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Verwendete Akronyme 

AdoCbl:  Adenosylcobinamid 

ATP: Adenosintriphosphat 

AqCbl : Aquocobalamin 

c-di-AMP: Cyclisches Adenosinmonophosphat 

c-di-GMP: Cyclisches Guanosinmonophosphat 

c-GAMP: Cyclic Guanosine Monophosphate–Adenosine Monophosphate 

CPMG: Carr-Purcell-Meiboom-Gill -Pulssequenz 

DEAE: Diethylaminoethylcellulose 

DNS: Desoxyribonukleinsäure 

DGC: Diguanylatcyclase 

dNTP: Desoxyribonukleosidtriphosphat 

DI-RNS: Defective Interfering RNA; Unterbrechend Eingreifende RNS  

EDTA: Ethylendiamintetraessigsäure 

ETC: equilibration time curve, Gleichgewichts Zeit Kurve 

FMN: Flavinmononukleotid 

GlcN6P: Glucosamin-6-phosphat 

HPLC: Hochdruckflüssigkeitschromatographie 

HH-Ribozym: Hammerhead ribozyme 

MeAqCbl:  Methylcobalamin 

MoCo: Molybdän Cofaktor 

mRNS: Boten-Ribonukleinsäure 

NTP: Nukleosidtriphosphate  

ORF: Open reading frame; Offener Leserahmen 

PAA: Polyacrylamid 

PES: Polyethersulfon 

PDE: Phosphodiesterase 

RBS: Ribosom Bindestelle 

RNS: Ribonukleinsäure 

SAM: S-Adenosylmethionin 

TAE: TRIS-Acetat-EDTA-Puffe 

https://de.wikipedia.org/wiki/Adenosintriphosphat
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TBE: TRIS-Borat-EDTA-Puffer 

TPP: Thiamin-pyrophosphat 

THF: Tetrahydrofolsäure  

UTR: untranslatierte Region 

TRIS: Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

WCo: Wolfram Cofaktor 

ZMP: 5-amino-4-imidazol carboxamid ribosid 5'-monophosphat 
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Zusammenfassung 

mRNS ist einer der wichtigsten Informationsträger in lebenden Zellen. Mit ihr wird die in der DNS 

gespeicherte Information zu aktiven Zellprozessen umgesetzt. Dabei finden erste regulatorische 

Prozesse, die den Phänotyp eines Organismus bestimmen können, bereits über Strukturelemente auf 

der mRNS statt. Diese, als Riboschalter bezeichneten Strukturen, können spezifisch, kleine Moleküle 

binden und dadurch ihre Struktur ändern. Durch diese dynamische Änderung der Struktur, in An- 

oder Abwesenheit des Liganden, wird reguliert, ob nachfolgende Gene vom Ribosom abgelesen 

werden können. Der Cd1-Riboschalter aus Clostridium Difficile ist schon während der Transkription 

aktiv und ein Teil des regulatorischen Netzwerkes, das bestimmt, ob das Bakterium einen mobilen 

oder stationären Lebensstil einnimmt. Das zentrale Signalmolekül in diesem Netzwerk ist der 

sekundäre Botenstoff c-di-GMP, der gleichzeitig auch der Ligand des Cd1-Riboschalters ist. In der 

folgenden Arbeit wurde der zeitliche und strukturelle Ablauf des Cd1 Regulationsmechanismus und 

die Bindung von c-di-GMP untersucht. Auch ohne einen Riboschalter in der Sequenz ist strukturierte 

mRNS ein interessanter Forschungsgegenstand. Wie die Covid-19 Pandemie und die Forschungen, 

mRNS Abschnitte als Krebsmedikamente zu gebrauchen1, zeigen, gewinnt RNS immer mehr an 

Bedeutung für die medizinische Forschung und Anwendung. Mit dieser Motivation im Hintergrund 

wurden drei weitere RNS Projekte bearbeitet. Im ersten wurde ein 19F-Screening für die Erkennung 

von RNS bindenden Fragmenten etabliert. Im zweiten wurde ein RNS Doppelstrang untersucht, der 

mit Hilfe verschiedener, kovalent gebundener Spiropyrane reversibel gefaltet und entfaltet werden 

sollte. Im abschließenden Projekt wurden im Rahmen der COVID-19-NMR Initiative zwei 

Sekundärstrukturelemente der Covid-19 RNS untersucht. 

Kapitel 1 behandelt den biochemischen Hintergrund für das Cd1-Riboschalter Projekt. Das erste  

Unterkapitel beschäftigt sich mit der Struktur der RNS. Hier wird vertieft auf 

Sekundärstrukturelemente wie Helix, interne Schleifen, Stammschleifen und Basenpaarung sowie 

tertiäre Strukturelemente wie Dreierbasenpaare, Pseudoknoten und Tetraschleifenempfängermotive 

eingegangen. In Abschnitt 1.2 wird dargelegt wie c-di-GMP abhängig von der K+-Ionen Konzentration 

als Dimer oder G-Quadruplex vorliegt und mit welchen Proteindomänen c-di-GMP interagiert um 

regulatorisch aktiv zu werden oder auf- und abgebaut zu werden. Als nächstes folgt eine Übersicht 

der bekannten Riboschalter und ihrer Liganden sowie eine Erklärung des transkriptionellen 

Regulationsmechanismus und der cotranskriptionellen Faltung. Im Abschnitt „Riboschalter der 

sekundären Botenstoffe“ wird  dargelegt, wie die Architektur der Riboschalter für die sekundären 

Botenstoffe c-GAMP, c-di-AMP und ZMP aufgebaut ist. Im folgenden Abschnitt wird die Architektur 

der bekannten c-di-GMP Riboschalter erklärt und die bisherigen Untersuchungen an c-di-GMP 

Riboschaltern in anderen Bakterien außer C.Difficile zusammengefasst. Es folgt eine Übersicht des 

bisherigen Stands der Forschung, die an c-di-GMP Riboschaltern in C.Difficile durchgeführt wurde. 

In Kapitel 2 werden die verwendeten Methoden und Protokolle zur Herstellung von DNS Vorlage, für 

die Transkription, sowie RNS Präparation, Aufreinigung und Qualitätskontrolle erläutert. Des 

weiteren werden die während der Arbeit verwendeten Messmethoden wie ITC und NMR-

Spektroskopie erläutert. Die DNS Vorlagen verschiedener Längen wurden durch selektive Methoxy-

Primer mittels PCR, mit Plasmid als Vorlage, hergestellt. Aus der DNS Vorlage wurde nach 

Optimierung der Transkriptionsbedingungen mittels T7-Polymerase RNS transkribiert. Die erhaltene 

RNS wurde durch zentrifugale Konzentration, DEAE-Säule und HPLC aufgereinigt. Die Länge und 

Sauberkeit von DNS wurde mittels Agerose- und PAA-Gelelektrophorese überprüft. Für RNS wurden 

denaturierende und natürliche PAA-Gelelektrophorese verwendet. Die Konzentration der RNS wurde 

durch UV/VIS-Spektroskopie am NanoDrop™ ermittelt. Zur Bestimmung von KD, KON und KOFF Raten 

der c-di-GMP Bindung wurde ITC eingesetzt. Um die Struktur der hergestellten RNS Konstrukte zu 
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untersuchen, wurde NMR-Spektroskopie als Methode eingesetzt. Daher wird in den Unterkapiteln ab 

2.7 dargelegt, welche Signale für verschiedene Pulssequenzen in  der Iminoregion von RNS zwischen 

9 und 15 ppm, zu erwarten sind. Als Pulssequenz wurden jump and return 1H-1D, jump and return 

NOESY, 1H/15N-HSQC, 1H/15N-HMQC, 1H/15N-TROSY und 1H-xfilter Experimente eingesetzt. Jump and 

return 1H-1D dienen vor allem als schnelle Messung um Veränderungen im 1H-NMR-Spektrum von 

RNS zu beobachten. Bei allen Pulssequenzen mit einem jump and return Element dient dies zur 

Unterdrückung des Wassersignals. Die 1H/1H-NOESY Pulssequenz ist eine zentrale Messmethode in 

der Aufklärung der Sekundärstruktur der RNS, da durch sie Protonen in bis zu 5 Å Abstand 

miteinander korreliert werden. Dies ermöglicht die sequenzielle Zuordnung von helicalen Strukturen 

in der RNS. 1H/15N-HSQC, 1H/15N-HMQC und 1H/15N-TROSY dienen im RNS Kontext der Korrelation 

von Protonen- und Stickstoffsignalen und der damit einhergehenden Unterscheidung von Guanin 

und Uridin Signalen. X-filter Elemente dienen in einer Pulssequenz dazu, die Signale von an Isotop 

markierten Atomen gebundenen Atomen auszufiltern oder zu selektieren, so dass diese Signale leicht 

zugeordnet werden können. Abschließend wird beschrieben, wie die Simulation aufgebaut wurde, 

durch die der zeitliche Verlauf der Cd1 Schaltung modelliert wurde.      

Kapitel 3 behandelt die Ergebnisse die bei der Untersuchung des Cd1-Riboschalters erreicht wurden 

und die Diskussion dieser gegeneinander und anhand der Literatur. In Unterkapitel 3.1.1 wird 

gezeigt, dass die Bindung von c-di-GMP an das Cd1-Aptamer ein konzentrationsabhängiges 

Magnesiumverhältnis braucht. Dieses Verhältnis wurde ausgehend von initialen Messungen als 1/40 

(RNS/Ligand) bestimmt. Spätere ITC Messungen geben aber Hinweise darauf, dass dieses Verhältnis 

bei niedrigen RNS Konzentrationen höher liegt und bei größeren RNS Konzentrationen niedriger. Die 

Bestimmung des Start- und Endpunktes der c-di-GMP Bindung wird in Unterkapitel 3.1.2 behandelt. 

Es wurde ermittelt, dass Cd1 bei 83 Nukleotiden eine alternative schwach Ligand bindende 

Konformation einnimmt, die wahrscheinlich durch eine P1 Helix bis zum Erreichen von Cd1-87 

stabilisiert wird. Ab Cd1-87 bildet sich die reguläre von der Literatur vorhergesagte Bindetasche. Das 

Ende der c-di-GMP Bindung wird mit Cd1-148 erreicht, auch wenn hier noch Reste der 

Reportersignale für Bindung zu sehen sind. Diese Reste werden aber aller Wahrscheinlichkeit nach 

durch eine Cd1-83 entsprechende Konformation der Bindetasche erzeugt. In Kapitel 3.2 wird gezeigt, 

wie durch NMR Messungen die Zuordnung der Sekundärstruktur des Cd1-Riboschalters vollzogen 

wurde. Durch diese Messungen konnte bestätigt werden, dass in allen Längen eine P2 und P3 Helix 

vorhanden ist. Im Aptamer wird die Ligandbindung durch zwei Interaktionen zwischen P2 und P3 

stark stabilisiert und der untere Abschnitt der P3 erst dann nicht mehr dynamisch, wenn c-di-GMP 

gebunden wird. Durch x-filter Experimente und Mutationen konnte nachgewiesen werden, dass C87 

das basenpaarende Nukleotid an einem G des Liganden ist. Die Anwesenheit des HP1 Stamms konnte 

in den Längen 147, 148 und 160 nachgewiesen werden, wobei besonders der Vergleich der NOESY 

Spektren von Cd1-147 und Cd1-148 die Änderung der Sekundärstruktur hin zum Antiterminator 

zeigen. Der Verlauf der Bindungsaffinitäten wurde auch durch ITC Messungen an Cd1-83, 86, 87, 88, 

135 und 146 bestätigt. Für die volle Länge (Cd1-160) des Riboschalters konnte gezeigt werden, dass 

der Terminatorstamm ausgeformt ist. Die erreichten Ergebnisse wurden in einem Modell 

zusammengefasst und der zeitliche Verlauf der Cd1 Regulation simuliert. Die Simulation wird in 

Kapitel 3.3 beschrieben. Aus der Simulation ist zu erkennen, dass Cd1, wie erwartet, Ligand abhängig 

schaltet. Dabei ist der Aus-Zustand bei hoher Ligandkonzentration zu 90% populiert und der An-

Zustand zu 100% bei niedriger Konzentration. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die 

Transkriptionsgeschwindigkeit bei hohen Ligandkonzentrationen einen starken Einfluss auf die 

Regulationseffizienz des Riboschalters hat. So ist bei einer Transkriptionsgeschwindigkeit von 

100 nt/s nach 1 s eine Gleichverteilung von An- und Aus-Zustand zu erkennen. Dieses Verhalten kann 

durch einen Stopp der Transkription an der potentiellen Pausierstelle U141-145 aufgehoben werden. 

Unter den Rahmenbedingungen des Modells erwiesen sich Transkriptionsgeschwindkeiten von um 
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die 20 nt/s als optimal und bei niedrigen Ligandkonzentrationen hatte die 

Transkriptionsgeschwindigkeit faktisch keine Auswirkungen auf die Regulation. Ein interessantes 

Ergebniss der Modellierung ergab sich aus der Notwendigkeit der Verwendung einer Rate für 

konkurrenzlose Basenpaarschließungen. Hier konnte gezeigt werden, dass eine Rate von 400 nt/s 

ausreicht um einen voll funktionsfähigen Riboschalter zu beschreiben. Die Diskussion der 

Funktionsweise des Cd1-Riboschalters wird mit einem Ausblick in Kapitel 3.4 abgeschlossen. Hier 

werden Möglichkeiten diskutiert, wie das Verständnis der Struktur durch NMR, Kristallographie oder 

Cryo-EM verbessert oder Cd1 in einen Binder für andere cyklische sekundäre Botenstoffe 

transformiert werden kann. Weiterhin wird auf die Möglichkeiten eingegangen, das kinetische 

Modell durch Messungen mittels fotogeschützter RNS oder Liganden zu verfeinern.                

In Kapitel 4 werden die Hintergründe, Methoden und Ergebnisse des 19F Screenings von 101 

Fragmenten, die alle ein oder mehrere 19F Atome besaßen, an Cd1-98 dargestellt. Es werden kurz die 

gängigen Screeningstrategien erläutert und die Unterschiede zur verwendeten Fragmentstrategie 

erklärt. Im Anschluss werden die Quantifizierung und die Messung der T2-Relaxation NMR 

Experimente erläutert, auf die Zusammensetzung der NMR Proben wird eingegangen. Insgesamt 

wurden 9 Fragmente gefunden die an Cd1-98 binden. Diese sind größtenteils planar mit Ausnahme 

von 2 Fragmenten bei denen die eine Hälfte des Moleküls nicht aromatisch ist. Des Weiteren 

besitzen alle Fragmente, außer einem, mindestens eine Aminogruppe im Molekül. Die daraus 

resultierende Vermutung, dass die Fragmente in die RNS interkalieren, konnte durch RNS 

beobachtende NMR Messungen nicht überprüft werden, da keine Signaländerung im Imino-Bereich 

zu erkennen war. Durch Verdrängungsexperimente konnte gezeigt werden, dass die Fragmente, 

nicht wie c-di-GMP, die RNS Faltung homogenisieren und auch nicht in der Bindetasche gebunden 

werden. 

Kapitel 5 behandelt die Vermessung eines RNS Doppelstrangs, der mit einem kovalent eingebauten 

Spiropyran, das durch drei unterschiedliche Verbindungsstücke mit der RNS verbunden ist, 

modifiziert wurde. Es wird auf veröffentlichte Literatur eingegangen, die sich mit der 

Fotomodifikation von biologischen Systemen beschäftigt. Diese enthält zu großen Teilen Studien in 

denen nicht reversible Lichtschaltung eingesetzt wurde. Als durch Licht schaltbare Gruppen wurden 

in diesen Studien Perylen, O-Nitrobenzyl, p-Hydroxyphenacyl, Coumarinyl-4-methyl, Benzoin, 

Nitroindoline, Perylene, Rutheniumkomplexe und Nitrophenylethyle eingesetzt. Modifikationen zur 

reversiblen Fotoschaltung von RNS Systemen werden bevorzugt an oder als Ersatz für die Nukleobase 

angebracht. Dabei wurden bereits erfolgreich Spiropyrane, Azobenzole, Diarylethene, Stilbene und 

Hydrazone eingesetzt. Um den Einfluss der drei unterschiedlichen Verbindungsstücke, Serinol, 

Threoinol und Aminoglycol, auf die Struktur des RNS Doppelstrangs zu bestimmen, wurden diese mit 

einem Serinolkonstrukt verglichen, bei dem das Spiropyran durch eine Acetyl-Gruppe ersetzt wurde. 

Im unbelichteten Zustand wurde festgestellt, dass in 5´und 3´ Richtung zwei A:U Basenpaare rund um 

die Modifikation gestört sind. Des Weiteren wurde gezeigt, dass im Aminoglycolkonstrukt eine 

Haupt- und eine Nebenkonformation vorhanden ist. Nach Belichtung wurde festgestellt, dass mit 

keinem der gemessenen Konstrukte eine vollständige reversible Doppelstrangfaltung vollzogen 

werden konnte, was wahrscheinlich auf eine mangelnde Integration von Verbindungsstück und 

Spiropyran in die Sekundärstrukturabfolge zurückzuführen ist. Im Ausblick werden die Implikationen 

dieses Befundes diskutiert. Als wichtigster Punkt ist festzuhalten ist, dass das Aminoglycolkonstrukt 

den größten Effekt bei der Fotoschaltung aufwies. Künftig könnte es günstiger sein, den Fotoschalter 

starrer in ein RNS Konstrukt einzubauen, um so eine Positionierung in der Helix zu forcieren. 

In Kapitel 6 wird die Studie von zwei Sekundärstrukturelementen, 5_SL1 und 5_SL7, aus dem 5´-UTR 

(untranslatierte Region) der COVID-19 RNS dargestellt. Diese Studie erfolgte im Rahmen der COVID-

19-NMR Initiative mit vielen internen und externen Kollegen. Die 5´-UTR der SARS-CoV-2 Viren 
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besteht aus 8 Stammschleifenstrukturen, die wichtige regulatorische Funktionen übernehmen. So 

werden von der ersten Stammschleifenstruktur Langreichweiteninteraktionen in die 3´-UTR 

vermittelt und so regulatorisch in die Virusreplikation eingegriffen. Mutationen an 5_SL1 hatten 

immer Störungen in der Virusreplikation oder tote Viren zur Folge. Ein interessanter Mechanismus 

befindet sich in ORF1. Hier wird durch die Strukturen at-HP (Abschwächerhaarnadel) und PK 

(Pseudoknoten), eine Leserahmenverschiebung um ein Nukleotid gesteuert. In diesem Projekt 

wurden andere Protokolle, als im Cd1 Projekt, zur RNS Herstellung verwendet. Daher wird auf diese 

Änderung noch einmal in einem Methodenteil eingegangen. Da für einige der vermessenen 

Strukturelemente später Strukturrechnungen folgen, wurden einige neue Pulssequenzen wie HNN-

COSY oder TOCSY verwendet. Beim HNN-COSY werden die Atome in einer basengepaarten 

Wasserstoffbrücke über 1J und 2J Kopplungen direkt miteinander korreliert. In Pulssequenzen mit 

TOCSY Elementen werden alle Protonen eines Spinsysthems miteinander korreliert. Für 5_SL1 

konnten über NOESY, 1H/15N-TROSY, und HNN-COSY die GH1, UH3, GN1, GN3  und die 

basenpaarenden AN1 und CN3 Atome komplett zugeordnet werden. Aus den NOESY Daten konnten 

ebenfalls alle basengepaarten CH41/CH42 Protonen zugeordnet werden. Die Zuordnung aller AH2 

Protonen und verbundenen N3 und N1 Resonanzen geschah über lr-1H/15N-HMQ Messungen. Aus 

den 1H/1H-TOCSY Messungen konnten alle H5/H6 Signale für Uridine und Citidine zugeordnet 

werden. Insgesamt konnten für SL_1 zwei helicale Bereiche zugeordnet werden. Für die Zukunft 

verbleiben  die Ausbuchtung zwischen den zwei Helixes und die Schleife der Haarnadelstruktur sowie 

die 13C Zuordnung. Für das Konstrukt 5_SL7 konnte nur eine, weitaus unvollständigere Zuordnung 

erreicht werden. Insgesamt konnten GH1, UH3, GN1, GN3, AN1, CN3, AH2, AN1, AN3, CH41 und H42 

für ein Viertel der Atome, der langen helicalen Struktur von SL7, eindeutig zugeordnet werden. Dies 

liegt vor allem daran, dass Anfang und Ende der Helix sequenziell komplementär sind und so zwei der 

gefundenen NOESY Pfade nicht eindeutig zuzuordnen waren. Des Weiteren gibt es instabile 

Abschnitte in der Struktur von SL7, wahrscheinlich daraus folgend, besetzt SL7 zwei leicht 

verschiedene Konformationen, was für Signalverdopplung und -überlagerung sorgt.  
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1 Biochemischer Hintergrund 

1.1 Die Struktur von RNS 

Als primäre Struktur der Ribonukleinsäure (RNS) wird die Abfolge der einzelnen Nukleotide 

bezeichnet. Ein Nukleotid besteht dabei aus einer Nukleobase, die durch einen Zucker mit einer 

Phosphatgruppe verbunden ist. RNS wird durch eine RNS-Polymerase von der archivierten DNS in 

RNS überschrieben und besteht aus den Nucleobasen Guanin (G), Adenin (A), Cytosin (C) und Uracil 

(U). DNS besteht dagegen aus Guanin, Adenin, Cytosin und Thymin (T). Ein weiterer Unterschied von 

RNS zu DNS ist die Zuckereinheit, die an die einzelnen Nucleobasen gebunden ist, um ein Nucleosid 

zu formen. Ist in DNS Desoxyribose verbaut, so ist es in RNS die Ribose. Diese beiden Zucker 

unterscheiden sich nur darin, dass die Ribose eine OH Gruppe an der 2´ Position besitzt. Dieser kleine 

Unterschied ermöglicht der RNS allerdings eine größere strukturelle Flexibilität als der DNS. Diese 

strukturelle Flexibilität ist auch nötig, damit die RNS ihre zahlreichen Aufgaben im Stoffwechsel 

übernehmen kann. Dient die DNS nur als Archiv der Erbinformation, ist RNS als Regulator, Co-Faktor, 

Informationsträger und Katalysator aktiv. Die strukturelle Vielfalt der RNS wird allerdings mit einer 

deutlicheren Instabilität der RNS erkauft. Durch die 2´-OH Gruppe kann es zu einer Addition des 

Sauerstoffs an das Phosphoratom, der Phosphatgruppe des vorausgegangenen Nucleotides, 

kommen. In dieser sogenannten Inline-Konformation kommt es zu einer Abspaltung der 

Phosphatgruppe vom vorausgegangenen Nucleotid und der Ausbildung einer Phosphatbrücke 

zwischen dem 2´ und 3´ Sauerstoff des angreifenden Nucleotids, was einen Bruch des RNS-Strangs 

bedeutet. Diese Reaktion wird durch Mg2+-Ionen, wie sie in vielen Puffern und Zellen vorkommen, 

begünstigt2.     

 

1.1.1 Die sekundäre Struktur der RNS 

Durch die Ausformung von Basenpaaren beginnen sich strukturierte Abschnitte in der RNS zu 

formen. Diese strukturierten Abschnitte können verschiedene Formen annehmen, die in den 

folgenden Unterkapiteln diskutiert werden. Prinzipiell können sich Basenpaare an drei verschiedenen 

Seiten einer Nukleobase formen, Watson-Crick-Seite, Hoogsteen-Seite und Zucker-Seite3. Neben den 

zwei, bei weitem am häufigsten vorkommenden, Watson-Crick Basenpaaren G:C und A:U,  kommen 

in RNS auch seltenere Basenpaare regelmäßig vor, was weiter zu der strukturellen Vielfalt von RNS 

beträgt. Das am häufigsten vorkommende nicht Standard Basenpaar ist das, über die Watson-Crick 

Seite interagierende, G:U Basenpaar. Zwischen G und U werden zwei Wasserstoff-brücken 

ausgebildet. Des weiteren weisen G:U Basenpaare eine, mit dem A:U Basenpaaren vergleichbare, 

thermodynamische Stabilität auf. G:U Basenpaare sind in vielen funktionellen RNAs wie tRNA oder 

dem Gruppe I selbst schneidendem Intron an essenziellen Positionen vorhanden und über zahlreiche 

Organismen konserviert4. 
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Durch den geometrischen Aufbau des G:U Basenpaares werden einzigartige Eigenschaften für die 

lokale Struktur der RNS erzeugt. So wird eine ungebundene Aminogruppe in der kleinen Furche für 

Interaktionen verfügbar, die bei einem G:C Paar in einer Wasserstoffbrücke gebunden wäre. In der 

großen Furche wird, durch Guanin N7, O6 und Uridin O4, eine partiell negativ geladene 

Bindungsstelle für Metallionen geschaffen4. Andere, bei weitem instabilere, Paarungen wie G:G, U:U 

oder A:C können ebenfalls in RNS beobachtet werden, doch sind diese meist eher in flexiblen 

Abschnitten der RNS Struktur zu finden. 

