfernen der restlichen KOH-Losung;

30 Ultraschallbad  dest. Wasser Reinigung bei 60 °C;

5 Spiilen dest. Wasser Entfernen der restlichen KOH-Losung;

5 Trocknen Stickstoff -

1 Abflammen Propangas Mit dem Bunsenbrenner werden die
Quarzglaser stark erhitzt, um fluoreszen-
ten Staub und séimtliche andere Uberreste
abzudampfen.

10 Abkiihlung - Objekttriager ldsst man auf Raumtempe-

ratur abkiihlen, bevor sie wieder mit den
Deckglidsern zum Probenhalter verklebt
werden. Restliche Glidser werden bis zur
Benutzung in destilliertem Wasser bei
8 °C gelagert.
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A.2 Fertigung der Probenhalter

Tabelle A.3: Montage der Probenhalter — ,,Das Glassandwich‘. Beim Zusammenbau-
en des Objekttriagers und des Deckplittchens muss stets darauf geachtet werden, diese
Arbeit in einer Flowbox zu verrichten. Es empfiehlt sich, den Kleber griindlich aushirten
zu lassen.

Zeit / min Aktion / Kommentar

5 Doppelseitiges Klebeband wird mit einem Skalpell in ~ 3 mm breite und ~
40 mm lange Streifen geschnitten. Dabei sollten beide Seiten nicht beriihrt
werden um eine Verunreinigung zu vermeiden.

5 Klebestreifen werden quer zwischen die gebohrten Locher geklebt, sodass
keine Luftblasen oder Wellen entstehen.

5 Die Deckglédser werden mit einer Pinzette deckungsgleich zum Objekttriger
auf die Klebestreifen gelegt und vorsichtig angedriickt.

5 Das Epoxidharz wird frisch angeriihrt und mit einer diinnen Spitze in die Zwi-
schenrdume an den Seiten des Sandwiches aufgetragen.

30 Aushirten des Klebers.
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A Protokolle: Probenpridparation

A.3 Praparation der Objekttriger zur Immobilisation

der Molekiile

Tabelle A.4: Ausfiihrliches Protokoll zur Immobilisation biotinylierter Molekiile.
Die Probenpriparation wurde stets unter sauberen Bedingungen innerhalb einer Flowbox
durchgefiihrt.

Zeit / min  Aktion

Reagenz

Kommentar

5

Verdiinnen

RS-Puffer

Die RS-Stammlésung wurde in einem
DNA-LoBind Probenréhrchen (Eppen-
dorf) auf 1 nM verdiinnt und mit Alufolie
ummantelt.

Erhitzen

Um eine Faltung in native Strukturen zu
gewdhrleisten, wurde die Probe auf 70 °C
erhitzt.

30

Abkiihlung

Der Heizblock wurde aus der Heizung ge-
nommen und in die Flowbox gestellt, so-
dass er langsam auf Labortemperatur ab-
kiihlen konnte.

Verdiinnen

RS-Puffer

Die Probe wurde weiter auf 100 pM ver-
diinnt, um sie anschlieBend in die fertig
praparierte Probenkammer zu pipettieren.

Die nichsten Schritte wurden wihrend
der Abkiihlung des Heizblocks durchge-
fiihrt.

Verdiinnen

1xPBS

Das BSA/Biotin-BSA-Gemisch wurde
frisch aus den jeweiligen Stammldsun-
gen (10 mg ml~! und 1 mg ml~') herge-
stellt, sodass schlieBlich ein Gemisch aus
1 mg ml~! und 0,1 mg ml~! BSA/Biotin-
BSA in die Probenkammern pipettiert
wurde. Die Stammldsungen wurden bei
—20°C gelagert.

Pipettieren

Das BSA/Biotin-BSA 6 x 10 ul wurde
mit einer Pipette (Eppendorf) in die Kana-
le gespiilt.

10

150

Inkubieren

Damit die Probenkammern wihrend der
Inkubationszeit nicht austrocknen, wur-
den diese in einer selbst hergestellten Box
gelagert und innen mit feuchten Tiichern
bestiickt. Fiir die Inkubationszeit wurde
die Box bei 8 °C in den Kiihlschrank ge-
stellt. Um die Probe vor Licht zu schiit-
zen, wurde die Box zusétzlich mit Alumi-
niumfolie ummantelt.