 

1.1.2 Die Helix 

RNS liegt in den meisten Strukturen vorwiegend in einer A-Helix vor. Die A-Helix besteht aus zwei 

antiparallelen Abschnitten der RNS, die sich in einer rechtsdrehenden Spirale zusammengefügt 

haben. Durch die unterschiedliche Distanz zwischen der 3'- und der 5'-Positionen entlang der Kanten 

eines Basenpaares, entsteht ein ungleichmäßiger Abstand zwischen den Phosphatrückgraten der 

beiden Stränge. Es kommt zur Bildung einer kleinen und einer großen Furche. Durch die Bindung von 

zwei, zuvor weitestgehend frei beweglichen, RNS Abschnitten in die weitaus unflexiblere Struktur 

einer Helix wird viel Entropie eingebüßt, was ungünstig für die Thermodynamik der Faltung ist. RNS 

kann in einer Helix weit weniger mit dem umgebenden Wasser interagieren, als in einer geöffneten 

Konformation. Daher kann der Entropieverlust, durch das Falten einer Helix, teilweise durch einen 

Gewinn an Entropie durch das frei werdende Wasser wieder ausgeglichen werden. Um nach der 

Faltung ein niedrigeres Energieniveau einzunehmen, braucht es weitere Faktoren, die die Ausbildung 

einer Helix energetisch begünstigen. Die zwei Faktoren, die diese Aufgabe in einer RNS/DNS Helix 

erfüllen, sind die van-der-Wals-Anziehung der übereinander liegenden Basenpaare und die 

Wasserstoff-Brückenbindungen in den Basenpaaren. Der Bindungswinkel zwischen dem C1´ Zucker 

Atom und der Base beträgt für G:C und A:U Basenpaare in einer regulären A-Helix ca. 54° für jede der 

Basen. Durch die Einführung eines G:U Basenpaares wird diese einheitliche Geometrie gestört, da in 

Abbildung 1: a) Benennung der einzelnen Seiten einer Nukleinbase über die Basenpaare geformt werden 
können. b) Schematische Darstellung der gängigsten Sekundärstrukturmotive in RNS c) Repräsentation der 
drei häufigsten Basenpaare in RNS.  
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einem G:U Paar die Bindungswinkel zwischen dem C1´ Zuckeratom und der Base beim G ca. 40° und 

ca. 65° beim U betragen4. 

1.1.3 Stamm-Schleifen 

Die Stamm-Schleifen-Struktur oder Haarnadelstruktur (Abb.1 b) besteht aus einer Helix, deren 

beiden RNS Abschnitte durch eine Schleife bestehend aus 2-14 Basen verbunden sind. Anfang und 

Ende der Schleife wird durch das erste geformte Watson-Crick-Basenpaar definiert. Dieses 

Abschlussbasenpaar ist ein entscheidender Faktor für die Stabilität der Schleife. Die stabilsten, 

häufigsten und am weitesten erforschten Stamm-Schleifen-Strukturen besitzen vier Basen in der 

Schleife5. Stamm-Schleifen-Strukturmotive werden nach der Abfolge und Anzahl der Basen in der 

Schleife benannt. Die beiden häufigsten und stabilsten Motive für die Viererschleifen sind die Motive 

GNRA und UNCG. Wobei N für G, A, U oder C und R für G oder A steht5,6. Bei den UNCG Motiven ist 

UUCG die mit Abstand stabilste Viererschleifen Sequenz6, was vor allem daran liegt, dass sich 

zwischen G-5´ und U-3´ ein zusätzliches Basenpaar ausbildet.7. GNRA Schleifen sind vor allem für ihre 

Rolle in der Erkennung und Bindung von Proteinen und RNS bekannt. Durch eine bei 80% aller GNRA 

Schleifen ähnliche Geometrie, die U-Wende, wird die Watson-Crick-Seite von Base 2-4 für 

Interaktionen mit Molekülen außerhalb der Schleife bereitgestellt8.         

   

1.1.4 Interne Schleifen 

Interne Schleifen sind Abschnitte zwischen zwei helicalen Teilen in der RNS Struktur, bei denen keine 

Watson-Crick-Basenpaare vorliegen. Diese Bereiche liegen somit meist schwach oder komplett 

ungepaart vor (Abb.1 b). Interne Schleifen können symmetrisch oder unsymmetrisch vorliegen. Bei 

symmetrischen internen Schleifen sind auf beiden gegenläufigen Abschnitten der RNS die gleiche 

Anzahl an Basen ungepaart. Symmetrische interne Schleifen mit drei Basen, die A:G und UU 

Fehlpaarungen bilden können, besitzen dabei eine größere Stabilität als interne Dreierschleifen, die 

nur  A:A, C:C, A:C oder U:C Basenpaare ausgebilden können9. Unsymmetrische interne Schleifen 

besitzen auf einer der beiden RNS Abschnitte kein oder zumindest eine Base weniger als der 

Gegenstrang. Durch diese ungepaarten Basen können unsymmetrische interne Schleifen als 

Scharnier fungieren und Richtungsänderungen in ansonsten geraden helicalen Abschnitten 

erzeugen5,10. Da in internen Schleifen per Definition keine stabile Basenpaarung stattfindet, werden 

diese Abschnitte vor allem durch Stapelinteraktionen zwischen den Basen und einzelne nicht 

kanonische Wasserstoffbrücken stabilisiert. Die Basenstapelung ist zwar die stärkste stabilisierende 

Wechselwirkung in internen Schleifen, doch ist die häufigste dynamische Bewegung der Basen in 

internen Schleifen das Ausklappen aus der gestapelten Konformation. Mit steigender Mg2+ 

Ionenkonzentration wird die gestapelte Konformation deutlich häufiger populiert. Der Winkel mit 

dem zwei Helices gegeneinander verkippt sind, hängt dabei im Wesentlichen von der Länge der  

unsymmetrischen internen Schleifen und der Salzkonzentration ab. In erster Näherung wird der 

Kippwinkel mit steigender Schleifenlänge und sinkender Mg2+ Konzentration größer, was 

wahrscheinlich durch eine größere konformationelle Flexibilität, durch die steigende Anzahl an 

ungepaarten Basen und einer besseren Interaktion mit Mg2+ Ionen sowie einer Öffnung der 

Basenstapelung, zu erklären ist11,12. Weitere Faktoren, die die Konformation einer internen Schleife 

bestimmen, sind die Basenpaarsequenz und die Länge der 5´ und 3´angeschlossenen Helices13. Die 

flexible Struktur und die freie Verfügbarkeit von Akzeptor- und Donor-funktionellen-Gruppen in 

internen Schleifen macht sie auch zu einem Ziel für RNS bindende Liganden und deren 

Entwicklung14,15.    
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1.1.5 Einzelsträngige RNS Abschnitte 

Einzelsträngige RNS Abschnitte fungieren als wichtige Verbindungselemente in RNS Strukturen und 

werden als ein sehr flexibler Abschnitt der RNS Struktur betrachtet. Genauere Untersuchungen der 

Konformation von einzelsträngigen RNS Abschnitten, die auf das 3´-Ende einer Helix folgen, konnten 

zeigen, dass die ersten zwei Basen stabil an das Ende der Helix gestapelt sind. Durch diese 

Wechselwirkung wird das Ende der Helix Struktur stabilisiert. Die nachfolgenden Basen des 

Einzelstranges weisen eine hohe Flexibilität auf, sind aber im Durschnitt in der Form einer A-Helix 

angeordnet. Die größte dynamische Bewegung des Einzelstranges besteht aus einem Verlassen der 

koaxialen Anordnung mit der Helix, wobei allerdings die annährend helicale Anordnung der Basen 

beibehalten wird. Am 3´-Ende des Einzelstrangs sind die Basen deutlich mobiler als am 5´-Ende, da 

hier das RNS Konstrukt endet16,17.             

 

1.1.6 Die Tertiäre Struktur der RNS 

Tertiäre Struktur Interaktionen verbinden Sekundärstrukturelemente untereinander und formen so 

die finale dreidimensionale Struktur der RNS. Diese finalen Interaktionen ermöglichen erst den 

Aufbau einer funktionalen RNS-Struktur. Dabei werden funktionale Gruppen, die noch nicht über 

Wechselwirkungen in der Sekundärstruktur abgesättigt wurden, verbaut und so die RNS weiter 

stabilisiert.  

 

1.1.7 Mehrfachübergänge 

Mehrfachübergange entstehen in Bereichen der RNS in dem mehr als zwei helicale Abschnitte 

aufeinandertreffen. Diese Helices werden durch einzelsträngige RNS Abschnitte miteinander 

verbunden, wobei die Verbindung im Minimalfall nur aus dem Phosphatrückgrat zwischen zwei 

Basen, die in einer jeweils anderen Helix verbaut sind, bestehen kann. Die am häufigsten 

vorkommenden mehrfachen Übergänge beinhalten 3 oder 4 Helices. Mehrfach Übergänge sind ein 

wichtiger struktureller Knotenpunkt für die RNS, da hier Sekundärstrukturelemente zwangsweise im 

Raum angeordnet werden müssen18. Eine typische Interaktion, die durch Mehrfachübergänge 

ermöglicht wird, ist das koaxiale Stapeln zweier Helices, wie es z. B. in der Struktur der tRNS 

beobachtet werden kann5,19. Beim koaxialen Stapeln von zwei Helices formen diese faktisch eine 

lange Helix, bei der beide Helices über Basenstapelung Ende zu Ende verknüpft sind. Für 

Mehrfachübergänge aus drei Helices stapeln üblicherweise Helices mit einem Übergang aus 0 

Nukleotiden aneinander, wenn die dritte Helix eine längere Verbindung aufweist. Ist die Verbindung 

zwischen allen drei Helices gleichlang, bestimmt die günstigste Stapelenergie die Interaktion der 

Helices18,20. 

 

1.1.8 Dreier Basenpaarung und Bindung in die kleine Furche: A-klein Motiv 

Zu den häufigsten Tertiärinteraktionen in RNS gehört die A-klein Bindung. Namensgebend für diese 

Interaktion ist die Ausformung von Kontakten eines Adenins in die kleine Furche einer Helix in einem 

anderen Abschnitt der RNS. Bei diesen Kontakten können vier verschiedene Geometrien an 

Tripelbasenpaaren mit den Standard Watson-Crick-Basenpaaren ausgebildet werden, die sich jeweils 

durch die Orientierung der 2´OH Gruppe am Adenin unterscheiden (Abb.2) 18,21.   
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1.1.9 Langreichweiteninteraktionen: Pseudoknoten und verbundene Schleifeninteraktionen  

Pseudoknoten bilden sich zwischen den ungepaarten Schleifen Nukleotiden einer 

Stammschleifenstruktur und einem komplementären RNS Abschnitt über Watson-Crick-Basenpaare. 

Aus dieser Interaktion entsteht eine neue kurze Helix, die sich koaxial zur Stammschleifenstruktur 

anordnet18. Verbundene Schleifeninteraktionen entstehen durch Watson-Crick-Basenpaarung 

zwischen den ungepaarten Schleifennukleotiden zweier Stammschleifenstrukturen. Für diese Art der 

Interaktion zwischen zwei verschiedenen Stammschleifenstrukturen reicht schon die Ausformung 

von zwei Basenpaaren zwischen den Schleifen18.   

 

1.1.9.1 Tetraschleifenempfängermotive 
Tetraschleifenempfängermotive sind eine häufige Wechselwirkung mit der RNS Tertiärstrukturen 

stabilisiert werden. Dabei binden Nukleotide aus der Schleife einer Haarnadelstruktur an spezifische 

helicale Bereiche in der RNS. So wird im 11-Nukleotid-Motiv eine spezielle Helixsequenz, die unter 

anderem zwei 1 Nukleotide Schleifen und ein G:U Basenpaar enthält, für die Erkennung und Bindung 

von GAAA Schleifen benötigt (Abb.3 a). Beim IC3 Motiv handelt es sich um eine leichte Abwandlung 

des 11-Nukleotid-Motivs, das so eine Bandbreite von GNRA-Schleifen binden kann (Abb.3 b) 22. Durch 

die spezielle U-Wende Geometrie der GNRA-Tetraschleifen ist es möglich, dass zwei U-Wende 

Motive miteinander interagieren, indem eine Base einer Schleife an die vierte Position in der anderen 

GNRA Schleife interkaliert, diese Interaktion ist als T-Schleife bekannt (Abb.3 c)18.  

 

Abbildung 2: Basenpaarungsmuster des A-klein Motives wie sie in H. marismortui 50S gefunden wurden18.  
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1.2 Der Sekundär Botenstoff c-di-GMP 

Primärbotenstoffe sind Signalmoleküle, die an Rezeptoren von Zellen oder Bakterien von außen 

andocken. Dabei dringen sie allerdings nicht in den Innenbereich von Zellen oder Bakterien vor. 

Sekundärbotenstoffe sind die Signalmoleküle im Inneren von Zellen und Bakterien. Diese werden 

nach dem Andocken der primären Botenstoffe ausgeschüttet um Änderungen im Stoffwechsel 

auszulösen. In Bakterien sind sekundäre Botenstoffe besonders mit der Anpassung der Lebensweise 

von Bakterien auf äußere Umstände assoziiert23. Die von c-di-GMP (Abb. 4) beeinflussten 

Lebensstiländerungen sind im Bereich der bakteriellen Beweglichkeit zu finden. C-di-GMP ist ein 

wichtiger Regulator beim Wechseln von einzelnen schwimmenden zu Kolonie oder Sporen bildenden 

Bakterien24. Um in diesen Lebensstiländerungen regulatorisch aktiv wirken zu können, muss c-di-

GMP von zahlreichen Proteinen 

und RNS Sequenzen gebunden 

werden. Protein Domänen die c-

di-GMP, vor allem als Teil eines 

größeren Proteinkomplexes 

binden, sind PiLZ, GGDEF, EAL 

und HD-GYP. GGDEF dient dabei 

in Proteinkomplexen als 

Diguanylatcyclase (DGC) deren 

Aktivität von anderen Proteinen 

im Komplex reguliert wird25. 

Diguanylatcyclase verbinden 

monomeres GTP zu c-di-GMP. 

Die EAL-Domäne fungiert als 

Phosphodiesterase (PDE) und 

baut somit c-di-GMP ab26. Es 

finden sich Proteinkomplexe die 

sowohl GGDEF als auch EAL 

zugleich beinhalten wie das 

Beispiel von Sbal_3235 aus 

Shewanella baltica zeigt27. HD-

GYP ist eine weitere 

Proteindomäne die c-di-GMP 

abbaut. Dabei wird in einem 

Abbildung 4: C-di-GMP und seine verschiedenen Polymere sind 
abhängig von Li+ und K+ Ionen Konzentration. 

Abbildung 3: Tetraschleifen Empfänger Motive a) 11-Nukleitid-Motiv Abbildung entnommen aus 18  b) IC3-
Motiv aus tRNALeu von cyanobacterium Synechococcus PCC 6301172  N= A,G,C oder U R = A oder G c) T-
Schleifen Motiv aus der RNase P Spezifitätsdomäne, PDB ID 1NBS Abbildung entnommen aus 18    
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ersten Schritt c-di-GMP zu pGpG zerlegt und im zweiten pGpG zu zwei GMP Molekülen. Bei 

Untersuchungen von HD-GYP Proteinen aus Pseudomonas aeruginosa wurde festgestellt, dass pGpG 

als alternatives Substrat zu c-di-GMP verwendet werden kann und sogar eine höhere Affinität 

aufweist28. Insgesamt sind GGDEF-, EAL- und HD-GYP-Domänen in Bakterien omnipräsent. In der DNS 

angelegt können, je nach Bakterium, oft  dutzende Proteine gefunden werden, die eine oder 

mehrere unterschiedliche  der c-di-GMP verarbeitenden Domänen enthalten. So werden für 

Clostridium difficile 18 unterschiedliche DGC und 19 unterschiedliche PDE Enzyme angenommen29. 

PiLZ wurde als eine der ersten c-di-GMP bindenden Domänen entdeckt und scheint außer c-di-GMP 

Bindung keine weitere Funktion zu besitzen. PiLZ dient somit als neutraler Rezeptor für c-di-GMP 

ohne direkt in den c-di-GMP Stoffwechsel einzugreifen30. Durch NMR und Kristallographie konnte die 

Struktur der PiLZ-Domäne gelöst werden und so die komplexe Umfaltung entdeckt werden, die bei 

der Bindung von c-di-GMP an die PiLZ-Domäne geschieht31,32. C-di-GMP bindende Proteine dienen in 

zahlreichen Bakterien als Transkriptionsfaktoren und sind Bestandteil von komplexen 

Regulationsnetzwerken. Dabei wird die c-di-GMP Bindung oft nicht neu erfunden sondern bedient 

sich oft bekannter Motive wie PiLZ und EAL33. Neue Bindungsmotive lassen sich aber auch finden wie 

z.B. VpsT34 zeigt. Die bekannten Transkriptionsfaktoren und ihre Wirkungsweise sind in Tabelle 1 

zusammengefasst. C-di-GMP bindende RNS wird in Kapitel 1.5.1 und 1.5.2 beschrieben. Neben den 

weitreichenden regulatorischen Eigenschaften von c-di-GMP in Bakterien, weist dieses auch einige 

interessante chemische Eigenschaften auf. Als Dinukleotid kann c-di-GMP über das negativ geladene 

Phosphatrückgrat mit Metallionen interagieren. Abhängig von vor allem der Kalium-Ionen 

Konzentration liegt c-di-GMP als Monomer, Dimer oder G-Quadruplex vor35. G-Quadruplexe 

benötigen K+ zum Stabilisieren und können im Falle von c-di-GMP bis 75°C stabil sein36. Bei sehr 

hohen K+ Konzentrationen konnten für c-di-GMP oktamolekulare Komplexe in Form von zwei 

ineinander geschachtelten G-Quadruplexen nachgewiesen werden37.  

Transkriptionsfaktor Motiv Organismus Regulation 

Alg44  PilZ  
Pseudomonas 

aeruginosa  
Produktion von Alginat38,39  

PlzA  PilZ  
Borrelia 

burgdorferi 
Beweglichkeit, Infektiosität40,41 

DgrA  PilZ  
Caulobacter 

crescentus 
Beweglichkeit42 

BcsA  PilZ  
Gluconacetobacter 

xylinus 
Cellulosesynthase43,44  

PlzD  PilZ  Vibrio cholerae 
Beweglichkeit, Biofilm Bildung, 

Virulenz45 

MrkH PilZ  
Klebsiella 

pneumoniae 

mrkA Aktivierung,                   
Biofilm Bildung46 

FleQ  FleQ 
Pseudomonas 

aeruginosa 
Biofilm Bildung47 

FlrA FleQ Vibrio cholerae Flagellum Biosynthese48 

Clp  - 
Xanthomonas 

axonopodis 
Wahrscheinlich Virulenz49  

XcClp  
Interaktion zwischen DNS und 
c-di-GMP bindender Domäne 

Xanthomonas 

campestris 
Virulenz50,51  

Bcaml349  - 
Burkholderia 

cenocepacia 
Biofilm Bildung, Virulenz52  

FimX  EAL  
Pseudomonas 

aeruginosa 
Zuckende Beweglichkeit53–56  
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Transkriptionsfaktor Motiv Organismus Regulation 

PelD  RxxD  
Pseudomonas 

aeruginosa 
Exopolysaccharid Produktion57  

PopA  RxxD  
Caulobacter 

crescentus 
Fortschritt des Zellzykluses58,59 

PNPase  Unknown  Escherichia coli RNS Prozessierung60 

VpsT 
Interaktion zwischen VpsT 

und Dimer B 
Vibrio cholerae 

Extrazelluläre Matrix Produktion, 
Mobilität34 

VpsR unbekannt Vibrio cholerae Aktivierung von VpsT und aphA61 

BrlR BrlR Dimer 
Pseudomonas 

aeruginosa 

BrlR DNS bindung, Aktivierung 
Multi Medikamentenpumpen62 

 

Tabelle 1: Übersicht c-di-GMP bindender Transkriptionsfaktoren, ihre Bindungsmotive und ihre regulatorischen 

Auswirkungen. Tabelle erweitert und modifiziert nach C.D. Boyd and G. O'Toole (2012)33. 

1.3 Riboschalter 

Riboschalter sind Nukleotidsequenzen in der untranslatierten 5´-mRNA, die sich in unterschiedliche 

dreidimensionalen Strukturen falten können, um die Expression von auf der DNS sequenziell 

nachfolgenden  Proteinen zu regulieren. Ein Faltungszustand sorgt dabei für die Aktivierung der 

sequenziell nachfolgenden Genexpression, während ein anderer dieses verhindert. Das besondere an 

Riboschaltern ist, dass die Entscheidung, welche Faltungzustände eingenommen werden, von der 

Anwesenheit spezifischer niedermolekularer Moleküle abhängt63,64,65. Diese Liganden werden von 

Riboschaltern gebunden und sorgen für eine Umfaltung der dreidimensionalen Struktur, wodurch die 

Regulation erfolgt. Für die Liganderkennung ist nicht die gesamte Riboschalter-Sequenz im gleichen 

Maß notwendig. Riboschalter können formal in eine Ligand bindende Aptamerdomäne und eine 

regulierende Expressionplattform eingeteilt werden. Die Bindung des Liganden sorgt für eine 

Umfaltung  der Aptamerdomäne. Diese Umfaltung beeinflusst die Faltung der Expressionplattform, 

die so eine andere Konformation einnimmt. Wie die Umfaltung der Expressionplattform mit der 

Ligandbindung zusammenhängt, ist von Riboschalter zu Riboschalter unterschiedlich. Generell lässt 

sich das Ergebnis der Riboschalter Regulation aber als ein An oder Aus der Proteinexpression 

beschreiben. Als An-Schalter werden dabei Riboschalter bezeichnet, die bei Ligandbindung zu 

Genexpression führen. Als Aus-Schalter werden Riboschalter bezeichnet, die bei Ligandbindung die 

Genexpression verhindern. Eine weitere wichtige Unterscheidung im Regulationsmechanismus von 

Riboschaltern ist der Zeitpunkt an dem sie in der Genexpression wirksam werden. So werden 

translationale Riboschalter erst während des Ablesens der mRNA durch das Ribosom wirksam. Bei 

diesen geschieht die Regulation indem der Zugang zur Shine-Dalgarno-Sequenz blockiert oder 

geöffnet wird. So wird reguliert, ob das Ribosom überhaupt den Start eines zu translatierenden Gens 

erkennen kann. Transkriptionale Riboschalter werden dagegen schon während der Transkription von 

DNS zu RNS aktiv, indem die RNS-Polymerase von der DNS abfällt (Abschnitt 1.3.1). 

Riboschalter entfalten ihre regulatorische Wirkung auf der RNS Ebene, was ein energetischer Vorteil 

sein kann, wenn nicht erst Proteine hergestellt werden müssen, um den Stoffwechsel zu regulieren. 

Es wird davon ausgegangen, dass die Stoffwechselregulation über Riboschalter sich historisch 

teilweise weit vor der Proteinregulation entwickelt hat 66,67. Daher ist es bemerkenswert, dass sich 

Riboschalter vor allem in Prokaryoten finden, während dieser Regulationsmechanismus in 

Eukaryoten fast ausgestorben ist. In Prokaryoten lassen sich die Liganden für Riboschalter in sechs 

Kategorien unterteilen: Aminosäuren (Glycin, Lysin und Glutamin), Coenzyme (z.B. TPP und SAM), 



22 

Signalmoleküle (z. B. ZMP und c-di-GMP), Ionen (F+, Mg2+ und Ni2+Co2+), Nukleotidderivate (z.B. 

Adenin und Guanin) und Metabolite (z.B. Guanidin und GlcN6P)68 (Abb. 5). Bisher konnte der TPP-

Riboschalter als einziges in allen drei Domänen des Lebens gefunden werden69,70,71. Alle anderen 

Riboschaltersequenzen wurden bisher nur in Bakterien entdeckt. Wie in Abb. 5 zu sehen, sind 

Riboschalter, die Coenzyme wie TPP, AdoCbi und SAM regulieren, besonders weit verbreitet. AdoCbl 

(Adenosylcobinamid) Riboschalter sind dabei z.B. in Desulfitobacterium hafniense in der Regulation 

des Corrind-stoffwechsels beteiligt72. Der bekannteste Vertreter dieser Stoffklasse ist Vitamin B12. Da 

Vitamin B12 für viele Organismen eine lebenswichtige Bedeutung hat, ist es nicht verwunderlich, 

dass weitere Derivate des Corrindstoffwechsels, nämlich AqCbl (Aquocobalamin) und MeAqCbl 

(Methylcobalamin), als Ligand für weitere Riboschalter dienen73. FMN (Flavinmononukleotid) 

Riboschalter sind im Stoffwechsel von mehreren Bakterienklassen für die Kontrolle des Transports 

von Riboflavin (Vitamin B2) verantwortlich. Nachdem festgestellt wurde, dass das natürlich von 

Abbildung 5: Übersicht der Verteilung der einzelnen Riboschalterklassen im Genom von 36 Bakterienfamilien. Abbildung 
modifiziert aus Mccown et al. 2017 68. 
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Streptomyces davawensis produzierte RoF (Roseoflavin) antimicrobial wirkt74,75, wurden FMN 

Riboschalter auch als Ziel für die Antibiotika-Entwicklung erkannt.  THF (Tetrahydrofolsäure) ist ein 

Derivat der als Vitamin B9 bekannten Folsäure. Diese ist in allen Lebewesen essenziell für die 

Produktion von Methionin, Thymin und Purinen. Daher bieten auch die THF-Riboschalter ein 

lohnendes Ziel für die Entwicklung von Antibiotika76–78. Bisher sind zwei Klassen von THF 

Riboschaltern bekannt die entweder in grampositiv oder gramnegativen Bakterien vorkommen79. 

SAM (S-Adenosylmethionin) ist ein enzymatisches Substrat, das fast so häufig wie ATP in zahlreichen 

Stoffwechselprozessen eingesetzt wird und z.B zum Transfer von Methylgruppen dient80. Strukturell 

sehr ähnlich und ebenfalls am Schwefelstoffwechsel beteiligt ist SAH (S-Adenosylhomocystein). 

Daher müssen die in diesen Stoffwechselwegen eingesetzten Riboschalter beide Substrate gut 

voneinander unterscheiden können. Unter diesen Bedingungen haben sich alleine sechs 

unterschiedliche SAM-Riboschalter und interessanterweise nur ein SAH und sogar ein SAM-SAH 

Riboschalter entwickelt68,80. Weitere Coenzyme, die als Ligand für Riboschalter fungieren, sind MoCo 

(Molybdän Cofaktor) und WCo (Wolfram Cofaktor). Diese beiden Arten von Riboschaltern sind dabei 

strukturell eng verwandt, was für eine Evolution des einen Strukturmotivs aus dem anderen spricht. 

So unterscheidet sich der WCo Riboschalter nur durch das Fehlen der P3 Stamm-Schleife vom MoCo 

Riboschalter81. 

Riboschalter, die in der Regulation des Purin Metabolismus beteiligt sind, fallen in die Kategorie der 

Purin Riboschalter. Zu dieser Kategorie gehören Riboschalter, die Guanin, Adenin und 2′-
Desoxyguanosin binden. Während Guanin Riboschalter immerhin in einem Drittel aller 

Bakterienklassen vorkommen, sind Adenin Riboschalter nur noch in fünf Klassen zu finden. Der 2′-
Desoxyguanosin Riboschalter ist einer der seltensten Riboschalter überhaupt und wurde bisher nur in 

Mesoplasma florum gefunden68,82. Trotz der teilweise geringen Verbreitung dienen diese 

Riboschalter als Modellsysteme, um die Umfaltung und die Selektivität der Ligandbindung zu 

studieren, da alle drei Kategorien an Riboschaltern eng strukturell verwandt sind83–87. Die PreQ 

Riboschalter binden einen Vorgänger vom Nucleotid Queuosin. Dieses modifizierte Guanin wird in 

die t-RNA eingebaut und spielt somit eine essenzielle Rolle im Stoffwechsel so gut wie aller 

Lebewesen88. Das PreQ Aptamer-I ist besonders bemerkenswert, da es sich um eines der kleinsten 

bekannten Aptamere handelt82,89. 

Auch wenn Riboschalter als Vorgänger der Enzymregulation gelten, sind sie doch auch als 

Regulatoren im Aminosäure Stoffwechsel vertreten. Bisher sind nur drei von 20 Aminosäuren als 

Ligand für Riboschalter bekannt. Dies hängt wahrscheinlich zu großen Teilen damit zusammen, dass 

in grampositiven Bakterien, Aminosäuren, die bereits an t-RNS gebunden sind, von RNS-Elementen in 

der T-box erkannt werden, die spezifische t-RNS erkennen90. Glycin Riboschalter besitzen in den 

meisten Fällen zwei Bindestellen in der Aptamerdomäne. Wurde zunächst ein Kooperationeffekt bei 

der Bindung nachgewiesen91, stellt dieser Mechanismus wahrscheinlich ein Artefakt der Verkürzung 

des Riboschalters dar92. Die weit verbreitete Klasse der Lysin Riboschalter wurde zuerst 2003 in 

Bacillus subtilis entdeckt, wo sie für die Reduktion der Lysin Produktion sorgen, wenn genügend Lysin 

in der Umgebung vorhanden ist93,94. Glutamin Riboschalter sind vor allem in Cyanobakterien weit 

verbreitet. Dort sind sie ein wichtiger Teil des Regulationssystems der Glutaminsynthetase. Diese ist 

ein essenzielles Werkzeug dieser Bakterien, um Stickstoff aus der Umgebung aufzunehmen95,96. 

Magnesium ist eines der wichtigsten Ionen um RNS und Proteine korrekt zu falten. So kann z.B. die 

RNS-Polymerase ohne Magnesiumionen nicht funktionieren. Mg2+ kann dabei direkt gebunden 

werden oder bei z. B. RNS über kurzzeitige Bindung an das Phosphatrückgrat die Faltung 
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beeinflussen. Daher haben alle Lebewesen Mechanismen entwickelt, um die Mg2+ 

Ionenkonzentration in bestimmten Teilen der Zelle oder des Körpers genau zu regulieren. Die 

meisten Magnesiumriboschalter wurden in Bakterien vor Genen gefunden die für MgtE oder MgtA/B 

codieren. MgtE ist ein Mg2+ Kanal Protein und MgtA/B sind aktive Magnesiumtransporter97. Die M-

Box RNS, die diese Gene kontrolliert, scheint dabei schon auf sehr geringe 

Magnesiumkonzentrationen reagieren zu können, indem mehrere Mg2+ Ionen kooperativ gebunden 

werden und so die Präzision erhöht wird98.  

Dem weitverbreiteten Riboschaltermotiv yybP-ykoY konnte lange Zeit kein Ligand zugeordnet 

werden, obwohl es in 18 von 36 verschiedenen Bakterienklassen vorhanden ist68. Erst 2015 konnte 

diesem Riboschaltermotiv Mn2+ als Ligand zugeordnet und die Struktur des Riboschalters über eine 

Kristallstruktur gelöst werden99. Erste Ergebnisse zeigen, dass in Streptococcus pneumoniae dieser 

Riboschalter als Notfallregulator fungiert, der eine Vergiftung des Bakterium mit Mangan verhindern 

soll100. 

Ein weiteres Ion, das in 24 der bekannten Bakterienklassen und besonders in Archaeen als Ligand für 

das crcB Riboschalter Motiv zu finden ist, ist Fluorid. F- als Anion an RNS zu binden, birgt eine gewisse 

Herausforderung. Da RNS über das negativ geladene Phosphatrückgrat eine große Menge an 

negativen Ladungen besitzt, können Kationen einfach über ionische Wechselwirkungen gebunden 

werden. Anionen werden aber von den negativen Ladungen des Phosphatrückgrats abgestoßen. Um 

dieses Hindernis zu umgehen, müssen Fluorid bindende Aptamere mit einer Hülle aus 

Magnesiumionen arbeiten, die es ermöglichen, F- zu binden. Aus Thermotoga petrophila konnte ein 

F- Riboschalter mit gebundenem Fluorid kristallisiert werden. In der Kristallstruktur ist zu erkennen, 

dass Fluorid von drei Magnesiumionen umgeben ist, die wiederum mit fünf Phosphaten aus dem 

RNS-Rückgrat aus allen Teilen der Struktur interagiert. Diese komplexe Faltung ermöglicht eine 

selektive Bindung auch gegenüber anderen Halogenid Ionen101.   

Ni2+ und Co2+ bilden eine gemeinsame Kategorie an Riboschalterliganden, da sie vom selben Aptamer 

gebunden werden. NiCo Riboschalter binden kooperativ vier Kobalt oder Nickel Ionen und können 

somit schon auf geringe Konzentrationen dieser auch in geringen Mengen giftigen Ionen reagieren. 

Insgesamt wurden diese Riboschalter aber bisher nur in 7 von 36 Bakterienfamilien gefunden68,102. 

Das sehr weit verbreitete Riboschaltermotiv ykkC ist das neueste Riboschaltermotiv, dem ein Ligand 

zugeordnet werden konnte. 2017 gelang es, die Struktur von drei Untermotiven der ykkC Familie mit 

dem nativen Ligand Guanidin zu kristallisieren103–105. 2020 konnte die Existenz einer vierten Variante 

der Guanidin Riboswitch festgestellt werden106. Dieses RNS-Element kontrolliert Gene, die für die 

Produktion der Guanidincarboxylase und von Guanidintransportern zuständig sind. Guanidin ist eine 

wichtige Komponente im Stoffwechsel, um Produkte wie Guanin und Kreatin herzustellen. 

Gleichzeitig ist Guanidin eine starke Base und somit in höheren Konzentrationen für Zellen giftig. 

Daher ist die Regulation der Guanidincarboxylase wichtig, da durch diese der erste Schritt im Abbau 

von Guanidin erfolgt107. 

Glucosamin-6-phosphat (GlcN6P) ist ein wichtiger Faktor für den Aufbau einer Zellwand in 

grampositiven Bakterien. GlcN6P wird durch das Enzym Glutamin-Fructose-6-Phosphate-

Amidotransferase, aus Fructose-6-Phosphat und Glutamin, hergestellt. Die Kontrolle der Produktion 

dieses Enzyms geschieht in der 5´-UTR der mRNS des glmS Genes durch einen Ribozym-Riboschalter, 

der GlcN6P bindet108–110. Durch die Bindung von GlcN6P wird das vorgeformte katalytische Zentrum 

des Ribozyms aktiviert und die mRNS spaltet sich selber. Dadurch kann die mRNS abgebaut werden, 
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sodass bei hohen GlcN6P Konzentrationen die Produktion desselben runterreguliert wird. GlcN6P 

spielt bei der säurekatalysierten Spaltung der mRNS die Rolle des Protonendonors im Zentrum der 

Katalyse und fungiert somit als Signal- und Koenzym gleichermaßen111–113. 

Die Riboschalterfamilie, die das Gen yjdF kontrolliert, ist ein ungewöhnlicher Fall, da bisher kein 

einzelner Ligand gefunden wurde, der diese Riboschalter aktiviert sondern nur eine Reihe an 

strukturell ähnlichen Molekülen, die mehr oder weniger gleich gut für die Aktivierung dieser 

Riboschalter sorgen. Diese Moleküle besitzen alle ein azoaromatisches Gerüst, was vermuten lässt, 

dass yjdF für die Entsorgung diverser Giftstoffe verantwortlich ist114. 

1.3.1 Der transkriptionale Mechanismus 

Bei der Rho unabhängigen transkriptionalen Regulation von Riboschaltern wird schon während der 

Transkription der mRNS darüber entschieden, ob die 5´-untranslatierte Region der DNS komplett 

transkribiert wird, oder die RNS-Polymerase vorzeitig vom DNS-Strang abfällt. Diese Art der 

Regulation spart Energie und ist sehr stark zeitabhängig im Gegensatz zum translationalen 

Mechanismus. Um die Transkription rechtzeitig beenden zu können, muss am Entscheidungspunkt 

die Dissoziation der RNS Polymerase schneller vonstatten gehen, als die RNS verlängert wird. Daher 

sind in vielen transkriptionalen Riboschaltern Sequenz Abschnitte (pausing sites) eingebaut, in denen 

sich die Geschwindigkeit der Transkription drastisch verlangsamt. In diesen oft Uridin reichen 

Sequenzabschnitten pausiert die RNS-Polymerase für Sekunden bis Minuten und gibt dem 

Riboshalter so die Zeit sich in eine funktionale Konformation zu falten115–117. Um die RNS-Polymerase 

vorzeitig von der DNS zu lösen, wird, abhängig von einer Liganden Bindung in der Aptamerdomäne, 

eine Terminator Haarnadelstruktur ausgebildet. Der Terminator besteht meistens aus einem G:C 

reichen Stamm mit um die 7 oder 8 Basenpaaren. In 3´ Richtung wird der Terminator abgeschlossen 

von einem nicht basengepaartem Einzelstrang aus 7 oder 8 Nukleotiden, die vor allem Uridine 

sind118. Die U reiche Sequenz sorgt dabei für ein Pausieren der RNS-Polymerase, was der RNS genug 

Zeit gibt  den Terminator zu falten. Um die Transkription zu stoppen, muss der Terminator ein 

unumkehrbares Hindernis für die RNS-Polymerase darstellen115,119–121. Wie genau dies geschieht, ist 

noch nicht endgültig geklärt. Die beiden wahrscheinlichsten Modelle sind das Eindringen der 

Terminator Haarnadelstruktur in das aktive Zentrum oder dass der Terminator dafür sorgt, dass die 

3´ Nukleotide das aktive Zentrum verlassen und so keine Verlängerung stattfinden kann122–124. 

Bei der Rho abhängigen Transkriptionsregulation wird Rho, das als Translocase und Helicase fungiert, 

von Erkennungssequenzen (rut-Sequenz) auf der RNS gebunden. Diese Erkennungssequenzen 

bestehen aus C reichen und G armen Abschnitten auf der RNS, die wenig Sekundärstruktur aufweisen 

und ca. 80-90 Nukleotide lang ist125,126. Diese Länge ermöglicht es der RNS an alle sechs 

Untereinheiten von Rho zu binden, was erst die nachfolgende Verlegung der RNS ermöglicht. 

Nachdem Rho an die RNS gebunden hat, faltet sich Rho zu einem Ring und beginnt die RNS aus dem 

aktiven Zentrum der Polymerase zu ziehen und durch die zentrale Pore von Rho zu verlegen. Dieser 

Prozess erfordert Energie, die durch die Umwandlung von ATP in ADP gewonnen wird. Ist die 

gesamte RNS vor der Polymerase verlegt worden, dissoziiert die RNS-Polymerase von der DNS118. Der 

Punkt auf der RNS, bei dem Rho die Transkription beendet, liegt ungefähr bei 10-20 Nukleotide nach 

der rut-Sequenz127. Insgesamt muss Rho somit mit ca. 90-110 Nukleotiden interagieren, um die 

Transkription zu beenden. Dieser Prozess erfordert Zeit, was dazu führt, dass Elongation und 

Termination im Falle von Rho kinetisch gekoppelt sind. Ist die Elongation schneller als die 

Termination durch Rho ist Rho wirkungslos. Daher ist die Transkription von RNS-Sequenzen, die zu 

Pausen in der Transkription neigen, gut durch Rho zu beenden, da dies Rho Zeit zum Aufholen gibt128.           
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1.4 Co-Transkriptionale Faltung 

RNS-Faltung muss in einem bestimmten Zeitraum abgeschlossen sein, damit Riboschalter ihre 

Wirkung entfalten können. Für translationale Riboschalter muss die Faltung abgeschlossen sein bis 

das Ribosom an der Startsequenz nach dem Riboschalter ankommt. Diese Zeit kann von Organismus 

zu Organismus stark variieren. So ist für E.Coli bekannt, dass das Ribosom der RNS-Polymerase in 

einem kurzen Abstand folgt und Translation und Transkription regulatorisch eng gekoppelt sind. Für 

B.subtilis hingegen wurde keine regulatorische Kopplung von Ribosom und RNS-Polymerase 

gefunden. In B. subtilis entfernt sich die RNS-Polymerase sehr weit vom Ribosom und läuft diesem 

faktisch davon129, was wiederum der mRNS mehr Zeit geben würde sich zu falten. Da allerdings 

davon auszugehen ist, dass sich RNS Faltung in erster Näherung unabhängig vom Organismus auf 

gleichen Zeitskalen abspielt, muss die RNS Faltung eigentlich schneller sein als die Schreibrate der 

RNS-Polymerase, wenn tranksriptionale Riboschalter funktionieren sollen130. Für den Fall der 

translationalen Riboschalter bedeutet dies, dass auch mit einem geringen Abstand zum Ribosom auf 

jeden Fall genug Zeit für die Faltung vorhanden ist. Typische Transkriptionsraten liegen hierbei 

zwischen 2-30 Nukleotiden/s131,132, was bei einem Riboschalter von 160 Nukleotiden Länge in eine 

Zeit zum Falten von 80 – 6 s resultiert. Diese Zeit kann bei vielen Riboschaltern noch verlängert 

werden indem die Transkription pausiert. Hierbei gibt es zwei verschiedene Mechanismen, wie es 

zum Pausieren der Transkription kommen kann. Zum ersten ist die Transkriptionsrate der Polymerase 

nicht gleichmäßig, so kommt es zur Verlangsamung bei lokalem Nukleotid Mangel wenn z.B. sehr 

viele gleiche Nukleotide aufeinander folgen133,134. Zum zweiten gibt es dedizierte Pausierstellen, die 

oft aus Uridin reichen Sequenzen bestehen, an denen die Polymerase für mehrere Sekunden 

verweilt116,117. Besonders diese definierten Pausen können für transkriptionale Riboschalter von 

essenzieller Bedeutung sein, da so Strukturelemente, die für die Regulation wichtig sind, rechtzeitig 

gefaltet werden können116,133,135. Die Faltung der RNS beginnt sobald genug Nukleotide die 

Polymerase verlassen haben. Dabei wird die RNS nicht zufällig in tausende unterschiedliche 

Strukturen gefaltet bis eine funktionierende Struktur entsteht. Es existieren definierte Faltungswege 

in denen Sekundärstrukturelemente auf- und abgebaut werden133,136. Ein Faktor, der die RNS auf 

bestimmte Faltungswege lenken kann, sind Mg2+ Ionen, die durch ihre Bindung an RNS 

Strukturelemente stabilisieren und so bestimmte Faltungswege begünstigen137. Auf eine ähnliche 

Weise können auch Liganden in die Faltung von RNS eingreifen134. Eine weitere Triebkraft der RNS 

Faltung ist die blitzartige Ausformung von Helices. Helices von 5-8 Basenpaaren können innerhalb 

von 10-100 µs Struktur annehmen, während Umfaltungen im Sekundenmaßstab ablaufen138. Diese 

schnelle Faltung wird mit einem Reißverschlussmodell beschrieben, bei dem die Ausformung eines 

Basenpaares die Bildung weiterer Basenpaare in die Helix erleichtert139. Weitere Faktoren der RNS 

Faltung sind Temperatur, pH-Wert, Chaperone und Helikasen oder andere RNS. Der größte zeitliche 

Faktor in der Geschwindigkeit der RNS-Umfaltung ist das Aufbrechen bereits ausgebildeter 

Basenpaare. Dieser Umstand wird deutlich dadurch, dass schon das Umfalten einer 5 Basenpaar 

großen Helix Sekunden dauert. Um also eine schnelle Faltung oder strukturelle Übergänge zu 

gewährleisten, werden auf den einzelnen Faltungswegen metastabile Strukturen durch 

Faltungsfaktoren stabilisiert. Diese stabilisierten metastabilen Strukturen können dann schnell und 

gezielt weiter falten und werden durch die Faltungsfaktoren gleichzeitig daran gehindert 

Fehlpaarungen einzugehen. Insgesamt entsteht so ein System, dessen Energieniveaus durch die 

Stabilität der RNS-Konstrukte definiert wird, kombiniert damit, dass die energetische Hürde zwischen 

diesen Konstrukten durch äußere Faktoren reguliert werden kann138. 

1.5 Riboschalter der sekundären Botenstoffe 

Der Begriff GEMM (Genes for the Environment, Membranes and Motility) - Gene für Umwelt, 

Membran und Beweglichkeit - beschreibt für viele Riboschalter der sekundären Botenstoffe die 
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Funktion der Gene, die diese regulieren. Daher können die assoziierten Riboschalter in der Literatur 

oft unter dem Begriff GEMM-Motiv gefunden werden23.   

Das RNS-Motiv ydaO war lange eines der bekannten verwaisten Riboschaltermotive, dem kein Ligand 

zugeordnet werden konnte. Es konnte schon vor der Entdeckung des nativen Liganden für das ydaO-

Motiv festgestellt werden, dass die Gene, die dieser Riboschalter kontrolliert, für Zellwandbildung, 

osmotischem Stress und Sporenbildung verantwortlich sind140,141. Der native Ligand für den ydaO-

Riboschalter konnte schließlich an einem mRNS Modell Essay für Bacillus subtilis, als c-di-AMP 

identifiziert werden. In B. subtilis scheint der Riboschalter als transkriptonaler Aus-Schalter zu 

fungieren142. C-di-AMP Riboschalter konnten mittlerweile auch vor anderen Genabschnitten 

gefunden werden, wie z. B der 2019 gefundene c-di-AMP Riboschalter, der den Kalium Transporter 

kdpFABC in Bacillus thuringiensis reguliert143. Durch die Kristallstruktur des c-di-AMP Riboschalters 

aus B. subtilis ist zu erkennen, dass dieser aus sechs Helices besteht die sich pseudosymmetrisch in 

Kreisform anordnen. Es wird jeweils ein Moleküle c-di-AMP zwischen Helix P1 und P6 sowie P3 und 

P4 gebunden144. C-di-AMP Riboschalter aus Thermoanaerobacter pseudethanolicus und Thermovirga 

lienii zeigen eine ähnlich verzweigte Struktur mit zwei gebundenen Molekühlen c-di-AMP145.   

ZTP (5- amino-4-imidazol carboxamid ribose-5′-triphosphate) und sein Vorgänger ZMP (5- amino-4-

imidazol carboxamid ribose-5′-monophosphat) sind Signalmoleküle für den Mangel an 10f-THF (10-

formyl-tetrahydrofolat), ein Derivat der Folsäure, in Bakterien. Das bekannte pfl-Motiv konnte 2015 

als Riboschalter, der ZTP und ZMP nanomolar bindet, identifiziert werden146. Das Gen, das der 

ZMP/ZTP-Riboschalter reguliert, so wie das pfl-Motiv sind nach der Pyruvat Format Lyase benannt, 

die in der Purin Biosynthese und dem Folsäure Stoffwechsel eine wichtige Rolle spielt147. Der 

ZMP/ZTP Riboschalter besteht aus drei Helices von denen P1 und P2 über einen großen nicht Basen 

gepaarten ausgebuchteten Bereich verbunden sind. Die P3 Haarnadelstruktur ist über einen 

ungepaarten Strang mit P2 verbunden. Um ZTP und ZMP zu binden, bildet sich zwischen dem C 

reichen Bogen von P3 und dem G reichen ausgebuchteten Bereich ein Pseudoknoten, in den 

ZTP/ZMP bindet und den Pseudoknoten so stabilisiert148. Wird die m-RNS von der RNS-Polymerase 

über P3 hinaus verlängert, kommt es zu einer Umfaltung von P3 in eine Terminatorstruktur. 

Interessanterweise ist die ungepaarte Verbindung von P2 und P3 weder in Länge noch in Sequenz 

konserviert. Die Verbindung kann sogar ganz entfernt werden, sodass P3 separat in Lösung 

vorhanden ist, ohne dass der Riboschalter die Bindungskompetenz für ZTP/ZMP in Gänze verliert147. 

Mittels NMR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass der Pseudoknoten auch ohne ZTP/ZMP 

vorgeformt ist und schon Ansätze einer gefalteten Terminator Ligandbindung verhindern149.  

C-GAMP ist ein anderes Bespiel für einen sekundären Botenstoff, der mit GEMM-Motiv Riboschaltern 

verbunden ist. C-GAMP wurde über seine Synthase (DncV) bekannt, die in Vibrio cholerae mit stark 

erhöhter Infektiosität assoziiert wird. Diese Assoziation konnte von Severin et al. weiter aufgeklärt 

werden. Es wurde gezeigt das die Bindung von c-GAMP, im pathogenen El Tor Stamm von Vibrio 

cholerae, die CapV Phospholipase aktiviert, die zum Angriff auf Zellwände genutzt wird150,151. Für das 

Feld der Riboschalter wurde c-GAMP interessant, als entdeckt wurde, dass der Sekundärbotenstoff 

mit GEEM Riboschaltern in verschiedenen Geobacter Familien wie sulfurreducens und 

metallireducens interagiert152. Der Geobacter sulfurreducens Riboswitch für 3’,3’-cGAMP besteht aus 

3 Helices, die in eine Stimmgabel ähnliche Struktur falten. Die Struktur wird durch eine Bogen-Bogen 

Interaktion der Helices P2 und P3 stabilisiert. Helix P1 führt die RNS am 5´und 3´Ende zusammen. Die 

Bindetasche für 3’,3’-cGAMP liegt im Übergang zwischen den Helices. Der Ligand wird vor allem über 

Wasserstoffbrückenbindungen erkannt. Gβ des Liganden bildet ein G:C Basenpaar mit C75 der RNS 



28 

und wird zusätzlich durch Wasserstoffbrücken mit A12 und A41 im Komplex stabilisiert. Aα wird über 

ein Hoogsteen Basenpaar zu A14 und durch eine weitere Wasserstoffbrücke zu A42 gebunden. 

Bemerkenswerterweise kann dieser Riboschalter ebenfalls c-di-GMP mit hoher Affinität binden. Dies 

ist aller Wahrscheinlichkeit nach auf Stapel Interaktionen mit P2 zurückzuführen, die die eine 

fehlende Wasserstoffbrücke zu A14 ausgleichen153. Die wichtige Rolle von P2 in der Erkennung und 

Stabilisierung der Bindung des Liganden konnte mittels MD Simulationen bekräftigt werden154. Die 

strukturelle Ähnlichkeit zwischen c-GAMP und c-di-GMP Riboschaltern, die sich durch wenige 

Mutationen ineinander umwandeln lassen, ist bei weitem nicht nur auf Geobacter beschränkt, 

sondern kann auch in anderen Bakterien Familien beobachtet werden155. 

1.5.1 c-di-GMP Riboschalter  

C-di-GMP Riboschalter kommen in zwei Hauptarchitekturen vor: Typ I und Typ II.  

Typ I weist starke strukturelle Ähnlichkeiten mit den bekannten c-GAMP Riboschaltern auf. Die c-di-

GMP Typ I Riboschalter bestehen aus 3 Helices, die in eine Stimmgabel ähnliche Struktur falten. Die 

Struktur wird ebenfalls durch eine Bogen-Bogen Interaktion der Helices P2 und P3 stabilisiert. Helix 

P1 führt die RNS am 5´und 3´Ende zusammen und bildet so den “Griff“ der Stimmgabel. Die 
Bindetasche für c-di-GMP liegt in der Verbindung zwischen den Helices156 (Abb. 6).  

Typ II c-di-GMP Riboschalter bestehen aus drei Helices die nacheinander durch eine 14 Nukleotide 

große Ausbuchtung J2-1 und einen scharfen Knick verbunden sind. Helix P3 wird durch einen großen 

Bogen abgeschlossen, dessen konservierter Bereich mit J2-1 einen Pseudoknoten formt157 (Abb. 6). 

C-di-GMP bindende Riboschalter des Typ I sind in allen Bakterienstämmen weit verbreitet. Durch 

computergestützte Sequenzanalyse der bekannten Bakteriengenome konnten 322 unterschiedliche 

Sequenzen für Typ I Riboschalter identifiziert werden. In Geobacter uraniireducens Rf4 allein konnten 

30 dieser Sequenzen identifiziert werden24.  Die Charakterisierung dieser zahlreichen Riboschalter 

stellt allerdings noch ein weiteres weitestgehend unerforschtes Forschungsfeld dar. Insgesamt 

wurden bisher nur 9 der Typ I Riboschalter genauer untersucht. Mittels Gleichgewichtsmicrodialyse 

und Electrophoretic Mobility Shift Assay wurden Riboschalter aus den Bakterien Clostridium Tetani 

(Ct-E88) , Clostridium Botulinum (Cb-17B, Cb-E43) und Clostridium difficile (Cd-630) auf ihre 

Abbildung 6: Konservierte Strukturmotive der c-di-GMP Riboschalter vom Typ I A) und Typ II B). Abbildung 
modifiziert aus  Smith et al. 2009 156 und Lee et al. 2010 157 . 



29 

Abbildung 7: Sekundärstruktur und Kristallstruktur des c-di-GMP Vc2 
Riboschalters modifiziert aus  Kulshina et al. 2009 160. 