A.3 Priparation der Objekttriger zur Immobilisation der Molekiile

Fortsetzung Probenpriparation

Kommentar

Durch Spiilen mit 2 x 10 ul PBS wurde
tiberfliissiges BSA aus der Probenkam-
mer entfernt.

Das Streptavidin wurde frisch auf ei-
ne Konzentration von 20 pgml~! mit
PBS verdiinnt. 6 x 10 ul dieser Lésung
wurden dann durch die Probenkammer
gespiilt. Die Stammlosung, welche bei
—20°C gelagert wird, hat eine Konzentra-
tion von 100 pg ml—!.

Dazu wurde die Probenkammer wieder in
die Schutzbox gelegt.

Durch Spiilen mit 2 x 10 ul PBS wur-
de tiberfliissiges Streptavidin aus der Pro-
benkammer entfernt.

6 < 10 ul der 100 pM RS-Probellosung
wurde in die Probenkammer pipettiert.

Dazu wurde die Probenkammer wieder in
die Schutzbox gelegt.

Zeit / min Aktion Reagenz

1 Spiilen I xPBS

1 Pipettieren Streptavidin
10 Inkubieren -

1 Spiilen 1 xPBS

1 Pipettieren Probe

10 Inkubieren -

1 Spiilen Bildpuffer

Zur addquaten Beobachtung von Einzel-
molekiiltrajektorien wurden die Proben-
kammern mit den immobilisierten RS-
Molekiilen mit einer speziell zusammen-
gesetzten Fliissigkeit 6 x 10 ul gespiilt.
Bestandteile waren: Tris-HCI (50 uM, pH
7,4), NaCl (100 mM), MgCl, (nach Be-
darf), PCD/PCA (400 pM/4 mM), Trolox
(2mM), COT (1 mM) und NBA (1 mM).
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B Quantitative Statistik der Messdaten

B.1 Datenbasis der Histogramme der
Mg>"-Titrationsexperimente

Um aussagekriftige Daten aus den Einzelmolekiil-FRET-Messungen zu erhalten, wurde
darauf geachtet, eine geniigend grofle Anzahl an Molekiilen zu vermessen. Die Vermes-
sung frei diffundierender Molekiile mit Konzentrationen der Riboschaltermolekiile auf
Einzelmolekiilniveau im Picomolarbereich wurde mit Hilfe der Burst-Analyse-Methode
am Konfokalmikroskop durchgefiihrt. Daher musste fiir jede Magnesiumionenkonzentra-
tion iiber mehrere Minuten gemessen werden bis tausende Molekiile registriert wurden.
Die Anzahl der vermessenen Molekiile fiir die Konstrukte RSaa, RSEa; und RSga» sind,
aufgeschliisselt nach den entsprechenden Magnesiumionenkonzentrationen, in Tab. [B.1
zu finden.

Tabelle B.1: Datenbasis der Magnesiumionentitrationsexperimente. Anzahl der ge-
messenen Molekiile der Einzelmolekiil-Burst-Analyse zur Bestimmung der magnesiu-
mionenabhédngigen Faltung des SAM-I-Riboschalters in Abhingigkeit der Magnesiumio-
nenkonzentration.

RSaA RSga1 RSga2
[Mg*"] /mM  Anzahl [Mg?"] /mM Anzahl [Mg?'] /mM Anzahl
Molekiile Molekiile Molekiile
0 4572 0 4613 0 19930
0,1 8905 0,4 8637 0,2 8553
0,5 7923 0,8 2958 0,4 1005
0,75 7506 1,6 3598 0,8 19588
1 8384 3,125 4370 1,6 8222
2 8548 6,25 4663 3,125 10130
3 6414 12,5 5049 6,25 3361
5 11862 25 1989 12,5 8343
7,5 17192 50 5041 25 9996
10 15121 100 2710 50 3212
25 5741 100 8350
50 11499
100 14262
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B Quantitative Statistik der Messdaten

B.2 Datenbasis der Histogramme der
SAM-Titrationsexperimente in Anwesenheit von 2(
mM Magnesiumionen

Die Anzahl der vermessenen Molekiile fiir die Konstrukte RSga; und RSga» in Abhin-
gigkeit der entsprechenden SAM-Konzentrationen bei 20 mM Mg?* sind in Tab. zu
finden.