Bindungsaffinität zu 2´F und unmodifiziertem c-di-GMP getestet. Unter den Testbedingungen banden 

Ct-E88 und Cb-43 c-di-GMP mit einem Kd im nM Bereich. Für Cd-630 und Cb-18B wurde hingegen nur 

ein Kd im µM Bereich gemessen. Das unterschiedliche Bindungsverhalten von Cb-E43 und Ct-E88 zu 

2´-F-c-di-GMP lässt vermuten, dass die Bindungstaschen nicht in allen Typ I Aptameren gleich 

aufgebaut sind158.  In der initialen Publikation von Sudarsan et al. 2008 wurden auch zwei 

Riboschalter aus Bacillus cereus Bc1 und Bc2 untersucht. Bc1 wurde als Anschalter und Bc2 als 

Ausschalter bei höheren c-di-GMP Konzentrationen charakterisiert159. Die beiden literaturbekannten 

Riboschalter aus Clostridium difficile Cd1 und Cdi2 werden im Abschnitt 1.5.2 beschrieben. Die 

beiden letzten der neun untersuchten Riboschalter stammen aus dem Bakterium Vibrio cholerae, 

dass nach der Choleraerkrankung benannt wurde, die es auslöst. Beide Riboschalter beinhalten das 

Vc2 Aptamer. Dessen bekannte Kristallstruktur macht es zu einem beliebten Modellsystem für c-di-

GMP bindende Riboschalter156,160 (Abb. 7). Der erste Riboschalter befindet sich oberhalb des Genes 

für den Transkriptionsfaktor TfoY. Der Vc2 Riboschalter agiert hier als ein Ausschalter bei mittleren 

bis hohen c-di-GMP Konzentrationen. In Vibrio Cholerae scheint dieser Riboschalter zusammen mit 

weiteren Faktoren eine Rolle in der Regulation der Mobilität zu spielen. Abhängig von den c-di-GMP 

Konzentrationen lassen sich für Vibrio Cholerae drei Lebensweisen finden. Bei niedrigem c-di-GMP 

Level bewegen sich die Bakterien mit großem Abstand zueinander, bei mittlerem c-di-GMP Level 

verringert sich dieser Abstand untereinander und bei hohem Level bilden sich Biofilme161.      

 Die RNS Sequenzen, die für 

die  Kristallstrukturen des 

Vc2 Aptamers verwendet 

wurden, stammen aus 

einem Riboschalter, der 

die Produktion des 

Proteins TfoX in Vibrio 

cholerae kontrolliert. TfoX  

so wie das homologe TfoY 

dient in fast allen Vibrio 

Bakterien als 

Regulationsfaktor für die 

Produktion des  Typ VI 

Segregationssystems 

(T6SS). T6SS wird in Vibrio 

cholerae mit Virulenz in 

Verbindung gebracht und 

ist Teil des Abwehrsystems 

von fremden Bakterien162. 

Die Kristallstruktur von Vc2 

(Abb.7) zeigt Strukturen, 

wie sie aus den 

konservierten Strukturmotiven der Typ I c-di-GMP Riboschalter zu erwarten waren (Abb.6). So 

existieren Helix P1-P3, und c-di-GMP wird in der Kreuzung der drei Helices gebunden. Durch die 

Kristallstruktur wird allerdings gezeigt, dass das Vc2  Aptamer durch zahlreiche tertiäre 

Strukturelemente zusammengehalten wird.  So wird die gesamte Struktur durch eine Tetraloop 

Interaktion zwischen P2 und P3 sowie zwei zwischen Helixbasenpaaren  zusammengehalten. C-di-

GMP wird primär durch ein kanonisches G:C und ein nicht kanonisches G:G Basenpaar gebunden. 

Stabilisiert wird die Bindung durch eine Stapel-Wechselwirkung von G19 mit GII des Liganden und der 

Interaktion von A33 mit dem Phosphatgerüst von c-di-GMP. In den initialen in vivo Studien des Vc2 
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Riboschalters ist dieser als ein transkriptionaler Anschalter beschrieben159, doch neuere Studien 

scheinen diese Ergebnisse zu widerlegen. So wurde gezeigt, dass über die c-di-GMP abhängige 

Stabilität der P1 Helix, die nächstgelegene Ribosom Bindestelle (RBS) maskiert oder geöffnet werden 

kann. Ist c-di-GMP gebunden, ist P1 vorhanden und die RBS ist maskiert. Ist hingegen P1 nicht 

vorhanden, formen die P1 Basen zwei andere Helices in der Expressionsplattform und die RBS ist 

zugänglich163,164. 

Typ II c-di-GMP Riboschalter sind weniger weit verbreitet als die Typ I Riboschalter. So konnten 

bisher nur Sequenzen für Typ II Riboschalter in 9 von 36 Bakterienklassen gefunden werden. Diese 

Sequenzen wurden unter der Annahme vorhergesagt, dass sie in eine Struktur falten, die identisch 

zum Einheitsmodell (Abb. 6) ist oder mindestens eine 50% Sequenz Identität mit dem Einheitsmodel 

besitzen24,68. Das einzige Literatur bekannte Beispiel für einen explizit untersuchten Typ II c-di-GMP 

Riboschalter stammt aus C.Difficile, wo dieser für die Regulation unterschiedlicher Spleißmuster 

verantwortlich ist157,165,166. 

1.5.2 Clostridium Difficile und seine c-di-GMP Riboschalter  

C.Difficile ist ein weit verbreitetes anaerob wachsendes, grampositives Stäbchenbakterium, das im 

Darm von Menschen und Tieren verbreitet ist. Normalerweise wird C.Difficile von weiteren, im Darm 

lebenden Bakterien an einem übermäßigem Wachstum gehindert. Bei einer lang andauernden 

Behandlung mit Antibiotika, wie sie z.B. nach einer Chemotherapie notwendig ist, gewinnt C.Difficile 

aber durch seine Resistenz gegen viele Breitbandantibiotika einen Vorteil und kann sich langfristig als 

eine der wenigen noch im Darm lebenden Bakterienarten durchsetzen. Dies führt zu einer 

großflächigen Kolonialisierung des Darms mit C.Difficile Bakterien, was zu Darmentzündungen bis zu 

blutigem Durchfall führt167. Insgesamt werden 15-20% aller Antibiotika assoziierten 

Durchfallerkrankungen mit einer Überkolonialisierung des Darms mit C.Difficile Bakterien 

zurückgeführt168.  

Eng mit der Antibiotikaresistenz und der Virulenz von C.Difficile ist die Fähigkeit von C.Difficile 

assoziiert, Biofilme zu bilden. In diesen leben die Bakterien in vernetzten Kolonien, die fest an der 

besiedelten Oberfläche anhaften. Die physische Stabilität solcher Biofilme sorgt allein schon für 

Probleme bei der Dekontaminierung von besiedelten Oberflächen mit den üblichen alkoholischen 

Desinfektionsmitteln167. Des Weiteren ist in C.Difficile aber auch noch die Produktion der Pili-

Proteine, die für die Vernetzung und Oberflächenhaftung in Biofilmen notwendig ist, mit der 

Ausschüttung von TcdA und TcdB verbunden, welche die entzündungsauslösenden Toxine aus 

C.Difficile sind169,170.   

Mit dem Wechsel der Lebensweise von einzelnen frei schwimmenden Bakterien, zu vernetzten 

Biofilmen, ist in Bakterien ein Anstieg des c-di-GMP Spiegels verbunden24,171. Es stellt sich nun die 

Frage, wie c-di-GMP in C.Difficile für diesen Wechsel in der Lebensweise sorgt. Bei der Untersuchung 

des Genoms von C.Difficile wurden zwei c-di-GMP bindende Riboschalter vor Operonen entdeckt, die 

für die Expression von Flagellen im Fall von flgB und Pili im Fall von pilA1 notwendig sind. Vor dem 

flgB Operon befindet sich der Cd1159 Typ 1 Riboschalter und vor pilA1 der Typ 2 Riboschalter Cdi-

2_4172,173. Der Cd1 Riboschalter konnte durch in vitro Versuche als transkriptionaler Ausschalter 

charakterisiert werden. Das bedeutet, dass sich c-di-GMP induziert, eine Terminator 

Haarnadelstruktur ausbildet, die dafür sorgt, dass die RNS-Polymerase das Transkript vorzeitig 

verlässt159. Cd1 spielt in der Flagellenexpression die Rolle eines Auswahlschalters. Nach dem 

Riboschalter folgt eine Sequenz auf der DNS die erneut entscheidet, ob die Flagellenproteine 

exprimiert werden. Cd1 verhindert bei einem hohen c-di-GMP Niveau die Expression der Flagellen 

unabhängig von der nachfolgenden Sequenz, da die Transkription abgebrochen wird. Erfolgt dieser 

Abbruch aufgrund eines Fehlers nicht, kann, wenn auf Aus geschaltet ist, die DNS Sequenz noch 
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einmal für einen Aburch sorgen. Im Fall einer niedrigen c-di.GMP Kozentration wird über die DNS 

Sequenz erneut über die Flagellen Expression entschieden174.    

Ausgehend von der RNS Sequenz gehört der Cd1 Riboschalter zu den GEMM-1 Motiven und sollte 

somit eine hohe strukturelle Ähnlichkeit mit dem Vc2 (Abb.7) Riboschalter aufweisen. In der Tat 

finden sich auch im Cd1 Riboschalter strukturell ähnlich aufgebaute P2 und P3 Helices. Allerdings 

wird in der Literatur bisher davon ausgegangen, dass keine P1 Helix existiert171 (Abb.8). Es wurde 

bereits die Interaktion von Helix P2 und P3 über ein GC Basenpaar durch G79 und C35 

nachgewiesen159. Die bisherigen Sekundärstrukturmodelle des Cd1 Riboschalters basieren auf der 

Analogie zum Vc2 Riboschalter, daher wird ein ähnlicher Bindungsmodus für den Liganden 

angenommen. C-di-GMP soll durch ein GC Basenpaar aus C87 zu einem G des Liganden, der 

Interaktion von A38 mit dem Phosphatrückgrat und eines Hoogsteen-Basenpaares aus G11 und dem 

zweiten Liganden G, stabilisiert durch eine Stapelinteraktion mit G12, gebunden werden (Abb. 8).  

 

 

 

Das von Lee et al. entdeckte c-di-GMP II Aptamer157 (Abb. 9 a) im CD3246 Transkript aus C.Difficile 

liegt über 600 Nukleotide von der nächsten ORF entfernt. Das wirft die Frage auf, wie dieses Aptamer 

regulatorisch aktiv werden kann. Es wurde entdeckt, dass dieses c-di-GMP bindende Aptamer mit 

einem selbstschneidenden Rybozym in einer Tandemkonstruktion verbunden ist. Diese Konstruktion 

ermöglicht es C.Difficile bei der Anwesenheit von c-di-GMP ein anderes Transkript zu generieren als 

in Abwesenheit von c-di-GMP (Abb.9 b). Bei der Anwesenheit von c-di-GMP bleiben das Aptamer und 

die RBS im Transkript erhalten, was es ermöglicht, dass c-di-GMP II Aptamer hier als translationaler 

Riboschalter agieren kann. Bei Abwesenheit von c-di-GMP erfolgt eine GTP induzierte Spaltung des 

Transkripts, die eine weitere Translation verhindert, da die RBS aus dem Transkript entfernt wird165.    

Abbildung 8: Sekundärstrukturmodell des  Cd1 Riboschalters in voller Länge nach Literatur. 
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Der Typ 2 Riboschalter Cdi-2_4, der die Expression von Type IV Pillum Proteinen reguliert, ist nicht 

mit einem Ribozym verbunden, sondern reguliert, c-di-GMP abhängig, die Verhinderung der 

Ausbildung eines Terminators und fungiert somit als transkriptioneller Einschalter172. Weitere c-di-

GMP Riboschalter in C.Difficile, die mit der Oberflächenbeschaffenheit und/oder der Toxin- 

Produktion des Bakteriums zusammenhängen, konnten identifiziert werden. Von diesen konnten 16 

in vivo als funktionsfähig bestätigt werden173. Somit gibt es noch einige weitere Riboschalter, die 

erforscht werden müssen, um die c-di-GMP Regulation in C.Difficile  zu verstehen.     

 

Abbildung 9: a) Sekundärstrukturmodell des Cdi2 Riboschalters nach Inline Probing.  
b) Regulation der Translation bei hoher und niedriger c-di-GMP Konzentration. Abbildung wurde 
entnommen und überarbeitet aus Chen et al. 2011.165
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2 Material und Methoden 

2.1 DNS Präparation 

Als Grundlage der DNS Präparation diente ein in DH5α Zellen kloniertes Plasmid, das die gesamte 

Sequenz des Cd1 Riboschalters enthält.  

TAATACGACTCACTATAGGGAGACCTATTTAGTTTCTGATGAGAGCGAAAGCTCGAAACAGCTGTG 
AAGCTGTCAAACTAAATAGGCAAATCTAGAGAAATCTAGTGACGCAAAGCTATAGGGACTAAGGTTTATATAC
ATAAACTATGTCAGCCAGTTGCCAAAAAGAGTCCTAGGTGTATTGTATACCTAAGAAAAGTCTATAATGACTGC
CTTTTTGGCAGTCATTTTGTTCCCGGG              

T7-Promotor, Künstlicher GG-start, HH-Ribozym, Cd1 Riboschalter Sequenz, SmaI-Schnittstelle 

 

2.1.1 Polymerase Ketten Reaktion (PCR) 

Die Polymerase Ketten Reaktion wurde entwickelt, um schnell, gezielt und genau definierte DNS 

Sequenzen vervielfältigen zu können. Dabei werden nur winzige Mengen an DNS Vorlage gebraucht. 

Durch den Einsatz von kurzen DNS Fragmenten, die jeweils in 5´-3´ (vorwärts) und 3´-5´ (rückwärts) 

Richtung um die Zielsequenz an den DNS-Doppelstrang binden, wird die Zielsequenz mit jedem 

weiterem Zyklus der PRC vervielfältigt. Diese Zyklen sorgen für eine annährend exponentielle 

Vermehrung der Zielsequenz. Dabei wird zuerst der DNS Doppelstrang bei ~95 °C denaturiert und 

dann auf 35-65 °C heruntergekühlt, um die Anlagerung der Primer zu ermöglichen. Nach Anlagerung 

der Primer wird die Temperatur auf die optimale Arbeitstemperatur der verwendeten DNS-

Polymerase erhöht. In diesem Schritt werden aus dNTPs durch die Polymerase neue komplementäre 

DNS-Stränge synthetisiert. Mit dem erneutem Sprung auf 95 °C kann der Kreislauf von vorne 

beginnen. Für die Herstellung von DNS zur späteren Transkription in RNS wurde PCR mit 2´-Methoxy 

modifizierten rückwärts Primeren genutzt. Diese modifizierten Primer wurden verwendet, um eine 

höhere Homogenität am 3`-Ende zu erhalten. Die Methoxy Modifikation destabilisiert die Bindung 

der RNS Polymerase zur RNA und verhindert so das Anhängen von 1-3 zufälligen Nucleotiden. Als 

Vorlage für die PCR wurde ringförmiges Plasmid genutzt, von dem durch Vorwärts- und 

Rückwärtsprimer die gewünschte Sequenz vervielfältigt wurde. Das im Plasmid vorhandene HH-

Ribozym wurde durch einen extralangen Vorwärtsprimer übersprungen, der die Sequenz für den T7-

Promotor und die ersten 22 Nucleotide der Riboschalter enthielt. Da der Vorwärtsprimer damit um 

die 40 Nucleotide lang war und die Rückwärtsprimer zwischen 18-24 Nucleotiden lang, musste für 

jedes Konstrukt die Anlagerungstemperatur optimiert werden. Der verwendete PCR-Zyklus sowie die 

verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 2 und die verwendeten Primer für alle Konstrukte in Tabelle 

3 zusammengefasst. 

 

Komponente Menge   

Wasser auffüllen Zyklen 40,0 

5x Phusen Puffer 1x Denaturierung 2min 98°C 

Vorwärstprimer 200 uM Denaturierung 98°C 10s 

Rückwärtsprimer 0,5 uM Anlagerung 50°C 15-30s 

Vorlagen DNS 0,5 uM Verlängerung 72°C 10-20s 
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Komponente Menge   

Phusen DNS Polymerase (5-10 ng) Zyklen 40,0 

 1.0 units/ 50 uL   

Tabelle 2: Übersicht der verwendeten Bedingungen zur Durchführung der PCR. 

 

Konstrukt Vorwärstprimer Rückwärtsprimer 

Cd1-80 
5´- 

TAATACGACTCACTATAGGAAACTAAATAGG
CAAATCTAGA-3´ 

5´- [GC]TGACATAGTTTATGTATAT-3´ 

Cd1-81 -||- 5´- [GG]CTGACATAGTTTATGTATA-3´ 

Cd1-82 -||- 5´-[UG]GCTGACATAGTTTATGTAT-3´ 

Cd1-83 -||- 5’-[CU]GGCTGACATAGTTTATGTA-3´ 

Cd1-84 -||- 5´-[AC]TGGCTGACATAGTTTATGT-3´ 

Cd1-86 -||- 5´-[CA]ACTGGCTGACATAGTTTAT-3´ 

Cd1-87 -||- 5´-[GC]AACTGGCTGACATAGTTTA-3´ 

Cd1-88 -||- 5´-[GG]CAACTGGCTGACATAGTTT-3´ 

Cd1-89 -||- 5´-[UG]GCAACTGGCTGACATAGTT-3´ 

Cd1-132 -||- 5´-[UU]ATAGACTTTTCTTAGGTATA-3´ 

Cd1-135 -||- 5´-[UC]ATTATAGACTTTTCTTAGGTATA-3´ 

Cd1-143 -||- 5´-[AA]AGGCAGTCATTATAGACTTTTCT-3´ 

Cd1-146 -||- 5´-[CA]AAAAGGCAGTCATTATAGACTT-3´ 

Cd1-147 -||- 5´-[CC]AAAAAGGCAGTCATTATAGACT-3´ 

Cd1-148 -||- 5´-[GC]CAAAAAGGCAGTCATTATAGAC-3´ 

Cd1-149 -||- 5´-[UG]CCAAAAAGGCAGTCATTATAGA-3´ 

Cd1-150 -||- 5´-[CU]GCCAAAAAGGCAGTCATTATAG-3´ 

Cd1-151 -||- 5´-[AC]TGCCAAAAAGGCAGTCATTATA-3´ 

Cd1-160 -||- 5´-[AA]CAAAATGACTGCCAAAAAG-3´ 

 

Tabelle 3: Übersicht der verwendeten Primer die bei der PCR eingesetzt wurden. 

 

2.1.2 Präparative Agarose-Gelelektrophorese 

Die präparative Agarose-Gelelektrophorese dient zur Aufreinigung von PCR-Produkten, die mit den 

Bedingungsoptimierungen, wie in 2.1.1 beschrieben, nicht in der gewünschten Sauberkeit hergestellt 

werden konnten. Die Gelelektrophorese wurde in einem AnalytischeSub-Cell® Horizontal 

Electrophoresis System (Bio-Rad) durchgeführt. Zum Gießen des Gels wurde 1% v/v Agerose in TAE-

Puffer (40mM Tris, 20mM Essigsäure, 1mM EDTA, pH 8.0) gelöst und erhitzt. Beim Gießen des Gels 

wurde eine Form verwendet, sodass das resultierende Gel eine Dicke von ~0,5 cm besaß. Das 

auspolymerisierte Gel wurde mit ~10 μg DNS, gelöst in 10 μL 50% v/v TAE-Puffer und Glycerin, 

beladen und für 40-50 min bei 120 V in TAE-Puffer laufen gelassen. Zusätzlich zur DNS wurde als 

Marker 1 μL Low Molecular Weight DNA Ladder (500 μg/mL; 25 bp – 766 bp; New England Biolabs) in 

eine Tasche aufgetragen. Die DNS im Gel wurde mittels GelRedTM (Biotium) angefärbt und auf einem 

Gel iX20 Imager (Intas) oder einem GelDoc XR+ System (Bio-Rad) mit UV-Durchlicht sichtbar gemacht. 

Zum Erkennen der Zielbande wurde eine dünne Scheibe der geladenen DNS eingefärbt. Diese 

markierte Gelscheibe wurde als Referenz für das verbleibende größere Stück des Gels benutzt. So 

konnte das verbleibende Zielband ohne Farbstoffverunreinigung, mit einem sauberen Skalpell unter 
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UV-Licht, ausgeschnitten werden. Zur Isolation der DNS aus der Agerose wurde das Quickgel 

Extraktionskit von Qiagen nach Herstellerangaben verwendet.  

  

2.2 RNS Präparation 

2.2.1 Test Transkription 

Zur Herstellung von RNS in einer Konzentration und Menge, wie sie für 2D NMR oder ITC nötig ist, 

muss die Transkription mit T7-Polymerase an mehreren Stellschrauben optimiert werden, andernfalls 

wird die eingesetzte Menge an NTPs oder T7-Polymerase nicht optimal ausgenutzt. So entstehen 

unnötig hohe Kosten im Fall von Isotopen markierten NTPs oder unnötig häufiger Aufwand für das 

Labor, wie sie die Darstellung von Polymerase mit sich bringt. Zusätzlich können je nach Konstrukt 

Nebenprodukte durch optimierte Bedingungen vermieden werden oder erst die gewünschten RNS 

Konstrukte entstehen. Im Verlauf dieser Arbeit wurden bei der Testtranskription vor allem die 

Magnesiumacetat und die DMSO Konzentration in den Testtranskriptionen optimiert. Als 

Standardkonzentration für NTPs wurden 6 mM eingesetzt, die NTP-Konzentration wurde nur bei 

einzelnen Konstrukten optimiert. Für Magnesiumacetat wurde in 5 mM Schritten zwischen 10 und 

35 mM Gesamtkonzentration Magnesiumacetat im Ansatz optimiert. Für dieselbe Magnesiumacetat-

Konzentration wurde die DMSO-Konzentration in drei verschiedenen Ansätzen mit Konzentration von  

0, 10 oder 20 v/v eingestellt. Die Ansätze wurden für 3-6 h bei 37 ° inkubiert.          

         

Komponente Menge Komponente Menge 

UTP 2-6 mM DNS 1-2 v/v 

ATP 6 mM Spermidin 2 mM 

GTP 2-6 mM DTT 20 mM 

CTP 2-6 mM T7-Polymerase 0,136 mg/mL 

H2O auffüllen DMSO 0-20 v/v 

Glutamate 
Puffer 

250 mM Mg-Acetat 15-35 mM 

    

Tabelle 4: Übersicht der verwendeten Komponenten zur Durchführung der Testtranskription. 

 

2.2.2 Präparative Transkription  

Bei der präparativen Transkription wurden die Bedingungen, die zuvor bei der Testtranskription 

ermittelt wurden, auf 3-15 mL Volumen hoch skaliert. Dabei wurde die Menge der T7-Polymerase 

(P266L Mutante) um 20 % reduziert und nach 45 min die gleiche Menge YIPP zugegeben, um die 

Bildung von Magnesiumphyrophosphat zu vermeiden. Bei der großen Transkription wurde außerdem 

die DNS Menge von 1 auf bis zu 6 % v/v erhöht, da dies generell die Ausbeute an RNS erhöhte. 

Weiterhin wurden große Transkriptionen in 50 mL Behältern in einem Schüttler bei 160 rpm 

durchgeführt. Nach 6-18 h bei 37 °C wurde die enzymatische Reaktion beendet und die Transkription 

entweder über Pufferaustausch oder eine DEAE-Säule aufgereinigt.  

 

 

 



36 

2.2.3 Mutationen des Cd1 Riboschalters 

Die mutierten Konstrukte von RNA 88 G11C, G11A, C81A, C87A und C88A wurden über DNS Vorlagen 

hergestellt, die von Eurofines®
 gekauft wurden (Tabelle 5). Für RNA A24-26U wurde ebenfalls ein 

Templatstrang geordert. Jeddoch wurde bei diesem Konstrukt beschlossen, die DNS mittels PCR zu 

vervielfältigen. Dabei wurde derselbe Vorwärts- und Rückwärtsprimer wie für Cd1-88 (Tabelle 3) 

verwendet.  
 

Konstrukt Vorwärtsstrang Gegenstrang 

G11C 

TAATACGACTCACTATAGGAAACTAAATACGC
AAATCTAGAGAAATCTAGTGACGCAAAGCTAT
AGGGACTAAGGTTTATATACATAAACTATGTC

AGCCAGTTGCC 

GGCAACTGGCTGACATAGTTTATGTATATAAACCTT 
AGTCCCTATAGCTTTGCGTCACTAGATTTCTCTAGA 
TTTGCGTATTTA GTTTCCTATAGTGAGTCGTATTA 

G11A 

TAATACGACTCACTATAGGAAACTAAATAAGC
AAATCTAGAGAAATCTAGTGACGCAAAGCTAT
AGGGACTAAGGTTTATATACATAAACTATGTC

AGCCAGTTGCC 

GGCAACTGGCTGACATAGTTTATGTAT ATAAACCTT 
AGTCCCTATAGCTTTGCG TCACTAGATTTCTCTAGA 
TTTGCTTAT TTA GTTTCCTATAGTGAGTCGTATTA 

C81A 

TAATACGACTCACTATAGGAAACTAAATAGGC
AAATCTAGAGAAATCTAGTGACGCAAAGCTAT
AGGGACTAAGGTTTATATACATAAACTATGTC

AGCAAGTTGCC 

GGCAACTGGCTGACATAGTTTATGTAT ATAAACCTT 
AGTCCCTATAGCTTT GCG TCACTAGATTTCTCTAGA 

TTTGCTTATTTA GTTTCCTATAGTGAGTCGTATTA 

C87A 

TAATACGACTCACTATAGGAAACTAAATAGGC
AAATCTAGAGAAATCTAGTGACGCAAAGCTAT
AGGGACTAAGGTTTATATACATAAACTATGTC

AGCCAGTTGAC 

GTCAACTGGCTGACATAGTTTATGTAT ATAAACCTT 
AGTCCCTATAGCTTTGCG TCACTAGA TTTCTCTAGA 

TTTGCCTATTTA GTTTCCTATAGTGAGTCGTATTA 

C88A 

TAATACGACTCACTATAGGAAACTAAATAGGC
AAATCTAGAGAAATCTAGTGACGCAAAGCTAT
AGGGACTAAGGTTTATATACATAAACTATGTC

AGCCAGTTGCA 

TGCAACTGGCTGACATAGTTTATGTATATAAACCTT 
AG TCCCTATAGCTTTGCG TCACTAGATTTCTCTAGA 

TTTGCCTATTTA GTTTCCTATAGTGAGTCGTATTA 

A24-26U 

TAATACGACTCACTATAGGAAACTAAATAGGC
AAATCTAGAGTTTTCTAGTGACGCAAAGCTAT
AGGGACTAAGGTTTATATACATAAACTATGTC

AGCCAGTTGCC 

- 

 

Table 5: DNS Vorlagen zur Transkription von mutiertem Cd1-88. 