Tabelle B.2: Datenbasis der SAM-Titrationsexperimente bei [Mg>"| =20 mM.
Anzahl der gemessenen Molekiile der Einzelmolekiil-Burst-Analyse zur Bestimmung
der magnesiumionenabhingigen Faltung des SAM-I-Riboschalters in Abhéngigkeit der
SAM-Konzentration.

RSga1 / SAM RSga2 / SAM
[SAM] / uM Anzahl [SAM] / uM Anzahl
Molekiile Molekiile
0 3441 0 12575
0,01 3790 0,01 42744
0,1 2482 0,1 12059
1 2449 1 898
10 5053 10 13247
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C Akustooptischer Strahlteiler

Entwickelt wurde das Konzept des akustooptischen Strahlteilers von Leica [151]], um eine
effizientere Detektion von Proben, die mit mehreren verschiedenen Farbstoffen markiert
sind, zu erreichen. Dieser Filter wurde in den Aufbau des Konfokalmikroskops innerhalb
der Diplomarbeit von S. Schifer implementiert. Jedoch wurde das Transmissionss-
pektrum nicht quantitativ kontrolliert.

Zur Vermessung des Transmissionsspektrums des akustooptischen Strahlteilers wurde der
Messaufbau des Konfokalmikroskops (siehe Abb. 3.1.1) zu Abb.[C.0.1|erweitert.
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Abbildung C.0.1: Mikroskopaufbau zur Vermessung des Transmissionsspektrums.
Der Strahlengang des Konfokalmikroskops aus Kapitel[3.1.1 wurde zur Vermessung des
Transmissionsspektrums des akustooptischen Strahlteilers abgeéndert. Der dichroitische
Spiegel DM1 wurde durch einen konventionellen Spiegel M ersetzt. AuBerdem wird eine
WeibBlichtquelle (Lichtquellensymbol, gelb) benutzt, um ein breites Spektrum zu erzeu-
gen. Der Gittermonochromator bildet das Spektrum auf eine CCD-Kamera ab.

155



C Akustooptischer Strahlteiler

Um ein breites Farbspektrum zu erzeugen, wurde eine Weillichtlampe oberhalb des Ob-
jektivs montiert. Zur Vermessung des Transmissionsspektrums wurde im Strahlengang
der dichroitische Spiegel DM1 sowie der Filter F2 durch jeweils einen breitbandigen di-
elektrischen Spiegel (BB2-E02, Thorlabs) ausgetauscht. Somit wurde der Strahlengang in
den Spektrographen (Acton SP2300i, Princeton Instruments, Acton, MA) umgeleitet. Mit
Hilfe eines Gitters mit 1200 Linien pro mm wurde das Licht gebeugt und am Kamera-Port
mit einer Cascade 512F (Roper Scientific, Tucson, USA) detektiert.

Vor der Messung wurde der Strahlengang justiert, sodass das horizontal ausgerichtete,
sichtbare Spektrum mittig auf den Kamerachip abgebildet wurde. Zur Vermessung des
Spektrums wurde die Kamera auf den Spektrographiemodus (Addition aller vertikalen
Pixel) umgeschaltet. Zur Kalibrierung des Messsystems wurde, nach der Aufnahme eines
Hintergrundspektrums, die Messskala mit Hilfe der Laserlinien festgelegt (Abb.[C.0.2]a).
Da ein akustooptischer Strahlteiler ein schaltbarer dichroitischer Spiegel ist, wird im Mo-
dus einer alternierender Laseranregung immer nur der gewollte Laserstrahl in das Objek-
tiv reflektiert. Das aus der Probe zuriickkommende Licht wird dann, bis auf den Bereich
der Laseranregung, mit einer Effizienz > 95% transmittiert. Dies bedeutet, dass drei ver-
schiedene Spektren gemessen werden miissen, um den akustooptischen Strahlteiler bzgl.
der Laseranregung bei 488 nm, 532 nm und bei 637 nm zu testen (siche Abb.[C.0.2). In
Abb. [C.0.2] b sind die Spektren bei 488 nm (blau), 532 nm (griin) und 637 nm Laseran-
regung (rot) gezeigt. Dabei fillt auf, dass die Spektren im Bereich der Laseranregungen
(farblich hinterlegte Felder) Artefakte aufweisen und die Minima zu hoheren Wellenldn-
gen verschoben sind. Zudem sind die Spektren unerwartet breit. Daher wurde zunichst die
Ansteuerungselektronik, Abb. [C.0.3] vermessen. Zentraler Bestandteil ist dabei ein Ver-
stiarker, der eine angelegte Spannung in vier Ausgangskanile aufspaltet, um alle AOTF-
Radiofrequenztreiber (RF-Treiber) mit der gleichen Spannung zu versorgen. Diese Span-
nung legt die RF im AOTF fest. Dabei wurde festgestellt, dass die Spannungsvariation
auf Grund der verwendeten Transistoren zur Verstirkung der Signale im Millivoltbereich
liegt. Die Schaltung der Frequenzen ist jedoch in diesem Bereich empfindlich, sodass die
AOTF-Module mit unterschiedlichen Frequenzen betrieben wurden. Dies fiihrte zur Ver-
breitung des Transmissionsspektrums. Die Artefakte wurden dadurch erzeugt, dass eines
der AOTF-Module genau in diesem Bereich betrieben wurde.