 

2.3 RNS Aufreinigung 

Bei der RNS Aufreinigung werden Proteine, NTPs, DNA und RNS mit einer ungewünschten Länge vom 

Zielprodukt abgetrennt.  

2.3.1 DEAE-Säule 

Bei der DEAE-Säule wird Diethylaminoethylcellulose als Säulenmaterial verwendet. Das positiv 

geladene Säulenmaterial kann die negativ geladene RNS binden. Die gebundene RNS wird mit 0,6-

3 M NaOAc von der Säule gewaschen. 

Die Säule wurde mit 0,1 M NaOAc Lösung equilibriert und im Anschluss die RNS dreimal aufgetragen, 

um vollständige Bindung zu gewähren. Beim Auftragen der RNS und NaOAc Lösungen wurde darauf 

geachtet, das Säulenmaterial möglichst wenig zu verwirbeln, um eine möglichst einheitliche und 

konzentrierte Lauffront zu erhalten. Beim Runterwaschen der gebundenen NTPs und RNS wurden 

Fraktionen von je 10 mL aufgefangen. Die noch in der Transkription enthaltenen NTPs wurden mit 

50 mL 0,6 M NaOAc Lösung von der Säule gewaschen und die RNS üblicherweise mit 100 mL 1 M 

NaOAc. Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels NanoDrop™ (2.5) auf ihre optische Dichte bei 
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260 nm überprüft und alle Fraktionen mit einer OD über 2 auf einem denaturierenden Polyacrylamid-

Gel analysiert (2.4.2). Die RNS enthaltenden Fraktionen wurden mit 40 mL EtOH bei -80 °C versetzt 

und die RNS so über Nacht gefällt. Am nächsten Morgen wurde die RNS in der Zentrifuge bei 8000 g 

für 45 min zu einem Pellet gepresst. Der EtOH Überstand wurde dekantiert und der verbleibende 

Rest durch Gefriertrocknung entfernt. Das RNS Pellet wurde in H2O gelöst bis die Lösung eine OD von 

ca. 100 erreicht hatte, um im Anschluss die RNS weiter mit HPLC aufreinigen zu können.  

 

2.3.2 HPLC 

RNA für Sekundärstrukturbestimmung und ITC Messungen wurde mittels HPLC aufgereinigt. Die 

HPLC Aufreinigung wurde von Elke Stirnal an einer HPLC Anlage von Hitachi/VWR mit einer Kromasil 

RP18 100A 5µm 10x250mm Säule durchgeführt. Als Puffer A wurde 50 mM Kalium-Phosphatpuffer 

pH 5,9 mit 2 mM Tetrabutylammonium-Hydrogen-Sulfat genutzt. Als Puffer B wurde Puffer A mit 

60 v/v Acetonitril verwendet. Die Säule wurde bei 60 °C betrieben. Die erhaltenen HPLC Fraktionen 

wurden bei -80 °C eingefroren und an der Lyophille getrocknet. Im Anschluss wurde 9-mal per 

Zentrifugalkonzentrator mit Wasser gewaschen und die entsalzte RNS mit 0,1 v/v Lithiumperchlorat 

in Aceton gefällt. Die RNS wurde in der Zentrifuge bei 8000 g für 45 min zu einem Pellet gepresst und 

im Anschluss in H2O gelöst. Die gelöste RNS wurde im Zentrifugalkonzentrator in NMR-Puffer 

überführt und aufkonzentriert. 

 

2.3.3 Aufreinigung mit zentrifugaler Konzentration  

Bei der Aufreinigung im zentrifugalen Konzentrator wird die Transkriptionslösung durch eine 

Membran (PES für RNS,) mit einer Separation nach molekularem Gewicht, gepresst. Dabei verbleiben 

größere Moleküle über der Membran und kleinere werden ausgefiltert, es wird eine Filtergröße 

gewählt die 1/3 des molekularen Gewichtes des Zielmoleküls entspricht. Durch diese Filterung 

können Puffer für RNS ausgetauscht oder RNS aufkonzentriert werden.     

Der bei der Transkription entstandene Niederschlag musste durch Filtration über einen Sterilfilter 

(0,2 µm PES) vor Verwendung eines zentrifugalen Konzentrators entfernt werden, da sonst die 

Membran verstopfen würde. Je nach Größe des RNS Konstrukts wurden 25 mL 

Zentrifugalkonzentratoren (Sartorius Vivaspin™) mit 3 k, 8 k oder 10 k Molekulargewichtfiltern 

eingesetzt.  Nach Entfernen des Niederschlags wurde die Lösung zunächst auf ca. 1 mL 

aufkonzentriert. Zum Pufferaustausch wurden die Lösungen im Anschluss 3-mal mit ddH2O und 6-mal 

mit NMR-Puffer (50 mM bis-Tris, 110 mM NaCl) gewaschen. NMR-Proben wurden im letzten 

Durchlauf auf 200-300 µL Volumen eingeengt. 
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2.4 Gelelektrophorese 

2.4.1 Agarose-Gelelektrophorese  

Analytische Agarose-Gelelektrophorese zur Analyse von Plasmiden und PCR-Produkten wurden in 

einem AnalytischeSub-Cell® Horizontal Electrophoresis System (Bio-Rad) durchgeführt. Zum Gießen 

des Gels wurde 1 % v/v Agerose in TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsäure, 1 mM EDTA, pH 8.0) 

gelöst, erhitzt und auf eine Glasspalte gegossen. Das auspolymerisierte Gel wurde mit ~1 μg DNA, 

gelöst in 8 μL 50% v/v TAE-Puffer und Glycerin, beladen und für 40-50 min bei 120 V in TAE-Puffer 

laufen gelassen. Zusätzlich zur DNS wurde als Marker 1 μL 2-log DNA ladder (1000 μg/mL; 0,1-10 kB; 

New England Biolabs) für Plasmide oder 1μL Low Molecular Weight DNA Ladder (500 μg/mL; 25 bp – 

766 bp; New England Biolabs) für PCR Produkte eingesetzt. Die DNS im Gel wurde mittels GelRedTM 

(Biotium) angefärbt und auf einem Gel iX20 Imager (Intas) oder einem GelDoc XR+ System (Bio-Rad) 

mit UV-Durchlicht sichtbar gemacht.  

 

2.4.2 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese, zur Analyse von RNS aus Transkriptionen, wurde 

in einem AnalytischeSub-Cell® Horizontal Electrophoresis System (Bio-Rad) durchgeführt. Die 

Gelmischung wurde aus 8-15 v/v 1:29 Bisacrylamid/Acrylamid in TBE-Puffer (90 mM Tris/Borsäure 

2 mM EDTA ph 8,3) und 7 M Harnstoff zusammengesetzt. Die Acrylamid Mischung wurde zum 

Auspolymerisieren mit 0,1 v/v TEMED und APS versetzt. Das auspolymerisierte Gel wurde mit ~1 μg 
RNS, gelöst in 4 μL Formamid, versetzt mit Bromphenol blau, 0.1% Xylene-cyanol, beladen und für 

20-35 min bei 180-210 V in TBE-Puffer laufen gelassen. Zusätzlich zur RNS wurde als Marker 1 μL low 

range ssRNS ladder (500 μg/mL; 50-1 k bp; New England Biolabs) auf das Gel geladen. Die RNS im Gel 

wurde mittels GelRedTM (Biotium) angefärbt und auf einem Gel iX20 Imager (Intas) oder einem 

GelDoc XR+ System (Bio-Rad) mit UV-Durchlicht sichtbar gemacht.  

 

2.4.3 Natürliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Natürliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese, zur Analyse von RNS Faltung aus Transkriptionen, 

wurde in einem AnalytischeSub-Cell® Horizontal Electrophoresis System (Bio-Rad) durchgeführt. Die 

Gelmischung wurde aus 8-15 v/v 1:29 Bisacrylamid/Acrylamid in TB-Puffer (90 mM Tris/Borsäure ph 

8,3) zusammengesetzt. Die Acrylamidmischung wurde zum Auspolymerisieren mit 0,1 v/v TEMED 

und APS versetzt. Das auspolymerisierte Gel wurde mit ~1 μg RNS gelöst, in 4 μL 50/50 v/v 

Glycerol/TB-Puffer geladen und für 1,5-3 h bei 50 V in TB-Puffer bei 4 °C laufen gelassen. Zusätzlich 

zur RNS wurde als Marker 1 μL low range ssRNS ladder (500 μg/mL; 50-1 k bp; New England Biolabs) 

auf das Gel geladen. Die RNS im Gel wurde mittels GelRedTM (Biotium) angefärbt und auf einem Gel 

iX20 Imager (Intas) oder einem GelDoc XR+ System (Bio-Rad) mit UV-Durchlicht sichtbar gemacht.  

 

2.5 UV/vis Spektroskop 

Zur Bestimmung der Konzentration von RNS-Lösungen wurde die optische Dichte bei 260 nm an 

einem NanoDrop™ One/One Mikrovolumen-UV/VIS-Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific) 

gemessen. Dabei wurden die Lösungen soweit verdünnt, dass die gemessene optische Dichte unter 

62,5 lag. Aus der erhaltenen optischen Dichte wurde mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes 
(Eλ =ελ c d) die Konzentration c der Lösungen berechnet. Der Extinktionskoeffizient ελ wurde mit 

einem online Rechner175 für jedes Konstrukt separat errechnet (Tabelle 6).  
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RNS ελ/mM
-1

 cm
-1

 RNS ελ/mM
-1

 cm
-1

 RNS ελ/mM
-1

 cm
-1

 RNS ελ/mM
-1

 cm
-1

 

80 1001,1 P1-model 229,7 132 1624,9 151 1823,5 

82 1023,9 P2 338,5 135 1662 160 1917,5 

83 1035,7 P3 609,2 141 1715,8 A24-26U 1065,6 

84 1045,6 HP1-steam 336,3 143 1735,6 G11C 1077,7 

86 1067,3 HP2-steam 315,4 146 1767,2 G11A 1085,7 

87 1074,7 W3 -steam  147 1779 C81A 1090,1 

88 1082,1   148 1786,4 G87A 1090,1 

89 1097,5   149 1801,8 G88A 1090,1 

98 1215,4   150 1813,6   

Tabelle 6: Extinktionskoeffizienten der verwendeten RNS Konstrukte. 

 

2.6 Isotherme Titrationskalorimetrie 

Bei der isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) wird die Verdünnungs- und Bindungswärme 

gemessen, die bei der Mischung zweier Flüssigkeiten und der Bindung von zwei oder mehr 

Molekülen frei wird. Aus dieser frei werden 

Wärme können dann konkrete 

thermodynamische und kinetische 

Parameter der gemessenen Reaktion 

errechnet werden. So können mittels ITC die 

Dissoziationskonstante (KD), die absolute 

Entropie (S), die freie Enthalpie (ΔG) und die 

Bindungsenthalpie ΔH bestimmt werden. Zur 

Ermittlung der freiwerdenden Wärmemenge 

wurde im Vorratsreservoir eine Mischung 

aus 30-120 µM RNA in 50 mM Bis-Tris Puffer 

und 8 mM MgCl2 vorgelegt und eine Lösung 

aus 300-600 µM c-di-GMP in 50 mM Bis-Tris 

Puffer und 8 mM MgCl2 dazu titriert. Dabei 

wird vom ITC-Gerät versucht, die 

Temperatur im Vorratsreservoir konstant zu 

halten. Wenn Wärme bei der Mischung der beiden Lösungen frei wird, benötigt das Thermostat 

weniger Energie, um die Temperatur in der Vorlage zu halten, was zu den charakteristischen 

negativen Ausschlägen im Thermogramm führt. Die gemessenen Thermogramme wurden mit 

Nitpic176 verarbeitet und integriert. Aus den erhaltenen Bindungskurven wurde in Sephat177 der Kd 

bestimmt. Die Sigmoidalität der gemessenen Bindungskurve und damit die Genauigkeit des KD 

werden über den c-Wert der Messung bestimmt (Abb.10). Der c-Wert ist dabei als c = KMn definiert, 

wobei K die Bindungskonstante, M die Konzentration der RNA und n den Stöchiometriefaktor der 

Bindung angeben. Aus der Gleichung ist ersichtlich, dass der c-Wert vor allem von der Konzentration 

der RNA und des c-di-GMP abhängig ist, was dazu führen kann, dass sehr hohe Konzentrationen an 

RNA für schlecht bindende Konstrukte eingesetzt werden müssen. Die Bestimmung von Kon- und Koff- 

Abbildung 10: Prinzipielle Abhängigkeit der Bindungs- 
enthalpie vom c-Wert der durchgeführten ITC-Messung. 
Darstellung modifziert aus VP-ITV MicroCalorimeter User´s 
Manual, MicroCal, LLC. 
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Raten aus den ITC erfolgte mittels des Programms KinITC (Affinimeter), durch Fitten der 

Gleichgewichtszeitkurve. 

 

2.7 NMR-Spektroskopie 

2.7.1 1D 1H 1-1 jump and return  

Zur Messung von 1D-1H NMR Spektren von RNA enthaltenden Proben, wurde eine 1-1 jump and 

return178,179 Pulssequenz eingesetzt. In der Pulssequenz wird durch zwei 90° Pulse, mit 180° Phasen-

unterschied, dafür gesorgt, dass eine sinusförmige Anregung entsteht, die einen Nulldurchgang 

besitzt. Dieser Nulldurchgang liegt auf der Trägerfrequenz o1, die für RNA Proben meistens auf das 

Wassersignal gesetzt wird, um dieses zu unterdrücken. Durch die sinusförmige Anregung sind die 

Integrale der einzelnen Signale im Spektrum nicht mehr vergleichbar und es findet eine Umkehr der 

Phase im Spektrum statt (Abb.11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: Schematische Darstellung eines 1H 1-1 jump and return Spektrums in blau und das 
sinusförmige Anregungsprofil in rot dargestellt. 



41 

2.7.2 1H/1H 1-1 Jump and return NOESY  

Zur Strukturaufklärung von RNS ist 

das NOESY eine der bekanntesten 

und erfolgreichsten NMR Puls-

sequenzen180. Durch Ausnutzung des 

Overhausereffekts181 werden Was-

serstoffe in einem räumlichen 

Abstand von 5 Å (0,5 nm) mit 

einander korreliert. Durch diese 

Korrelation entstehen im 2D 

Spektrum die Kreuzsignale, die 

zeigen, dass zwei Atome in 

räumlicher Nähe zueinander-

stehen180. Über die Kreuzsignale 

kann in der Iminoregion eines 

NOESYs von RNS sequenziell die 

Basenpaarung in gefalteten Helices 

zugeordnet werden182 (Abb. 12). 

Wegen der sehr wichtigen 

Informationen in der Iminoregion 

wurde bei der verwendeten 

Pulssequenz zusätzlich zur 1-1 jump 

and return Wasserunterdrückung178, 

auch noch mit einem Frequenz-

sprung der Trägerfrequenz von 4,8 

auf 9,5 ppm während der Mischzeit 

gearbeitet, um die Auflösung in der 

Iminoregion noch einmal zu 

verbessern. Ausgehend von der 

Imino/Imino Region von 15-10/15-

10 ppm kann die Imino/Amino 

Region zugeordnet werden. In 

dieser Region von 15-10/9-5 ppm 

sind vor allem die sehr intensiven 

Kreuzsignale von Uredin H3 zum H2 

des basenpaarenden Adenins sehr 

charakteristisch. Des Weiteren 

können für die G-C Basenpaare sehr 

leicht die Guanin H1 zu Cytidin H41 

und Cytidin H42 Kreuzsignale 

zugeordnet werden (Abb.13). Auch 

in dieser Region ist eine sequenzielle 

Zuordnung der Signale entlang einer 

Helix möglich. Mit der Zuordnung 

von A-H2, C-H41, C-H42 sind die 

nötigen Startpunkte verfügbar, um in der besonders für Strukturrechnungen immens wichtigen 

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Imino Region im 
NOESY mit einem eingezeichnetem Beispiel der sequenziellen 
Zuordnung der Iminoprotonen. 

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Imino-Amino Region im 
NOESY mit einem eingezeichneten Beispiel der charakteristischen 
Signale für U-H3/A-H2,  GH1/C-H41, GH1/C-H42, UH3/A-H62 und 
UH3/A-H61 Kreuz Signale. 
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Zucker/Aromaten Region von 9-

6,5/6-5 ppm (Abb. 14) mit der 

Zuordnung zu beginnen. Über die C 

H41/H42 Kreuzsignale können die C-

H42/H5 und anschließend die C 

H5/H6 Kreuzsignale zugeordnet 

werden. Ausgehend von diesen 

können die Aromatensignale in der 

Aromaten/Aromaten Region von 

8,7-6,5/8,7-6,5 ppm (Abb. 14) 

sequenziell zugeordnet werden.  

Die A-H2 Signale erfüllen bei der 

sequenziellen Zuordnung der Zucker 

H1´ Region eine besondere Rolle. Sie 

fungieren als Sonde, die in einer 

Helix Signale rund um die A-U 

Basenpaare verbinden. Da in einer 

Helix von den A H2 Signalen aus die 

eigenen A-H1´, das gepaarte U-H1´ 

sowie jeweils das folgende H1´ in 3´- 

Richtung beider Basenpaarpartner 

zugeordnet werden kann. Über die A-H2 Sonde kann immer wieder die Zuordnung überprüft werden 

und somit sicher die sequenzielle Zuordnung der H1´-H6/H8  Kreuzsignale entlang einer Helix und in 

die Schleifen hinein geschehen.  

2.7.3 1H/15N-HSQC 

Die 1H/15N-HSQC183,184 (Heteronuclear single quantom correlation) Sequenz ist eines der 
bekanntesten NMR-Experimente um bei RNS durch das Einführen einer zweiten Dimension, die 1H-
chemischen Verschiebungen von Guanin H1 und Uridin H3 zu unterscheiden. Für RNS ist die 
Unterscheidung von Guanin H1 und Uridin H3 in der 15N-chemischen Verschiebung möglich, da sich 
diese um circa 15 ppm unterscheiden, sodass zwei klar getrennte Gruppen an Signalen entstehen 
(analog zu Abb. 15). Die Signale für G-H1 liegen in der 15N-Dimension bei ca. 147 ± 2,7 ppm und die 
Signale für U-H3 bei ca. 161 ± 2,3 ppm185. In diesem Experiment wird 1H-Magnetisierung durch einen 
INEPT-Transfer186 über die 1J-Koplung auf das kovalent gebundene 15N Atom übertragen. Um das 
bessere gyromagnetische Verhältnis γ von 1H gegenüber 15N auszunutzen, wird die Magnetisierung 
nach der Entwicklungs- und Mischzeit mit einem weiteren INEPT-Transfer zurück auf das Proton 
übertragen. Durch diesen Trick müssen protonendetektierte Spektren deutlich kürzer gemessen 
werden als stickstoffdetektierte. Essenziell für eine effiziente Übertragung der Magnetisierung ist die 
Wartezeit Δ/2 vor und nach dem 180 ° Puls des INEPT-Transfers, diese Wartezeit Δ/2 entspricht im 
optimalen Fall ¼ 1JHN.  

2.7.4 Best-TROSY 

Um die basengepaarten Iminoprotonen im NOESY eindeutig zu den jeweiligen Uridinen oder 

Guaninen zuordnen zu können, werden 15N korrelierte Spektren wie HSQC oder TROSY gemessen. Die 

Korrelation zu den Iminoprotonen wird in diesen Spektren über die 1J Kopplung vom Iminoproton 

zum Stickstoff erzeugt, indem die Magnetisierung über einen INEPT-Transfer186 vom Wasserstoff zum 

Stickstoff und wieder zum Wasserstoff transferiert wird. Dabei wird in der Best-TROSY Sequenz187,188 

der TROSY Effekt ausgenutzt, wodurch eine höhere Auflösung aber ein geringeres Signal zu Rauschen 

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Zucker-Aromaten 
Region im NOESY mit einem  eingezeichneten Beispielen der 
charakteristischen Signale für G-H41/G-H42 Kreutz Peaks. Sowie 
den bespielhaft eingezeichneten sequenziellen Zuordnungen der 
Aromaten zu Aromaten und Aromaten zu Zucker(C1´) Kreutz 
Signale. 
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Verhältnis erreicht wird. Um das intrinsisch schlechtere Signal zu Rauschen Verhältnis im Vergleich zu 

Standard HSQC Sequenzen zu verbessern, wird in der Best-TROSY Sequenz mit selektiven Pulsen 

gearbeitet, die dafür sorgen, dass am Ende der Pulssequenz möglichst viel der Magnetisierung 

wieder im Grundzustand angekommen ist. Dadurch ist es möglich, die Wartezeit zwischen den 

einzelnen Messungen stark zu verkürzen, sodass das schlechte Signal zu Rauschen Verhältnis durch 

eine hohe Zahl an Messungen ausgeglichen werden kann. Diese Vorgehensweise ermöglicht es, auch 

bei großen RNS noch aufgelöste Spektren zu erhalten. Dafür werden Signale außerhalb der 

spektralen Breite der Anregung sehr stark unterdrückt, was zum Verlust von Signalen führen kann.  

    

 

Abbildung 15: Schematische Darstellung eines 1H/15N Best-TROSY Spektrums in blau. 

 

2.7.5 1H/15N-sfHMQC189,190 und lr-1H/15N-sfHMQC 

Das 15N-So-Fast-Heteronuclear-Multiple-Quantum-Correlation (SFHMQC) Spektrum ist ein eng mit 
dem 15N-HSQC verwandtes Experiment. So-Fast bezeichnet hier die Verwendung von selektiven 
Pulsen und eines Start 120 ° Pulses, um die T1-Relaxation zu vermindern und schneller das nächste 
Experiment messen zu können. Auch im HMQC wird der Stickstoff mit dem gebundenen Iminoproton 
korreliert. Ebenfalls wird die 1J Kopplung vom Iminoproton zum Stickstoff in der Pulssequenz 
ausgenutzt und die Magnetisierung vom Wasserstoff zum Stickstoff und wieder zum Wasserstoff 
transferiert. Im HMQC wird allerdings 15N und 1H Magnetisierung gleichzeitig entwickeln gelassen. 
Daher ist in dieser Zeit die homonukleare J-Kopplung der Protonen aktiv, was zu breiten Signalen in 
der 15N Dimension, im Vergleich zum HSQC, führt. Dieser Nachteil wird allerdings dadurch 
ausgeglichen, dass für das HMQC deutlich weniger Pulse benötigt werden, was zu einem besseren 
Signal zu Rauschen Verhältnis führen kann. Des Weiteren ist die Pulssequenz in einer kürzeren Zeit zu 
messen, was kombiniert mit der So-Fast Methode einen signifikanten Vorteil erbringt. Vom 
Informationsgehalt wird ein Spektrum erhalten, das dem Best-TROSY gleicht, welches in Abschnitt 
2.7.4 beschrieben wurde. Für eine lange-Reichweiten-HMQC (lr-HMQC) wird Δ/2 verlängert, um 
Magnetisierungsentwicklung über schwächere Kopplungen zu ermöglichen. Im Falle von RNS werden 
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durch ein lr-1H/15N-HMQC (Abb. 50 A) die H2 Proton der Adanine mit den Stickstoffen N3 und N1 
korreliert. Für die Guanine wird Proton H8 mit den Stickstoffen N7 und N9 korreliert.    

 

2.7.6 x-Filter 1D und X-Filter NOESY 

Das X-Filter Element191 wird in Pulssequenzen eingesetzt, um zwischen Signalen von Protonen, die an 

Isotopen markierte Atome gebunden sind, und Protonen, die nicht an markierten Atomen gebunden 

sind, zu unterscheiden. Je nach Phase des zweiten 90 ° Pulses des Elements können entweder die 

Signale von z. B. 13C gebundenen Protonen aus dem Spektrum verschwinden oder als einziges 

auftauchen. Durch diese Filterung werden Spektren übersichtlicher und vor allem die Zuordnung von 

Signalen eindeutiger, wenn z. B. nur bestimmte Nukleotide in einer RNS Isotopen markiert wurden. 

In der vorliegenden Arbeit wurden X-Filter integriert in 1H-1D und 1H/1H 1-1 jump and return NOESY 

Pulssequenzen eingesetzt. X-Filter NOESY Messungen wurden verwendet, um eine eindeutige 

Zuordnung nach Nukleotiden in der Iminoregion zu erreichen. Dazu wurden zwei separate Proben 

derselben RNS verwendet, die einmal 15N-U und das andere mal 15N-G markiert wurden. Die 

Reduktion des Überlappens der Signale ist schematisch in Abb.16 dargestellt.     

 

 

 

 

 

 

Abbildung 16: Schematischer Vergleich eines Standard 1H/1H – NOESY Spektrums in blau und einem mit X-
Filter aufgenommenem NOESY mit 15N markierten Uridinen in rot. 
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2.7.6 NMR Spektrometer 
 

Spektrometer  Probenkopf 

AV III 599  5 mm TXI CryoProbe 1H,13C,15N, Z-GRD 
AV II 600  5 mm TCI CryoProbe 1H, 13C, 15N, Z-GRD 
AV III 600 HD  5 mm TCI CryoProbe Prodigy 1H, 13C,15N, Z-GRD 
AV 600 NEO  5 mm TCI 1H, 13C, 15N, Z-GRD 
AV III 700 HD  5 mm QCI CryoProbe 1H,31P, 13C, 15N, Z-GRD 
AV III 800  5 mm TXI 1H, 13C, 15N, Z-GRD 
AV  900 NEO  5 mm TXI 1H, 13C, 15N, Z-GRD 
AV III 950  5 mm TCI CryoProbe 1H, 13C, 15N, Z-GRD 
 

Tabelle 7: Verwendete Spektrometer und Probenköpfe  

 

2.8 Markov Modellierung 

Um zu ergründen, in welchen Zeiträumen die Regulation im Cd1-Riboschalter funktioniert, wurde ein 

Modell für eine Markov Simulation erstellt und mit diesem eine co-tranksriptionale 

Faltungssimulation durchgeführt116,192,193. Das Modell beschreibt ein System aus drei Zuständen Apo, 

Holo/Terminator (T) und Antiterminator (AT). Die Wechsel zwischen diesen Zuständen wurden, mit 

nukleotidaufgelösten Raten, in einer Übergansmatrix dargestellt und als Übergänge erster Ordnung 

modelliert. Insgesamt gibt es 6 Übergänge, von denen je 2 die Hin- und Rückgrate zwischen zwei 

Zuständen beschreiben. Bei der Simulation wird ausgehend von Cd-87 in Apo die RNS mit einer 

konstanten Rate verlängert und für jede neue Base berechnet, wie wahrscheinlich einer der anderen 

Zustände angenommen wird. Es ergeben sich die Populationen der drei Zustände über die Zeit. Durch 

Variation von einzelnen Parametern wurde die Abhängigkeit der Regulation von 

Ligandkonzentration, Transkriptionsgeschwindigkeit, Pausieren und Basenpaarschließungsrate 

modelliert. Mit Apo werden alle Faltungen der wachsenden RNS Kette beschrieben, die kein c-di-

GMP gebunden haben und sich nicht in AT Faltung befinden. Der AT Zustand umfasst alle RNS 

Längen, die AT Faltung einnehmen. Der Zustand Holo/T umfasst alle RNS Faltungen, die c-di-GMP 

gebunden haben oder Teile des Terminatorstamm ausgebildet haben. Die Übergänge Apo Holo/T 

wurden mittels Kon*Konzentration(c-di-GMP) und die Rückreaktion Holo/T  Apo mittels KD*Kon 

beschrieben. Dabei wurde ein Durchschnitt aus den ITC Messungen für die KD und Kon Werte 

verwendet. Für die Übergänge Apo AT und AT  Apo wurden Standardraten verwendet, die 

abhängig von der Anzahl der gebrochenen Basenpaare für eine Umfaltung sind, wie sie in Fürtig et al. 

2007 bestimmt wurden194. Für Zustände in der wachsenden RNS Kette bei denen kein Basenpaar 

gebrochen werden musste, wurde eine Rate (Basenpaarschließungsrate) von 400 nt/s angenommen. 

Übergänge zwischen Apo und AT sowie AT und Holo/T wurden erst ab Cd1-133 erlaubt. Bei den 

Übergängen AT  Holo/T wurden zwischen hoher (100 µM) und niedriger Ligand Konzenration 

(100 nM) unterschieden. Es wurde jeweils die kleinere Rate aus Standardraten oder 

Kon*Konzentration(c-di-GMP) verwendet. Die Übergänge Holo/T AT wurden von Cd1-134-145 mit 

KD*Kon und 7*10^-6*kon für Cd1-146,147 beschrieben. Eine Sonderbehandlung erfolgte bei Cd1-146, 

147, da bei diesen Längen eine Reduktion des KD bekannt ist. Ab Cd1-148 wurde mit den 

Standardraten gearbeitet. Alle Simulationen wurden in Mathematika 12.3 (Wolfram Research, Inc.) 

durchgeführt. Ein Beispielskript und eine Tabelle der verwendeten Raten findet sich im Appendix.  
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3 Ergebnisse und Diskussion195 

3.1 Bindungsverhalten von c-di-GMP an den Cd1 Riboschalter 

3.1.1 Magnesiumbedarf des Cd1 Riboschalters 

Mg2+ Ionen spielen eine wichtige Rolle bei der Faltung von RNS über spezifische 

Magnesiumbindestellen oder besitzen eine breite Wechselwirkung mit dem Phosphatrückgrat. Auch 

beim Cd1 Riboschalter konnte festgestellt werden, dass die Bindung von c-di-GMP 

magnesiumabhängig ist. Mittels 1D-1H NMR Titrationen wurde diese Abhängigkeit weiter erforscht. 

Als charakteristisches Reportersignal, das eine Bindung von c-di-GMP anzeigt, dient eine Gruppe aus 

zwei Signalen um 14,6 ppm in den 1H Spektren. Dass die Signale bei 14,6 ppm nicht von 

magnesiumchloridinduzierten Umfaltungen verursacht werden, ist in Abb. 17 a) zu erkennen. Es ist 

zu sehen, dass die Signale bei 14,6 ppm durch Zugabe von c-di-GMP entstehen.  

In Abb. 17 b) ist zu erkennen, dass bei zu niedriger Mg2+ Konzentration (4 mM) die zwei 

charakteristischen 1H Signale bei 14,6 ppm, in einer 1 zu 1 Mischung auf RNS und c-di-GMP in der 

Probe, verschwinden. Wird hingegen zu der 1 zu 1 Mischung aus Cd1 RNS und c-di-GMP schrittweise 

Magnesiumchlorid zugegeben, ist eine graduelle Verstärkung der Signale zu beobachten.Die 

Intensität dieser Signale erreicht bei einem Verhältnis von 1 zu 40 RNS/c-di-GMP ein Maximum.  

         

Dieses Verhältnis von RNS zu c-di-GMP wurde für alle NMR-Proben in der vorliegenden Arbeit 

verwendet. In den ITC Messungen wurde allerdings festgestellt, dass bei niedrigeren RNS 

Konzentrationen ( ̴50 µM) wie sie in der ITC angewendet werden, das 1 zu 40 Verhältnis nicht 

ausreicht, um unter ITC Bedingungen c-di-GMP vollständig zu binden. Wie in Abb. 18 a zu sehen, wird 

bei einem 1 zu 40 Verhältnis von RNS zu Magnesium nur eine flache Titrationskurve gemessen. Wird 

Abbildung 17: a) 
1H-jump and return- NMR-Spektrum von Cd1 89 bei 298 K in 50 mM BisTris pH 6,2 mit 

110 mM NaCl. Gemessen mit 256 Scans und 16384 Punkten bei 600 MHz mit RNS Konzentration von 
200 µM. b) 

1H-jump and return- NMR-Spektrum von Cd1 98  bei 298 K in 50 mM BisTris pH 6,2 mit 
120 mM NaCl. Gemessen mit 128 Scans und 8192 Punkten bei 600 MHz mit RNS Konzentration von 
200 µM. 
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hingegen das Verhältnis auf 1 zu 160 erhöht (Abb. 18 b) kann eine sigmoidale Titrationskurve 

gemessen werden, die eine deutlich stärkere Bindung anzeigt. Diese notwendige Erhöhung der 

Magnesiumkonzentration zeigt vermutlich, dass Cd1 RNS zur c-di-GMP Bindung mit einer 

bestimmten Wahrscheinlichkeit mit Mg2+ Ionen interagieren muss. Um diese Wahrscheinlichkeit 

beizubehalten, muss bei sinkender RNS Konzentration die Mg2+ Konzentration erhöht werden. Im 

Umkehrschluss könnte diese Beobachtung bedeuten, das NMR Messungen mit höheren RNS 

Konzentrationen als 500 µM RNS möglich wären, da das Magnesium zu RNS Verhältnis von 1 zu 40 

nicht mehr beibehalten werden müsste und so die hohen Magnesiumkonzentrationen nicht jeglichen 

Signalgewinn durch mehr RNS durch den magnesiumkatalysierten Wasseraustausch vernichten 

würden.             

 

 

3.1.2 Start und Endpunkt der c-di-GMP Bindungsfähigkeit von Cd1 

Einer der wichtigsten Eckpfeiler zum Verständnis der Funktionsweise eines transkriptionalen 

Riboschalters ist die Länge des Zeitfensters, die für die regulatorische Umfaltung zur Verfügung steht. 

Um dieses Zeitfenster zu bestimmen, wurden Konstrukte verschiedener Länge des Cd1 Riboschalters 

hergestellt wie in Abschnitt 2.2 und 2.3 beschrieben. Bei der Titration von allen c-di-GMP bindenden 

Konstrukten konnten immer die Signale von U46 und U27 bei ca. 14,6 ppm und U32 bei 10 ppm als 

Reportersignal für Ligandbindung verwendet werden (Abb. 19 a). Das erste Konstrukt, das diese 

Signale bei c-di-GMP Zugabe aufweist, ist Cd1-83. Im Vergleich mit Konstrukten größerer Länge wie 

Cd1-87 fällt allerdings auf, dass die Signale eine geringe Intensität besitzen (Abb. 19 a). Dieser 

Umstand lässt Zweifel aufkommen, ob von Cd1-83 eine stabile Bindetasche gebildet wird. Dies wird 

auch von den ITC Messungen unterstützt bei denen für Cd1-83 keine Bindung, mit einem KD < 

100 µM, festgestellt werden konnte, während für nachfolgende Konstrukte wie Cd1-86 und Cd1-87 

KD Werte im niedrigen µM Bereich gemessen wurden (Abb. 19 c). Dieser Trend zeigt sich auch in den 

NMR Messungen, in denen die Reportersignale von Cd1-86 nd Cd1-87, im Vergleich zu Cd1-83, 

deutlich an Intensität gewinnen. Die deutliche Verbesserung des KD Wertes für Cd1-86 und Cd1-87 

deutet auf strukturelle Änderungen im Bindungsmodus hin. Auffällig ist dies vor allem für Cd1-87, bei 

dem die ITC Kurve die erwünschte sigmoidale Form annimmt, was auf eine Verbesserung der 

Bindung von c-di-GMP im Vergleich zu Cd1-86 hindeutet, da in beiden Messungen ähnliche 

Konzentration für RNS und Ligand verwendet wurden. Zusätzlich unterstützt wird diese Beobachtung 

dadurch, dass für Cd1-88 der KD weiter auf 0,25 ± 0,04 µM sinkt, was für eine weitere Stabilisierung 

der Faltung spricht (Abb. 18 b). In der Gesamtschau dieser Ergebnisse ist zu vermuten, dass mit 

Abbildung 18: a) ITC Messung  von Cd1-88 mit 2 mM Mg2+
  b) ITC Messung  von Cd1-88 mit 8 mM Mg2+

. 

Fehler im KD wurden durch Triplikat Messung bestimmt.  
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Erreichen von Cd1-83 eine fehlgefaltete Bindetasche stabilisiert wird, wie sie in Abb. 19 b dargestellt 

ist. Diese Faltung könnte durch das Ausformen einer P1 Helix unter dem basenpaarenden Nukleotid 

C81 ausreichend stabilisiert werden, um eine rudimentäre Bindung von c-di-GMP zu ermöglichen.  

  

 

Abbildung 19: a) 1D-NMR Spektren  von RNS Cd1-82, 83,86 und 87 gemessen ohne und mit 1 Äquivalent c-
di-GMP. Die Spektren von Cd1 82 und 83 wurden mit 16384 Punkten und 256 Scans bei 600 MHz 
aufgenommen. Die Spektren von Cd1-86 und 87 wurden mit 16384 Punkten und 512 Scans für Cd1-86 und 
128 Scans für Cd1-87 bei 599 MHz aufgenommen. b) vermutete Sekundärstruktur von Cd1-83, die die 
Bindung von c-di-GMP vor der vollen Ausformung der Bindetasche ermöglicht. c) ITC Messungen von RNS 
83, 86, 87 und 88 durchgeführt mit ca. 60 µM RNS als Vorlage und 600 µM c-di-GMP in NMR Puffer. Fehler 
des KD wurden über Triplikat Messungen bestimmt 195. 

 

Abbildung 20: a) Überlagerung der  best TROSY Spektren von Cd1 133 mit 0 und 1 Äquivalent c-di-GMP mit 
einer RNS Konzentration von 200 μM bei 298K. Die Spektren wurde mit 1k/256 Punkten, 12 Scans und 
24/35 ppm spektraler Weite bei 700 MHz aufgenommen. b) Ausschnitte aus den best TROSY Spektren von Cd1 
133, 143, 146-149. Gezeigt sind zwei Regionen in denen Reportersignale bei Zugabe von c-di-GMP auftauchen. 
c) ITC Messung  von Cd1-135,146 und 147. Fehler im KD wurden durch Triplikat Messung bestimmt 195.  
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A86 kann diese Helix dann durch Stapeln an U85 stabilisieren und abschließen. So kann erklärt 

werden, warum für Cd1-86 ein KD von immerhin 35 µM gemessen werden kann. Mit der 

Verlängerung um C87 wird allerdings ein KD von 1,9 µM gemessen, was nicht mehr durch eine 

Verlängerung der P1 erklärt werden kann. Daher kann davon ausgegangen werden, dass mit 

Erreichen von C87 die stabile Aptamerkonformation eingenommen wird. Der Endpunkt der 

Ligandbindungsfähigkeit wurde über eine Reihe von 1H/15N best-TROSY Spektren bestimmt, um die 

Auflösungsprobleme und generell sehr breiten Signale von RNS dieser Größenordnung zu umgehen. 

Dazu wurden die Reportersignale bei 14,6/165 ppm und 11,9/159 ppm für jede der in Abb. 20 

dargestellten Längen miteinander verglichen. Dabei fällt auf, dass das Reportersignal U27 schon bei 

Länge 146 verschwindet und dann bei 147 noch einmal auftaucht. Dieses Verhalten kann als Signal 

für die beginnende Destabilisierung der Bindetasche gedeutet werden, was durch die gemessenen KD 

Werte in Abb. 20 weiter unterstützt wird. In der zweiten ausgewählten Region ist dieses Verhalten 

nicht zu beobachten, das Signal für U76 ist konstant bei c-di-GMP Zugabe vorhanden und 

verschwindet schlagartig bei Cd1-148. Als Gesamtbild ergibt sich somit, dass Cd1-148 die erste Länge 

von Cd1 ist, bei der die stabilisierte Bindetasche so weit entfaltet ist, dass keine Ligandbindung mehr 

stattfinden kann. Das Restsignal von U76 ist wahrscheinlich auf einen Cd1-83 ähnlichen 

Bindungsmodus zurückzuführen, der die P3 Schleife noch rudimentär stabilisiert und so für das Signal 

sorgt. Der Verlust der Fähigkeit zur Ligandbindung ist auf das Umfalten der Nukleotide der 

Bindetasche in die Antiterminatorkonformation zurückzuführen. Mit Länge 148 ist ein G:C Basenpaar 

im Antiterminator entstanden, das die Basenpaarung von C87 durch G147 stabilisiert. In der Messung 

von Cd1-149 ist keine Restbindung zu erkennen, wie sie theoretisch durch eine Cd1-83 ähnlicher 

Faltung entstehen sollte. Dies lässt sich durch eine weitere Verkürzung der P1 um U85 und die damit 

einhergehenden sterischen Spannungen durch den Übergang in die Antiterminatorhelix begründen 

(Abb.8). Insgesamt hat Cd1 somit 61-65 Nukleotide Zeit um Ligand zu binden und zu entscheiden, ob 

der Riboschalter an- oder ausgeschaltet ist.     

 

3.2 Sekundär- und Tertiärstruktur des Cd1-Riboswitches 

3.2.1 Sekundär- und Tertiär--Struktur der Aptamerdomäne 

Aus der Betrachtung des Startpunkts der Ligandbindung aus Abschnitt 3.1.2 ergibt sich eine zentrale 

Frage über das Aptamer von Cd1. Warum ist die Aptamerfaltung mit Erreichen von C87 stabiler, als 

mit einer vermutlichen P1 Helix aus vier Basenpaaren und einer Basenpaarung von c-di-GMP durch 

C81? Um diese Frage beantworten zu können, müssen zuerst die Sekundärstruktur und die 

Tertiärinteraktionen des Aptamers aufgeklärt werden. Ein erster Schritt zur Klärung dieser Strukturen 

ist eine Zuordnung der Imino-NOESY Signale der Aptamer RNS, da dadurch sofort klar ist welche 

Nukleotide sich in einer Helix befinden. Zu diesem Zweck wurde als erstes Konstrukt Cd1-98 gewählt, 

da in diesem Fall genug Nukleotide über das vorhergesagte Aptamer hinaus vorhanden sind, um 

unerwartete Interkationen zu ermöglichen. Die große Menge an Änderungen, die im Aptamer 

ablaufen, wenn c-di-GMP gebunden wird, wird schnell im Vergleich der Spektren in Abb. 21 und Abb. 

22 offensichtlich. Bei Zugabe von c-di-GMP erscheinen im Spektrum Abb. 22 bei 12-10 ppm komplett 

neue Ketten an Kreuzsignalen, wo zuvor nur schwache Signale auf der Diagonalen, in Abb. 21, zu 

erkennen waren. Dies zeigt, dass sich neue Helices bilden und vorhandene stabilisiert werden. Somit 

ist klar, Cd1-98 kann c-di-GMP binden und wird durch diese Bindung stabilisiert. Um nun die 

aufgenommen NOESY Spektren zuordnen zu können, ist es erforderlich zu wissen, welches der 

Kreuzsignale durch ein Iminoproton von Uridin oder Guanin hervorgerufen wird. 
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Abbildung 22: 

1H/1H jump-and-return echo NOESY von Cd1-98 at mit einer Konzentration von 500 μM und 
500 μM c-di-GMP bei 298 K. Die RNS wurde in 50 mM Bis-Tris Buffer, 120 mM NaCl und 22,5 mM MgCl2 

gepuffert. Das Spektrum wurde mit 2k/380 Punkten, 364 Scans und 24 ppm spektraler Weite bei 600 MHz 
aufgenommen 195. 

 

Abbildung 21: 
1H/1H jump-and-return echo NOESY von Cd1-98 at mit einer Konzentration von 500 μM 

bei 298 K. Die RNS wurde in 50 mM Bis-Tris Buffer, 120 mM NaCl und 20 mM MgCl2 gepuffert. Das 

Spektrum wurde mit 2k/380 Punkten, 384 Scans und 24 ppm spektraler Weite bei 600 MHz 

aufgenommen 195.  
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Die übliche Strategie für diese Zuordnung sind 1H/15N korrelierte HSQC artige Messungen. Diese 

Strategie der Zuordnung konnte für Cd1-98 nicht mit Erfolg angewandt werden, da im Bereich um 

13 ppm die Überlagerung der Signale entlang der 1H Dimension zu groß war, um eindeutig Guanin 

von Uridin Signalen unterscheiden zu können. Um eine eindeutige Zuordnung zu erreichen, musste 

also eine andere Strategie gewählt werden. Um Zweideutigkeiten auszuschließen wurden zwei 

Proben von Cd1-98 hergestellt, einmal Cd1-98 15N-U markiert und eine zweite 15N-G markiert. Durch 

dieses Markierungsmuster können in zwei x-Filter modifizierten NOESY Spektren genau die 

Iminosignale gemessen werden, die von den jeweils 15N markierten Nukleotiden stammen (Abb. 24 

und 25). Mit dieser genauen Kenntnis der einzelnen Signale ergibt sich für Cd1-98 aber ein Problem. 

Im Spektrum erscheinen mehr Kreuzsignale als nach Anzahl der Nukleotide und Betrachtung 

möglicher Sekundärstrukturen vorhanden sein sollten. Das Erscheinen dieser überzähligen Signale 

konnte durch einen Vergleich mit dem NOESY Spektrum eines Modellkonstrukts für die P2-Helix und 

die Zuordnung von Cd1-88 (Abb. 23) aufgeklärt werden. Im NOESY von Cd1-88 finden sich weniger 

Signale als in dem von Cd1-98. Die Differenz in der Signalmenge rührt daher, dass in Cd1-98 noch 

zusätzlich Signale der P2-Helix im nicht Ligand gebundenem Zustand vorhanden sind. Diese Signale 

sind in allen Abbildungen in orange gekennzeichnet und überlagern perfekt mit den Signalen des P2 

Modells, dessen NOESY Spektrum in Abb. 26 a) zu finden ist. Die Iminoregion von Cd1-88 konnte 

anschließend über die gängige Imino-Lauf Strategie zugeordnet werden. Als zusätzlicher 

Anhaltspunkt bei der Zuordnung von Cd1-88 wurde ein weiteres Modellkonstrukt für die P3 Helix 

hergestellt. Bei der Zuordnung des P3 Models fällt auf, dass nur die Imino-Protonen des oberen 

helicalen Abschnitts U60-G56 im Spektrum (Abb. 26 b) für Kreuzsignale sorgen. Die zwei weiteren 

helicalen Abschnitte von P3 sind im Modell, unter den Bedingungen der Messung offensichtlich zu 

instabil, um gegen einen Austausch mit Wasser geschützt zu sein. 

 

 

 

Abbildung 23: 
1H/1H jump-and-return echo NOESY von Cd1-88 mit einer Konzentration von 200 μM und 

300  μM c-di-GMP bei 302 K. Die RNS wurde in 50 mM Bis-Tris Buffer, 110 mM NaCl und 8 mM MgCl2 

gemessen. Das Spektrum wurde mit 2k/256 Punkten, 227 Scans und 24/16.6 ppm spektraler Weite bei 
800 MHz aufgenommen 195. 
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Dieser oberste Abschnitt der P3-Helix ist in allen Abbildungen in türkis gekennzeichnet. 

Interessanterweise findet sich dieser türkisfarbige Zuordnungspfad sowohl in den Spektren von Cd1-

98 mit und ohne Ligand wieder. Zusammen mit der Zuordnung von ungebundenem P2 lassen sich so 

alle Kreuzsignale von Cd1-98 (Abb. 21) ohne c-di-GMP erklären. Aus dieser Tatsache ist ersichtlich, 

dass die Instabilität der unteren zwei helicalen Abschnitte nicht nur ein Artefakt eines kleineren 

Modellkonstruktes ist, sondern auch so im Aptamer zu finden ist. Erst mit der Zugabe von c-di-GMP 

kann eine Stabilisierung von P3 beobachtet werden und die beiden unteren helicalen Abschnitte, 

markiert in grau und gelb, erscheinen in den NOESY Spektren von Cd1-98 und Cd1-88 (Abb. 22 und 

Abb. 23). Auch mit der Bindung von c-di-GMP besitzt der unterste Abschnitt noch Dynamik, wie an 

der Aufspaltung des Kreuzsignals von G41-G83 und G84-G83 zu beobachten ist, die in verschiedenen 

Konstrukten unterschiedlich stark ausfällt. Das Ausbilden einer P1 Helix scheint aufgrund der 

Sequenz, bei einer Bindung von c-di-GMP an C87 oder C88 wie in der Literatur vorhergesagt, 

unmöglich. Mit der Zuordnung aller Imino-Signale wird deutlich, dass im stabilen Cd1 Aptamer keine 

stabile P1 Helix vorhanden ist. Dass c-di-GMP ein stabiles Basenpaar mit einem C ausbildet, kann 

durch die 1D 1H-x-Filter Messung, durchgeführt mit 13C/15N markiertem c-di-GMP, gezeigt werden 

(Abb. 23). Das Fehlen einer P1-Helx würde in anderen Riboschaltern wie pilM zu einer 

Verschlechterung der Bindungskonstante führen. Daher lässt sich vermuten, dass die fehlende P1-

Helix in Cd1, durch Basenstapelung des nachfolgenden Nukleotids und Tertiärinteraktionen 

ausreichend kompensiert wird.  

 

 

Abbildung 24: 
1H/1H jump-and-return echo x-filter NOESY von RNA 98 15N G markiert mit einer Konzentration 

von 130 μM und 130 μM c-di-GMP bei 298 K. Die RNS wurde in 50 mM Bis-Tris Buffer, 110 mM NaCl und 
8 mM MgCl2 gepuffert. Das Spektrum wurde mit 2688/512 Punkten, 520 Scans und 24 ppm spektraler Weite 
bei 800 MHz aufgenommen 195.  
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Abbildung 25: 
1H/1H jump-and-return echo x-filter NOESY von RNA 98 15N U markiert mit einer Konzentration 

von 160 μM und 160 μM c-di-GMP bei 298 K. Die RNS wurde in 50 mM Bis-Tris Buffer, 110 mM NaCl und 8 
mM MgCl2 gepuffert. Das Spektrum wurde mit 4096/512 Punkten, 368 Scans und 24 ppm spektraler Weite 
bei 700 MHz aufgenommen 195.  

 

 
Abbildung 26: a) 

1H/1H jump-and-return echo NOESY von einer Model RNS für den P3-Stamm mit einer 
Konzentration von 2,5 mM bei 298K. Die Probe wurde in 50 mM Bis-Tris Buffer, 120 mM NaCl und 10 mM MgCl2 

gemessen. Das Spektrum wurde mit 4k/1k Punkten, 84 Scans und 25 ppm spektraler Weite bei 700 MHz 
aufgenommen. b) 1H/1H jump-and-return echo NOESY von einer Model RNS für den P3-Stamm mit einer 
Konzentration von 540 μM bei 298 K. Die RNS wurde in 50 mM Bis-Tris Buffer, 120 mM NaCl und 10 mM MgCl2 

gepuffert. Das Spektrum wurde mit 4096/768 Punkten, 272 Scans und 24 ppm spektraler Weite bei 950 MHz 
aufgenommen 195. 
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3.2.2 Tertiärstruktur der Aptamerdomäne 

Um die in 3.2.1 bereits gestellte Frage, warum ist die Aptamerfaltung ab C87 stabiler als mit einer 

vermutlichen P1 Helix ab Länge 83, zu beantworten, wurden Mutationsstudien durchgeführt. In Abb. 