Daher wurden alle Transistoren durch eine Modellreihe niedriger Serientoleranz ersetzt,
sodass eine Variation der Ausgangsspannungen des Signalsplitters von < +0.2 mV be-
trug.

Zusitzlich wurden Potentiometer eingebaut, um die Serientoleranzen innerhalb der Mo-
dule (RF-Treiber, sowie AOTF-Module / AOTF Kristalle) zu kompensieren und damit
die Transmissionsspektren noch weiter zu optimieren. Schlielich wurde die Spannung
individuell angepasst, sodass die Maxima der Laserlinien immer im Minimum der Trans-
missionsspektren lagen (siche Abb.[C.0.2]c). Der modifizierte Aufbau des Signalsplitters
mit den angepassten Spannungs- bzw. Frequenzwerten ist in Abb. [C.0.4] gezeigt. Durch
die Anpassung konnte schlieBlich eine stirkere Unterdriickung der Hintergrundstrahlung
im Bereich der Anregungswellenlénge erreicht werden. Zudem konnten eine Verschma-
lerung der blockierten Frequenzen erreicht werden, was zu einem besseren SNR fiihrte.
Somit wurde der akustooptische Strahlteiler vor allem fiir die Nutzung von Mehrfarben-
FRET verbessert.
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Abbildung C.0.2: Vermessung des Transmissionsspektrums des Strahlteilers. (a) Zur
Kalibrierung des Monochromators wurden die Laserlinien eines 488 nm (blau), eines
532 nm (griin) und eines 637 nm Lasers (rot) verwendet. Die Spektralbereiche der La-
serintensitdtsmaxima wurden mit jeweils blauen, griinen und roten Feldern hervorge-
hoben. (b) Gezeigt ist die Vermessung des Transmissionsspektrums bei Anregung mit
dem 488 nm (blau), dem 532 nm (griin) und dem 637 nm Laser (rot). Als Vergleich ist
das Transmissionsspektrum eines geldufigen Quadband dichroitischen Spiegels (schwar-
ze Linien, QuadLine Strahlteiler zt375/488/532/635rpc, Chroma, Bellows Falls, USA)
eingezeichnet. Es sei hier nochmals erwéhnt, dass das Spektrum des dichroitischen Spie-
gels statisch ist, wihrend das Transmissionsspektrum des akustooptischen Strahlteilers
dynamisch ist. (¢) Gezeigt ist das Transmissionsspektrum nach Einbau des verbesserten
Signalsplitters.
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C Akustooptischer Strahlteiler
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Abbildung C.0.3: Alte analoge Ansteuerung der AOTF-Module. Durch die NI-Karte
(PCI-6713) wird eine analoge Spannung ausgegeben, mit Hilfe eines selbstgebauten Si-
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Abbildung C.0.4: Verbesserte analoge Ansteuerung der AOTF-Module. Durch

den Austausch der Transistoren durch eine Modellreihe mit niedriger Serientoleranz
(< £0.2 mV Ausgangsspannung) und den zusitzlichen Einbau von Potentiometern, um

die Ausgangsspannung fiir jeden RF-Treiber einzeln zu korrigieren, konnte das Transmis-
sionsspektrum angepasst und verbessert werden.
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