27 b ist die PAGE Analyse, der mutierten RNS Konstrukte von Cd1-88, dargestellt. In dieser fällt auf, 

dass bei allen Konstrukten ein leichter Abbau zu beobachten ist. Die aus der Messung dieser RNS 

erlangten Ergebnisse sind trotzdem aussagekräftig, besonders wenn sie untereinander verglichen 

werden, da die Intensität der Verunreinigungen durch kürzere Konstrukte im Vergleich mit der 

Hauptbande gering ist. Diese kurzen Spezies werden also, verglichen mit der Hauptspezies, auch nur 

wenig Signal in einer NMR Messung erzeugen. Aus der Betrachtung der Sekundärstruktur ist bereits 

ersichtlich, dass Tertiärinteraktionen einen enormen Einfluss auf die P2 Helix haben müssen, da die 
1H Signale von P2 mit c-di-GMP Bindung stark verschoben werden, sich aber die grundlegende 

Basenpaarung in den helicalen Bereichen nicht ändert. Die starke Verschiebung der P2 Signale kann 

dadurch erklärt werden, dass drei Schleifen Nukleotide aus P2 mit P3 interagieren. Diese Interaktion 

ist auch für die anderen c-di-GMP Riboschaltern156,160 oder c-GAMP Riboschalter196 bekannt. Aus drei 

Tatsachen können Rückschlüsse auf die Interaktion von P2 mit P3 in Cd1 gezogen werden. Erstens die 

interne Schleife zwischen C51 und G55 weist Ähnlichkeit mit dem bekanntem IC322 Motiv auf und die 

drei Adenine in der P2 Schleife entsprechen ebenfalls diesem Bindungsmotiv. Zweitens andere c-di-

GMP Riboschalter156,160 binden ebenfalls mit P2 in einem solchen Bereich der P3 und nicht, wie im c-

GAMP Beispiel zu sehen, an die oberste Schleife der P3196. Drittens bei der Mutation von A24-26 zu U 

verliert Cd1-88 die Bindungskompetenz für c-di-GMP (Abb. 27 c). Dies zeigt die enorme Bedeutung 

von A24-26 für die Gesamtstabilität des Aptamers.  

 

 

Abbildung 27: a) Sekundärstruktur des Cd1 Aptamer. Nukleotide, die mutiert wurden sind in orange 

markiert. b) PAGE Analyse der präparierten RNS Konstrukte c) Ausschnitt aus den 1D 1H-NMR Spektren von 

Cd1-88(WT) und den Mutationen von WT G11A, G11C, G81A, C87A, C88A und A24-26U. Gezeigt sind die 

Regionen für drei Reportersignale, die c-di-GMP Bindung anzeigen 195. 
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C81 ist vermutlich das c-di-GMP bindende Nukleotid der alternativen Bindetasche, die dem stabilen 

Aptamer vorausgeht (Abb. 19 b). Diese Rolle sollte C81 in Cd1-88 nur noch in einem sehr geringen 

Maß einnehmen können, da nachweislich die stabilere Aptamerkonformation in Cd1-88 dominiert. 

Die Mutation von C81 zu A sollte die niedrig populierte alternative Bindetasche komplett aus dem 

Gleichgewicht der RNS Faltungen entfernen, was eine höhere Population der stabilen 

Aptamerkonformation zur Folge hätte. Bei der Mutation von C81 zu A ist allerdings ein kompletter 

Verlust der c-di-GMP Bindungsfähigkeit zu beobachten (Abb. 313). Eine weitere wichtige Interaktion, 

die aus anderen GEMM I Riboschaltern bekannt ist, besteht in der Basenpaarung von G79 zu C35, die 

an einer weiteren Position den P2 und P3 Stamm verbindet. C81:G47 ist eines der Basenpaare, die 

die RNS Struktur rund um G79 stabilisieren. Der Verlust dieser Stabilität reicht anscheinend aus, um 

die G79 zu C35 Interaktion so weit zu destabilisieren, dass sie nicht mehr stattfindet, was zum Verlust 

der c-di-GMP Bindungsfähigkeit führt. Zusammen zeigen die Mutationen A24-26U und C81A die 

enorme Wichtigkeit der tertiären Interaktionen für das Cd1 Aptamer, das eine fehlende P1 durch 

diese ausgleichen muss.  

Dass c-di-GMP mit einem Cytidin im Cd1 Aptamer ein stabiles Basenpaar eingeht, ist durch 1H x-filter 

NMR Messungen bekannt. Um zu klären, ob C87 oder C88 der Partner für c-di-GMP ist, wurden beide 

Positionen zu einem Adenin mutiert und die entstehenden Konstrukte C87A und C88A auf ihre 

Bindungsfähigkeit zu c-di-GMP getestet (Abb. 27 c). C88A zeigt ähnlich wie der Wildtyp Cd1-88 eine 

Vorstabilisierung der Aptamerfaltung im Spektrum ohne Ligand und einen vergleichbaren 

Intensitätsgewinn bei den Reportersignalen bei Ligandzugabe. Daraus wird ersichtlich, dass diese 

Mutation für das Aptamer nicht stark destabilisierend wirkt. Ein anderes Verhalten ist mit C87A zu 

beobachten. Mit dieser Mutation kann im 1H-NMR keine Vorstabilisierung der Aptamerfaltung ohne 

Ligand gefunden werden. Des Weiteren ist bei c-di-GMP Zugabe nur ein geringer Gewinn an 

Intensität bei den Reportersignalen zu beobachten. Dieser geringe Intensitätsgewinn, besonders im 

Vergleich zu C88A, zeigt, dass die Mutation von C87 das Aptamer stark beeinflusst. Das  bei der 

Mutation von C87 zu A überhaupt noch c-di-GMP Bindung zu beobachten ist, kann auf die alternative 

Bindungskonformation wie bei Cd1-83 bis 86 zurückgeführt werden. Dies wird vor allem im Vergleich 

der Spektren, von C87A (Abb. 27 c) mit denen von Cd1-83 und Cd1-86 in Abb. 313, deutlich. In der 

Gesamtansicht aus Bindungsstart und Mutation kann bestätigt werden, dass C87 das Nukleotid ist, 

welches mit c-GMP ein Basenpaar eingeht. Mutationsstudien am Vc2 Riboschalter ergaben, am C87 

anlogen C92 ebenfalls eine deutliche Verschlechterung der Bindungskonstante um einen Faktor 103, 

bei C92A und C92U, sowie eine Zunahme der Bindungskonstante um einen Faktor 106 bei C92G197. 

Ein weiterer Teil der Bindetasche ist h in G11, abgeleitet aus der Strukturanalogie mit anderen 

GEMM I Riboschaltern, zu finden. In der Hoffnung diese Vorhersage durch eine direkte Mutation zu 

bestätigen, wurden die Konstrukte Cd1-88 G11A und G11C präpariert. Beide Konstrukte zeigen, gut 

erkennbar am Signal von U32, eine minimale Vorstabilisierung der Aptamerfaltung im Spektrum 

ohne Ligand. Bei Ligandzugabe gewinnen die Reportersignale U76, U27 und U32 aber deutlich an 

Intensität, vergleichbar mit C88A. Es ist also erkennbar, dass weder die erhoffte Stabilisierung durch 

G11C oder die Destabilisierung durch G11A durch die Mutationen erreicht wurden. Ein Vergleich mit 

dem Vc2 Riboschalter zeigt, dass mit analogen Mutationen zu G11A ebenfalls kein kompletter Verlust 

der c-di-GMP Bindung erreicht wurde. So ist für den Vc2 Riboschalter bekannt, dass die Mutation 

G20A, wobei Vc2 G20 analog zu Cd1 G11 ist, den KD von 0,011 nM auf 0,21 nM verschlechtert. Die 

größte KD Verschlechterung durch diese Position wurde in Vc2 durch G20U von 0,011 nM auf 330 nM 

erreicht197. Die größte Auswirkung auf den KD konnte durch eine Mutation an A47 erreicht werden.  
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Vc2 A47 ist mit Cd1 A38 identisch und Mutationen an diesem verschlechterten den KD um einen 

Faktor 105. Hier zeigt sich die Wichtigkeit dieser Position für eine stabile Bindung von zyklischen 

Dinukleotiden in GEMM I Riboschaltern. Durch die gleichzeitige Mutation von G20A/C92U konnte 

Vc2 von einem c-di-GMP Binder zu einem c-di-AMP Binder umgewandelt werden198. Eine andere 

Studie konnte zeigen, dass mit der Einzelmutation G20A Vc2 c-GAMP mit einem KD von 1,5 µM 

binden kann199. Diese Ergebnisse zeigen, dass durch die Mutationen G11A und G11C kein kompletter 

Verlust der c-di-GMP Bindungsfähigkeit in Cd1 zu erwarten war, sondern eher ein Verlust der 

Selektivität für c-di-GMP hin zu anderen zyklischen Dinukleotiden. 

 

3.2.3 Strukturelemente der Cd1 Expressionsplattform 

Durch 1H/1H-NOESY 1H-1D NMR Messungen und Mutationen konnten viele Informationen über das 

Cd1 Aptamer gewonnen werden. Um die funktionale Umschaltung des Riboschalters verstehen zu 

können, sind weitere Informationen über die Struktur der Expressionsplattform nötig. Da die 1H/1H 

NOESY Spektren von großen RNS Molekülen aufgrund der Überlagerung der Signale zunehmend 

schwer zu interpretieren sind, wurden diese für Cd1 durch Überlagerung mit Spektren von 

Strukturelementen zugeordnet. Dabei wurden die 1H/1H NOESY Spektren von Cd1-147, Cd1-148 und 

Cd1-160 mit den NOESY Spektren von P2-Stamm, Cd1-88, HP1-Stamm und Terminatorstamm 

überlagert. Weitere Probleme in der Qualität der Spektren ergaben sich durch die verringerten 

Rotationszeiten bei großen Molekülen, die für eine Verbreiterung der Signale sorgen. Im NOESY 

Spektrum von Cd1-147 mit 1,5 Äquivalenten c-di-GMP in Abb. 28 ist zu erkennen, dass sich die 

Signale des c-di-GMP gebundenen Aptamers, repräsentiert durch das NOESY von Cd1-88, noch 

immer gut im Spektrum wiederfinden lassen. Tatsächlich lässt sich ein Großteil der Kreuzsignale 

durch diese Überlagerung erklären. Von den potentiell 12 Basenpaaren, die sich in der 

Antiterminatorkonformation ausbilden können, ist nichts zu erkennen. Ein weiteres Strukturelement, 

das bei allen Längen ab 121 ausgebildet sein sollte, ist der HP1-Stamm.  
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Abbildung 29: 1H/1H jump-and-return echo NOESY von Cd1 148 mit einer Konzentration von 700 μM und 
700 uM c-di-GMP bei 304 K. Überlagert mit den 1H/1H NOESY Spektren von P2-Stamm, HP1-Stamm und Cd1-88. 
Die RNS wurde in 50 mM Bis-Tris Buffer, 120 mM NaCl und 10 mM MgCl2 gemessen. Das Spektrum wurde mit 
2048k/1024 Punkten, 290 Scans und 24/13 ppm spektraler Weite bei 600 MHz aufgenommen. 

 

Abbildung 28: 1H/1H jump-and-return echo NOESY von Cd1-147 einer Konzentration von 200 μM und 300 μM 
c-di-GMP bei 298 K. Überlagert mit den 1H/1H NOESY Spektren von HP1-Stamm und Cd1-88. Die RNS wurde in 
50 mM Bis-Tris Buffer, 110 mM NaCl und 8,8 mM MgCl2 gemessen. Das Spektrum wurde mit 2048/128 
Punkten, 384 Scans und 25/13 ppm spektraler Weite bei 850 MHz aufgenommen. 
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Bei der Überlagerung der NOESY Spektren von Cd1-147, Cd1-88 und HP1-Stamm fällt auf, dass die 

Kreuzsignale von Cd1-88 in ihrer Position stark mit den Signalen vom HP1-Stamm überlagern. Die G:U 

Basenpaare G55-U72 aus Cd1-88 und G105-U113 aus HP1-Stamm sind beide leicht verschoben bei 

einem der zwei G:U Kreuzsignale im Spektrum von Cd1-148 positioniert. Dieses G:U Signal bei 

11/10,4 ppm in Cd1-147 könnte also durch eine Überlagerung der beiden Signale aus Cd1-88 und 

HP1-Stamm entstanden sein. Das NOESY Spektrum von 148 mit c-di-GMP zeigt den Verlust an 

Bindefähigkeit dieser Länge, da sowohl Signale für die gebunde Aptamerkonformation, repräsentiert 

durch Cd1-88, als auch für die ungebundene Konformation, repräsentiert durch P2-Stamm, zu finden 

sind (Abb. 29). Das G:U Signal bei 11/10,4 ppm ist auch im Spektrum von 148 zu finden. Allerdings 

sollte hier der Beitrag des Signals G55-U72 aus der c-di-GMP bindenden Aptamerkonformation im 

Vergleich zu Cd1-147 reduziert sein. Aus dem Vergleich dieser Betrachtungen ist es sehr 

wahrscheinlich, dass der HP1-Stamm sowohl in Cd1-147 als auch in Cd1-148 ausgeformt ist. Hinweise 

auf die Antiterminatorkonformation lassen sich im NOESY von Cd1-148 erahnen, da nicht alle neuen 

Kreuzsignale durch Überlagerung mit NOESY Spektren von HP1-Stamm und gebundener und 

ungebundener Aptamerkonformation erklärt werden können. Ebenfalls lassen sich in den best-

TROSY Spektren von 148 ohne c-di-GMP 6 schwache Signale für G:C Basenpare finden, die mit c-di-

GMP Zugabe verschwinden (Abb. 30). Daraus lässt sich vermuten, dass an diesem Punkt der 

Antiterminator im Gleichgewicht mit anderen Konformationen existiert, da von Cd1-148 auch die 

ersten drei Basenpaare des Terminatorstamms gebildet werden können. In den gemessenen NOESY 

Spektren wurde kein Konstrukt gefunden, in dem die vorhergesagte Antiterminatorkonformation 

explizit zugeordnet werden konnte. Dass Antiterminator in Cd1-148 nicht dominant zu erkennen ist 

zeigt, dass diese Konfromation während der Transkription wahrscheinlich nur übergangsweise stabil 

ist und sobald wie möglich in die Terminatorfaltung übergeht. Diese Vermutung wird auch durch das 

Verhalten des volle Längekonstrukts Cd1-160 und des Modells für den Terminatorstamm unterstützt. 

In der Überlagerung von Cd1-160 in Abb. 31 ist zu erkennen, dass Kreuzsignale durch P2 und HP1-

Stamm verursacht werden. Durch den Vergleich mit dem Terminatorstammmodell in Abb. 32 zeigt 

sich, dass in Cd1-160 der Terminatorstamm ausgebildet ist. Dies zeigt, dass der Terminatorstamm 

thermodynamisch stabiler ist als der Antiterminatorstamm. Langfristig werden also alle Konstrukte 

ab einer bestimmten Länge immer in der Terminatorfaltung sein, wenn zwischen Präparation und 

Messung einige Stunden liegen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 30: Überlagerung der best-TROSY Spektren von Cd1-148 0 und 1 

Äquivalent c-di-GMP. Gezeigt ist die Region der Basenpaarenden Guanine. 
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Abbildung 31: 1H/1H jump-and-return echo NOESY von Cd1 160 mit einer Konzentration von 350 μM bei 283 K. 

Überlagert mit den 1H/1H NOESY Spektren von P2-Stamm, HP1-Stamm und Terminator-Stamm. Die RNS wurde 

in 50 mM Bis-Tris Buffer, 110 mM NaCl und 10 mM MgCl2 gepuffert. Das Spektrum wurde mit 4k/256 Punkten, 

520 Scans und 24/16 ppm spektraler Weite bei 600 MHz aufgenommen 195. 

Abbildung 32: 1H/1H jump-and-return echo NOESY von Terminatormodell mit einer Konzentration von 1 mM 
bei 298 K. Die RNS wurde in 50 mM Bis-Tris Buffer, 110 mM NaCl und 8 mM MgCl2 gemessen. Das Spektrum 
wurde mit 2048k/768 Punkten, 56 Scans und 25/12,5 ppm spektraler Weite bei 800 MHz aufgenommen 195. 
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3.3 Der regulatorische Mechanismus des Cd1 Riboschalters 

Ausgehend vom Sekundärstrukturmodell in Abb. 33 wurde ein Modell für eine co-transkriptionale 

Faltungssimulation entwickelt. Im Modell wird die Faltungsdynamik des Systems durch Übergänge in 

drei Makrozuständen Apo, Holo/Terminator und Antiterminator (AT) dargestellt. Die 

ligandgebundenen Holozustände wurden mit den Zuständen in Terminatorfaltung in einem 

Makrozustand zusammengefasst, da für Cd1 als Aus-Schalter bekannt ist, dass das c-di-GMP 

Terminatorfaltung fördert. Als Startpunkt wurde Cd1-87 in Apo gewählt. Ausgehend von diesem 

Punkt wird die RNS immer um ein Nukleotid mit einer konstanten Rate verlängert. Für jeden dieser 

Schritte besteht nun die Chance, definiert durch die Übergangsraten, in Apo zu bleiben oder in einen 

der beiden anderen Makrozustände Holo/T oder AT zu wechseln. Bei Längen größer als Cd1-87 

besteht auch die Möglichkeit, in Apo  oder in den konkurrierenden Zustand zurückzuwechseln. In den 

Simulationen wurde die zeitliche Entwicklung der Populationen der Makrozustände in Abhängigkeit 

von einer Variablen in ansonsten konstanten Bedingungen betrachtet. Die Ergebnisse dieser 

Simulationen sind in den Höhenliniendiagrammen in Abb. 34 dargestellt. In a) wurde simuliert, wie 

der Cd1 Riboschalter unter c-di-GMP Konzentrationen von 100 nM bis 100 µM schalten kann. Hier ist 

zu beobachten, dass der Apo Zustand bei sehr niedriger (100 nM) c-di-GMP Konzentration bis zu 2s 

zu 100 % populiert ist. Ab diesem Zeitpunkt kann AT gebildet werden, so dass Apo innerhalb von 1 s 

zu 100 % AT umgewandelt wird. Unter diesen sehr niedrigen c-di-GMP Konzentrationen entsteht 

überhaupt keine Holo/Terminatorfaltung, der Riboschalter ist also in 100 % der Fälle im An-Zustand. 

Bei sehr hohen (100 µM) c-di-GMP Konzentrationen wird Apo Zustand konstant abgebaut, er 

wechselt sofort in den Holo Zustand, und ist nach 2,5 s komplett depopuliert. In diesen Zeitraum fällt 

auch das Maximum der Population des Holo/Terminatorzustandes von ca. 95 %. Nach 3s hat sich ein 

Gleichgewicht aus Holo/Terminator und AT von 90 zu 10 % eingestellt. Das bedeutet, der Cd1-

Riboschalter ist bei hohen c-di-GMP Konzentrationen nach 3 s in 90 % der Fälle im Aus-Zustand. In 

den Konzentrationen zwischen Maximum und Minimum ist eine Dominanz des Holo/Terminator 

Zustandes zu beobachten. In über Zweidrittel des Konzentrationsraums besitzt Holo/Terminator nach 

4 s eine Population von über 50 %, während die AT Population schon bei mittleren c-di-GMP 

Konzentrationen auf 20 % abgesunken ist.  

Abbildung 33: Sekundärstruktur des Cd1 Riboschalters nach Untersuchung mittels NMR Spektroskopie und 

ITC. Die Nukleotide der Bindetasche sind in Violett markiert. Sekundärstrukturelemente sind mit P1, P2, P3 

und HP1 in Schwarz beschriftet. Ebenfalls in Schwarz beschriftet sind der Termiantor (T) und die 

Antiterminator-Stämme. Die RNS Basen die bei der Schaltung von AT und T beteiligt sind mit P(Blau), 

A(Orange), T(Rot) und H(Grün) markiert.  



61 

  

 



62 

Das beobachtete Verhalten unter verschiedenen c-di-GMP Konzentrationen lässt sich durch einige 

Eigenschaften des Cd1-Riboschalters erklären. Ab Cd1-87 ist c-di-GMP Bindung möglich, was zu einer 

raschen Populierung von Holo bei hohen c-di-GMP Konzentrationen führt. Diese erzeugt eine 

vorgezogene maximale Population des Holo/Terminatorzustandes, bevor sich überhaupt 

Terminatorstamm oder AT-Stamm falten können. Dieser Vorsprung reicht aus, um Holo/Terminator 

kaum an Population verlieren zu lassen, bis Übergänge zwischen den Makrozuständen aufgrund der 

hohen Anzahl an zu brechenden Basenpaaren sehr unwahrscheinlich werden. Dass sich bei hohen c-

di-GMP Konzentrationen überhaupt noch AT-Stamm bildet, ist auf die hohe Rate für unkompetitierte 

Basenpaarschließung zurückzuführen. Diese wurde als 400 nt/s angenommen, was 

Größenordnungen über den Raten eines Zustandes liegt bei dem nur 1 Basenpaar gebrochen werden 

muss. Letztere Übergangsrate beträgt ca. 2,5 nt/s. Die hohen Übergangsraten von 400 nt/s werden 

vom AT-Zustand ausgenutzt, da sie die Faltung der ersten Haarnadelstruktur (134-137) des AT-

Stammes durch die Nukleotide im Abschnitt T beschreibt. Dadurch kann auch aus hoher 

Holo/Terminator Population noch etwas AT-Zustand entstehen und bei niedrigen c-di-GMP 

Konzentrationen 100% AT. 

Um abzuschätzen in wie weit die Rate für unkompetitierte Basenpaarschließungen das Modell 

beeinflusst, wurden die in Abb. 34 e) und f) gezeigten Rechnungen durchgeführt. Dabei zeigt sich, 

dass sowohl bei c-di-GMP Konzentrationen von 100 nM als auch bei 100 µM nur sehr kleine Raten 

unter 50 nt/s einen Einfluss auf das Modell besitzen. Bei Raten für unkompetitierte 

Basenpaarschließungen kleiner 50 nt/s kommt es bei 100 nM c-di-GMP zu einer, im Vergleich zu 

400 nt/s, verspäteten Bildung des AT-Zustands. Bei 100 µM c-di-GMP Konzentration kann bei Raten 

unter 50 nt/s eine längere maximale Population des Holo/Terminator Zustands beobachtet werden. 

Zwischen 50 nt/s und 1000 nt/s ist kein Unterschied in der Entwicklung der einzelnen Makrozustände 

festzustellen. Auch wenn Messungen in der Literatur wesentlich höhere Raten im ns Bereich139 

festgestellt haben, zeigt das Modell, dass der Cd1-Riboschalter auch mit wesentlich kleineren Raten 

funktionieren würde. Aus diesem Verhalten des Modells wurde geschlussfolgert, dass 400 nt/s 

(2,5 ms) ein guter Wert für die Raten für unkompetietierte Basenpaarschließungen ist.  

Wie schon in der Bezeichnung transkriptioneller Riboschalter angedeutet, ist die Funktion eines 

transkriptionellen Riboschalters von der Geschwindigkeit der Transkription abhängig. In den 

Modellrechnungen wurde eine Transkriptionsrate von 20 nt/s angenommen, da sich diese Rate im 

Bereich von bekannten bakteriellen RNS Polymerasen befindet132,200–202. Die native 

Transkriptionsgeschwindigkeit der RNS-Polymerase in C. Difficile ist unbekannt. Daher wurde eine 

Simulation von Transkriptionsgeschwindigkeiten von 2 bis 100 nt/s durchgeführt, um die 

Auswirkungen der Transkriptionsgeschwindigkeit auf die Regulation des Cd1-Riboschalters 

abschätzen zu können.  

Abbildung 34: Höhenliniendiagramme der co-transkriptionellen Markov-Simulationen am Cd1 Riboschalter. 

Die relativen Populationen der drei Faltungszustände sind in 5 % Schritten von Violett nach Rot dargestellt. 

Die Population der Makrozustände Apo, Holo/Terminator und Antiterminator wurden aus allen Längen an 

RNS zusammenaddiert die sich zum entsprechenden Zeitpunkt im entsprechenden Makrozustand befanden. 

Als Endpunkt der Simulationen wurde der Zeitpunkt gewählt, bei dem Cd1-160 vollständig populiert war. In 

den Simulationen wurde, wenn nicht als variabler Parameter benutzt, eine Geschwindigkeit der 

Transkription von 20 nt/s, eine Rate der unkompetitieren Basenschließung von 400 nt/s und eine c-di-GMP 

Konzentration von 100 µM oder 100 nM angenommen. In a) wurde simuliert, wie der Riboschalter 

funktioniert, wenn c-di-GMP Konzentration von 100 nM bis 100 µM vorliegen. In b)-d) wurde der Einfluss 

der Transkriptionsgeschwindigkeit auf die Schaltung simuliert, in b) bei 100 µM in c) 100 nM und in d) bei 

100 µM und 10 s Pausieren der Transkription. In e) und f) wurde überprüft, ob die Wahl von einer Rate der 

unkompetitierten Basenschließung von 400 nt/s Einfluss auf das Modell nimmt 195.         
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In Abb. 34 c) wurde die Transkriptionsgeschwindigkeit bei 100 nM c-di-GMP simuliert. Dabei ist zu 

erkennen, dass unter 20 nt/s das Schalten von Apo in AT verzögert ist. Ansonsten sind keine 

Auswirkungen auf die Regulation zu beobachten. Aus 100 % Apo wird 100 % AT, und es entsteht kein 

Holo/Terminator Zustand.  

Anders läuft es im Fall einer hohen c-di-GMP Konzentration. In den Simulationen in Abb. 34 b) ist das 

Holo/Terminator Maximum von 95 %  unter 20 nt/s deutlich länger präsent und erhöht sich sogar auf 

100 % bei Transkriptionsgeschwindigkeiten unter 10 nt/s, da durch die langsame Verlängerung mehr 

Zeit ist, c-di-GMP zu binden. Gleichzeitig sorgt diese Langsamkeit aber auch dafür, dass sich sich ein 

Gleichgewicht zwischen AT und Holo/Terminator einstellt. So sind die beiden Zustände bei 2 nt/s 

Transkriptionsgeschwindigkeit annährend zu 50 % populiert. Oberhalb von 30 nt/s 

Transkriptionsgeschwindigkeit verschwindet zunehmend das Holo/Terminator Maximum. Ab diesem 

Punkt gibt es kein Holo/Terminator Maximum mehr, das noch Population an AT abgibt. Es wird nur 

noch Holo/Terminator beziehungsweise AT aufgebaut und die erreichte Population ist dann über den 

Zeitraum der Simulation stabil. Des Weiteren ist zu beobachten, dass sich die Populationen von AT 

und Holo/Terminator immer weiter angleichen bis sie schließlich bei 100 nt/s Transkriptions-

geschwindigkeit annähernd die gleiche Population von 50% besitzen. Dieses Verhalten in der 

Populationsverteilung ist sicher nicht ganz unerwartet, da zu schnelle Transkriptions-

geschwindigkeiten transkriptionale Riboschalter immer stören müssen, da irgendwann die Zeiträume 

bis der Entscheidungspunkt erreicht wird zu klein werden, um noch rechtzeitig Umfaltungen oder 

Ligandenbindung zu vollziehen.  

Ein Mechanismus der von Riboschaltern genutzt wird um zu schnelle Transkription zu umgehen, ist 

das Pausieren der RNS Polymerase. An dedizierten Pausierstellen, die oft aus uridinreichen 

Sequenzen bestehen, kann die RNS-Polymerase für mehrere Sekunden verweilen116,117. Cd1 besitzt in 

der Theorie eine solche Sequenz in den Basen U141-145, direkt vor dem Punkt der Entscheidung bei 

Cd1-148. Die Auswirkungen dieser potenziellen Pausierstelle bei 100 µM c-di-GMP und 

verschiedenen Transkriptionsgeschwindigkeiten, sind in Simulation d) in Abb. 34 dargestellt. Um den 

Austrittstunnel der RNS-Polymerase zu berücksichtigen, wurde in der Simulation bei U135 für 10 s in 

der Transkription pausiert. So konnte ein 10 Nukleotide langer Austrittstunnel und das Pausieren 

simuliert werden, obwohl das Pausieren eigentlich bei U145 stattfinden sollte. Unter einer 

Transkriptionsgeschwindigkeit von 20 nt/s ergibt sich auch mit Pausieren dasselbe Verhalten wie in 

b), da hier die Transkriptionsgeschwindigkeit einfach zu langsam ist, als dass Pausen eine Wirkung 

haben könnten. Von 20 nt/s bis 100 nt/s ändert sich das Verhalten aber weitreichend. Es gibt ein 

konstantes Maximum von 95 % Holo/Terminator das bis  90 % abfällt. Diesem Holo/Terminator- 

Maximum geht bei Transkriptionsgeschwindigkeiten über 70 nt/s ein Anstieg des AT-Zustands von bis 

zu 40 % voraus. Dieses AT-Hoch wird nach ca. 5 s erreicht, wird aber wieder in das 95 % 

Holo/Terminator-Maximum abgebaut. Dadurch wird gezeigt, dass auch bei den hohen 400 nt/s 

Raten, wie sie beim Pausieren für die Längen 134 und 135 vorliegen, Holo/Terminator über die Zeit 

die bevorzugte Population ist. Insgesamt lässt sich durch die Simulationen der 

Makrozustandsverteilung in Abhängigkeit zur Transkriptionsgeschwindigkeit feststellen, dass 

Transkriptionsgeschwindigkeiten von 20 nt/s in einem Bereich für maximale Schaltungseffizienz 

liegen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Cd1-Riboschalter über einen weiten c-di-GMP 

Konzentrationsbereich schalten kann und die Effizienz der Schaltung bei hohen Ligand-

konzentrationen, gekoppelt mit hohen Transkriptionsgeschwindigkeiten, stark abnimmt. Diese 

Abnahme an Effizienz kann durch das Nutzen der potentiellen Pausierstelle bei U141-145 umgangen 

werden, so dass Cd1 zwischen 20 nt/s und 100 nt/s Transkriptionsgeschwindigkeit zu 90 % schalten 

kann.                             
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3.4 Ausblick 

Mit den Messungen am Cd1-Riboschalter konnte die Sekundärstruktur der Aptamerdomäne 

aufgeklärt und bestätigt werden. Als essenzielle Interaktionen für die Stabilität der Ligandbindung 

konnten zwei Tertiärinteraktionen zwischen P2 und P3-Stamm sowie eine Basenpaarung zwichen c-

di-GMP und C87 nachgewiesen werden. Um die Struktur des Aptamers weiter vertiefend zu 

verstehen bedarf es entweder einer NMR-Strukturrechnung oder einer direkten Strukturaufklärung 

durch eine Röntgenkristallstruktur oder Cryo-Elektronenmikroskopie. Für die NMR-Strukturrechnung 

wäre eine weitere Zuordnung des gesamten NOESY Spektrums, besonders der Aromaten und Zucker 

Protonen, nötig. Dies könnte durch den Einsatz selektiv 13C/15N markierter Proben oder den Einsatz 

von atomspezifischen 2D/3D Pulssequenzen203 für kurze Konstrukte wie Cd1-88 erreicht werden. 

Zurzeit dominieren Röntgenkristallstruktur immer noch in der Zahl gelöster Strukturen von Proteinen 

und RNS. Das Hauptproblem ist dabei nicht das Lösen einer gemessenen Kristallstruktur, 

sonderneinen Einkristall des zu messenden Biomoleküls in ausreichender Größe und Qualität 

herzustellen. Die Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen kann oft Monate bis Jahre 

dauern, wobei auch hier durch Screeningansätze Fortschritte gemacht werden. Das erlangte 

Verständnis über den Magnesiumbedarf und die stabilisierende Wirkung von c-di-GMP kann bei der 

Suche nach der idealen Kristallisationsbedingung helfen. Ob Cryo-Elektronenmikroskopie bei der 

Strukturaufklärung des Cd1-Riboschalters weiterhelfen kann bleibt fraglich, da bereits Proteine unter 

100 kDa als fast zu klein für die Methode gelten204. Eine mögliche schnelle Experimentalreihe ist die 

Untersuchung der Mutationen G11A und G11C in Kombination mit Mutationen an G87 auf das 

Bindungsverhalten zu anderen cyclischen-Dinukleotiden mittels NMR 1D Titrationen und ITC. Eine 

zentrale Frage zur  Funktionsweise des Cd1-Riboschalers besteht nach dieser Arbeit leider immer 

noch. Warum ist der Antiterminator- nur transient stabil und der Terminatorstamm langfristig immer 

bevorzugt, obwohl dieser in der Sekundärstruktur weniger Basenpaare besitzt. Diese Frage würde 

sich wahrscheinlich nur durch Strukturaufklärung des gesamten Riboschalters oder eines 

stabilisierten Antiterminatorkonstruktes beantworten lassen. Mit dem Wissen um diese 

Zusammenhänge könnten dann gezielt fotogeschützte AT-Konstrukte hergestellt werden, mit denen 

der zeitliche Verlauf der AT Faltung und die Umfaltung in den Terminator beobachtet werden kann. 

An dieses Projekt wurde sich gut eine Untersuchung, mittels zeitlich aufgelöster Transkription116 

anschließen. So könnte überprüft werden, ob die Pausierstelle U141-145 tatsächlich von einer RNS-

Polymerase genutzt wird. Eine weitere Möglichkeit das kinetische Modell des Cd1-Riboschalters zu 

verbessern, besteht in der Nutzung von fotoschaltbaren c-di-GMP. An der Synthese dieser Moleküle 

wird bereits in der Arbeitsgruppe gearbeitet. Diese  würden es ermöglichen, Bindungszeiten und 

Faltungsraten voneinander zu trennen und genau zu bestimmen. Dabei sollte wahrscheinlich auf 

flussunterbrechende Analysemethoden zurückgegriffen werden, da der hohe Magnesium Bedarf für 

direkte kinetische Messungen mittels NMR zum Problem werden kann.  
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4 19F Ligandenscreening205 

4.1 Screening und RNS Bibliothek 

Die meisten molekularen Ziele von Medikamenten sind Proteine. RNS hingegen spielt bisher nur bei 
Antibiotika eine Rolle, die die Interaktion zwischen RNS und Proteinen im Ribosom stören206. 
Zeitweise galt RNS, da sie nur aus vier unterschiedlichen Basen besteht, als unmögliches Ziel für 
Medikamente. Da allerdings immer mehr über die komplexen Regulationsprozesse, in die die RNS 
involviert ist, bekannt wird, gilt RNS mittlerweile als lohnendes und notwendiges Ziel für die 
Medikamentenentwicklung207. Um ein Medikament zu entwickeln, gibt es verschiedene Ansätze. Die 
direkteste Methode ist die strukturbasierte Medikamentenentwicklung. Diese basiert auf einer 
genauen Kenntnis der Bindungstasche, für die ein Binder entwickelt werden soll. Allerdings ist es 
herausfordernd und zeitaufwändig, diese Bindungstellen zu identifizieren, und es ist auch mit vielen 
Versuchen verbunden, einen guten Liganden für eine Bindetasche zu entwickeln. Der komplette 
Gegensatz zu einer zielgerichteten Entwicklung ist ein Hochdurchsatzscreening mit einer 
Ligandbibliothek. In diesen Screenings werden Hundertausende von bekannten Substanzen auf 
Bindung zu einem Ziel getestet. Die besondere Herausforderung hierbei ist die Zusammenstellung 
von Stoffmischungen oder Strategien, mit denen möglichst viele Stoffe auf einmal getestet werden 
können, da eine Eins zu Eins Analyse jeden zeitlichen Rahmen sprengen würde. Dabei müssen die 
einzelnen Komponenten aber noch analytisch differenziert werden können, um die spätere 
Identifizierung der Binder zu ermöglichen. Die Verbindung von Hochdurchsatzscreening und 
zielgerichteter Medikamentenentwicklung ist die fragmentbasierte Bindersuche. Hierbei wird 
ebenfalls mit Stoffmischungen gearbeitet, die auf Bindungskompetenz gegen ein Ziel getestet 
werden. Diese Stoffe sind aber kleinere Verbindungen (Fragmente), die sich leicht zu Molekühlen auf 
Medikamentengröße erweitern lassen. Werden Fragmente gefunden, die das Ziel annehmbar 
binden, werden diese gezielt synthetisch erweitert, in der Hoffnung, die Affinität gezielt steigern zu 
können und dabei die Zielspezifität des Fragments zu erhalten.  

In diesem Projekt wurde ein Fragment screening mit 101 Fragmenten, die alle ein oder mehrere 19F 
Atome besaßen, durchgeführt. Ziel des Screenings war es, zu zeigen, dass mit der Methode 
Fragmente gefunden werden können, die RNS spezifisch binden, ohne gleichzeitig auch an DNS, 
Proteine oder andere RNS zu binden. Dazu wurden 14 RNS zusammengesetzt aus einem Riboswitch, 
sechs Aptameren, zwei Expressionsplatformen, zwei Haarnadelschleifen, zwei Ribozymen und einer 
tRNS auf Bindung zu Substanzbibliothek durchgetestet. Als Vergleich wurden 5 DNS und 5 Proteine 
mit einer Masse von 18-100 kDa auf Bindung zu den gleichen Fragmenten überprüft. Die 101 
Fragmente wurden in vier Mischungen aus 20 und eine aus 21 Substanzen aufgeteilt (Abb. 35).  

 

    

 Abbildung 35: 19F NMR 1D der fünf Mixturen aufgenommen in Screening Puffer bei 600 MHz mit 1H 
Entkopplung und Wasserunterdrückung. Abbildung entnommen aus Binas et. al 2021 205. 
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Vor dem Zusammenstellen der Mischungen wurde überprüft, dass die 19F Signale der einzelnen 
Substanzen sich im NMR 19F-1D möglichst wenig überlagern, gezeigt wird dies in Abb. 111. 19F NMR 
eignet sich für eine solche Anwendungen besonders gut, da 19F Resonanzen über ca. 100 ppm verteilt 
sind, während bei 1H nur 15 ppm Spektralbreite zur Verfügung stehen. Alle Ergebnisse sind in Binas 
et. al. 2021205 zu finden. Im Folgenden werden nur die Ergebnisse für Cd1-98 diskutiert.    

 

4.2 Material und Methoden 

4.2.1 RNS Herstellung 

Die RNS Cd1-98 wurde mit derselben Methodik wie in Abschnitt 2.2 beschrieben hergestellt.  

4.2.2 NMR Proben Zusammensetzung 

Die Screeningproben wurden jeweils in zwei Varianten hergestellt einmal mit und einmal ohne RNS. 

Dabei wurde darauf geachtet, dass alle Komponenten außer der RNS in jeder Probe die gleiche 

Konzentration besaßen, sodass die Probe ohne RNS als Referenz benutzt werden konnten. Die 

Fragmentmischungen enthielten 2,5 mM jedes einzelnen Fragments, gelöst in 90 %-d6-DMSO und 

10 % D2O. Diese Fragmentmischungen wurden zu den Proben so hinzugegeben, dass in den finalen 

Proben entweder 50 µM RNS und Fragment im 1 zu 1 Verhältnis oder nur eine Mischung ebenfalls 

mit 50 µM Konzentration pro Fragment vorhanden war. Weiterhin enthielt jede Probe final den 

Screeningpuffer bestehend aus 25 mM KPi, pH 6.2, 50 mM KCl und 5 mM MgCl2 gelöst in 94 % H2O / 

5 % D2O / 1 % d6-DMSO. Die Proben hatten ein Volumen von 170 µL pro 3mm Röhrchen.  

4.2.3 T2-Relaxationsmessungen und Auswertung 

Bei der CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) Pulssequenz wird die Magnetisierung mit einem 90 ° Puls 

erzeugt. Anschließend folgte ein Spinecho-Element bestehend aus 9 ms-180 ° Puls- 9 ms. Die 

Spinecho-Sequenz wird so oft wiederholt, bis eine bestimmte Zeit erreicht ist. Für dieses Screening 

wurden CPMG Zeiten von 0, 200 und 400 ms verwendet. Die große spektrale Breite der 19F-

Resonanzen stellt für dieses Experiment eine Herausforderung dar, da ein 180 ° Puls über 90 ppm 

Breite gewährleistet sein muss. Zu diesem Zweck wurde ein adiabatischer WURST Puls mit einer 

Bandbreite von 120 ppm und einer Länge von 2 ms eingesetzt. Alle CPMG Messungen wurden an 

einem Bruker AVIIIHD-600 NMR Spektrometer, ausgestattet mit einem fünf mm 1H/19F [13C,15N]-TCI 

prodigy Cryo-Probenkopf, durchgeführt. CPMG Experimente dienen eigentlich der Bestimmung der 

T2-Relaxationszeit, sind aber für das Screening speziell von Makromolekülen geeignet. Da die T2-

Relaxationszeit vor allem von der Masse und Form eines Moleküls abhängt, ändert sich bei der 

Bindung eines kleinen Fragments an ein im Vergleich riesiges Makromolekül dessen T2-

Relaxationszeit drastisch. Diese Änderung in der T2-Relaxationszeit sorgt für einen Signalverlust im 19F 

Fragment Spektrum, da sich das Fragment nun langsamer dreht und somit schneller relaxiert. 

Um alle quantitativen Aussagen darüber treffen zu können, ob ein Fragment ein Binder oder kein 
Binder ist, wurden die Signale jedes CPMG Experimentes in Topspin 4.0 integriert und die Integrale 
miteinander verglichen. Als entscheidende Größe dieses Vergleichs wurde der Quotient QBindung 
definiert.   
 𝑄𝐵𝑖𝑛𝑑𝑢𝑛𝑔 = 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡ä𝑡𝑠 𝑄𝑢𝑜𝑡𝑖𝑒𝑛𝑡+Ziel 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡ä𝑡𝑠 𝑄𝑢𝑜𝑡𝑖𝑒𝑛𝑡−𝑍𝑖𝑒𝑙       𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡ä𝑡𝑠 𝑄𝑢𝑜𝑡𝑖𝑒𝑛𝑡 = 𝑆𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙𝑖𝑛𝑡𝑒𝑔𝑟𝑎𝑙𝐶𝑃𝑀𝐺(200𝑚𝑠)𝑆𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑒𝑔𝑟𝑎𝑙𝐶𝑃𝑀𝐺(0𝑚𝑠)  

 

Nach der automatischen Auswertung über QBindung wurden die gefundenen Binder und von der 

Auswertung gemeldete Fehler noch einmal manuell überprüft. Weitere CPMG Messungen wurden 
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mit 0, 50, 100 und 200 ms durchgeführt um die Verdrängung des Binders durch den natürlichen 

Liganden c-di-GMP zu beobachten.   

4.3 Ergebnis und Diskussion 

Für die initiale Bestimmung der Bindung von Fragment und RNS wurde ein CPMG (Carr-Purcell-

Meiboom-Gill)-Experiment eingesetzt. Die Messungen bei 0 und 200 ms CPMG-Zeit wurden 

tabellarisch verglichen und über QBindung potenzielle Binder ermittelt. Die Ergebnisse dieser 

Auswertung sind in Abb. 36 zusammengefasst. Insgesamt wurden 9 Fragmente gefunden, die an Cd1-

98 binden. Bei diesen 9 Fragmenten fällt auf, dass sie zu großen Teilen ein weitverzweigtes π–
Elektronensystem besitzen. Daraus folgt, dass die Moleküle größtenteils planar sind. Ausnahmen 

finden sich nur in Fragment 7 und 75 bei denen die eine Hälfte des Moleküls nicht aromatisch ist. 

Eine weitere Eigenschaft in allen Fragmenten außer 7 ist das Vorhandensein mindestens einer 

Aminogruppe im Molekül. Die Kombination aus planaren Molekülen mit Aminogruppen lässt 

vermuten, dass die Hauptinteraktion zwischen Cd1-98 und den Fragmenten aus einer Interkalation 

oder Stapelung des Fragments zwischen oder an die Nukleobasen besteht, stabilisiert durch 

Wasserstoffbrücken über die Aminogruppent. Um die Stellen an Cd1-98 zu identifizieren, an denen 

die einzelnen Fragmente binden und den KD abschätzen zu können, wurden 1H/15N-SFHMQC 

Spektren gemessen. Auf diese Weise wird die RNS direkt gemessen und eventuelle Änderungen an 

der Sekundärstruktur durch bindende Fragmente sollten über die beobachteten Iminoprotonen gut 

sichtbar werden. Tatsächlich ist bei keinem der Binder in der Iminoregion eine signifikante Änderung 

im Spektrum zu erkennen. Das gleichbleibende Signal in der Iminoregion ist in Abb. 37 a) und c) 

exemplarisch für Fragment 75 dargestellt. Es gibt tatsächlich nur eine einzige Veränderung, die mit 

Zugabe der Binder in den 1H/15N-SFHMQC Spektren festzustellen ist. Bei Binderzugabe taucht ein 

neues Signal bei 10,68/145,5 ppm auf. In dieser Region sind normalerweise Signale zu finden, die von 

Hoogsteen Basenpaaren stammen. Da dieses Signal allerdings für alle Binder bei den gleichen 

Verschiebungen auftaucht, ist davon auszugehen, daas es sich nicht um ein spezifisches Signal 

handelt. Welches Atom oder Molekül dieses Signal verursacht, konnte nicht abschließend geklärt 

werden. Um doch noch etwas über die Bindung der Fragmente an Cd1-98 zu lernen, wurden 

Verdrängungsexperimente mit dem natürlichen Ligand c-di-GMP für die Fragmenten 9, 47 und 75 

durchgeführt. Die Ergebnisse dieser 19F Verdrängungsexperimente sind in Abb. 38 dargestellt. Bei 

allen drei Fragmenten ist auffällig, dass bei 0 ms CPMG die Intensität des 19F Signals durch die Zugabe 

von c-di-GMP erhöht wird. Dieser Effekt könnte daher kommen, dass die Fragmente schwächer an 

die RNS binden und als freies Molekül schneller rotieren können und so ein schärferes Signal geben. 

Betrachtet man jedoch die Intensitäten von Puffer+ Mix (Türkis) und RNS + Mix (Gelb) in Abb. 36 

fallen keine so signifikanten Intensitätsunterschiede auf, wie sie z. B. in Abb. 38 für Fragment 47 zu 

sehen sind. Daraus ist zu schlussfolgern, dass der Intensitätsunterschied durch die Zugabe von c-di-

GMP nicht nur auf frei werdendes Fragment zurückzuführen ist. Die wahrscheinlichste Ursache für 

die Erhöhung der Signalintensität bei c-di-GMP Zugabe ist, dass dadurch die Konformation des 

Aptamers stabiler, homogener und komprimierter wird. Die Komprimierung der Konformation sorgt 

für eine schnellere Rotation. Homogenisierung und Stabilisierung sorgen für mehr gleichförmige 

Bindestellen, was insgesamt zu einer Signalerhöhung für die Fragmente sorgt. Es liegt ein schnellerer 

Austausch vor und die gebundene Komponente ist im Vergleich zur Probe ohne c-di-GMP weniger 

stark verbreitet. Für Fragment 9 und 75 kann diese Kombination die Signalerhöhung bei c-di-GMP 

Zugabe erklären, die annähernde Verdopplung bei 47 bleibt damit aber unbeantwortet. Um etwas 

über den Bindungsmodus der einzelnen Fragmente zur RNS zu erfahren, wurden die 

Intensitätsquotienten der Messungen 0 ms und 200 ms in % umgerechnet und miteinander 

verglichen. Für Fragment 9 ergab sich eine Rückgewinnung des Signals bei 200 ms CPMG von 16 % 

ohne und 17 % mit c-di-GMP. Die Auswertung von 75 ergab eine Rückgewinnung des Signals bei 

200 ms CPMG von 0,00 % ohne und -0,01 % mit c-di-GMP. 
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 Abbildung 36: Ausschnitte aus den CPMG Spektren der gefundenen Binder für Cd1-98. Gezeigt sind die Spektren 
von RNS und Fragment sowie Fragment in Puffer bei 0, 200  und 400 ms CPMG Zeit. Über die Zahlen sind die 
jeweiligen Fragmente den einzelnen Experimenten zugeordnet. Abbildung entnommen aus Binas et. al 2021 205. 
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Abbildung 37: 
1H/15N-sfHMQC Spektrum von Cd1-98 mit (Rot) Fragment 75 und ohne 

(Blau.). In a) ist die Überlagerung der U H3 Region gezeigt. In b) ist die Region gezeigt in 
der typischerweise Signale für Hoogsteen Basenpaare auftauchen. In c) ist die 
Überlagerung der G H1 Region gezeigt.  

 

 

 

Bei Fragment 47 ergaben sich tatsächlich Unterschiede. Die Rückgewinnung des Signals bei 200 ms 

CPMG liegt bei 18 % ohne und 33 % mit c-di-GMP. Aus diesen Vergleichen kann geschlussfolgert 

werden, dass c-di-GMP für 75 und 9 die Bindung des Fragments nicht beeinflusst. Da bei Fragment 47 

die prozentuale Rückgewinnung an Signal mit c-di-GMP Zugabe steigt, wird durch die Umfaltung der 

Aptamerdomäne die Bindung von 47 gestört. Da bei keinem der Fragmente annährend eine 

vollständige Rückgewinnung des Signals stattfindet, kann mit Gewissheit gesagt werden, dass diese 

nicht direkt in die Bindetasche für c-di-GMP gebunden werden. Dieses wäre mit Sicherheit der Fall, 

da c-di-GMP mit einem nM KD gebunden wird und der KD der Fragmente höchstens, ausgehend von 

den nicht vorhandenen Verschiebungen im 1H/15N-SFHMQC, im mM Bereich liegen sollte.   

 
  

 

 

 

Abbildung 38: Ausschnitte aus den CPMG Spektren der durchgeführten 
Verdrängung der Fragmente 9, 47 und 75 durch c-di-GMP. Abbildung entnommen 
aus Binas et. al 2021 205. 
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5 Licht geschalteter RNA Doppelstrang 

5.1 Lichtschaltung in biologischen Systemen 

Schaltbarkeit durch Licht wird in DNS/RNS Systemen durch das Anbringen von lichtschaltbaren 

Modifikationen in der Nukleinsäuresequenz erreicht. Diese Modifikationen werden üblicherweise 

entweder an der Nukleobase angebracht oder ersetzen ein komplettes Nukleotid. Durch Licht 

schaltbare Modifikationen existieren in zwei Varianten, reversibel und nicht reversibel schaltbar.  

Nicht reversibel schaltbare Modifikationen werden durch Bestrahlung mit Licht mit einer spezifischen 

Wellenlänge von der Nukleinsäure abgespalten208. Der Vorteil des irreversiblen Abspaltens besteht 

darin, dass zu 100 % ein geschalteter und ein ungeschalteter Zustand erzeugt werden können, was in 

einer maximalen Differenz in vergleichenden Messungen resultiert. Der Nachteil des irreversiblen 

Abspaltens besteht darin, dass die Fotogruppe abgespalten wird. Die frei werdenden Moleküle 

können potentiell mit der geplanten Reaktion interferieren oder im biologischen Kontext toxisch 

wirken. In Abbildung 39 ist eine Übersicht der bereits im biologischen Kontext verwendeten, durch 

Licht abspaltbare Schutzgruppen zu finden209–217.  

 

 

Abbildung 39: Übersicht der im biologischen Kontext gängigen fotolabilen Schutzgruppen vor und nach 
Bestrahlung mit Licht. Mit X ist die Position der zu entschützenden funktionellen Gruppe markiert.   
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Reversible Modifikationen werden mit bistabilen Molekülen durchgeführt, die durch Bestrahlung mit 

Licht einer jeweils spezifischen Wellenlänge zwischen zwei Konformationen hin und her geschaltet 

werden können.Die Reversibilität bietet den Vorteil, dass Experimente mit Lichtschaltung wiederholt 

werden können. Das kann dazu genutzt werden, Hin- und Rückweg der zu erforschenden Reaktion zu 

vermessen, oder das Signal zu Rauschen Verhältnis des Experiments zu verbessern218. Diese 

Schaltbarkeit wird allerdings mit Nachteilen erkauft. Durch Licht schaltbare Reste müssen fest in das 

Zielmolekül eingebaut werden. Eine Ausnahme von dieser Regel kann erreicht werden, indem 

fotoschaltbare Moleküle als Ligand für künstliche RNS Riboschalter219 oder als Interkalatoren220 

verwendet werden. Allgemein muss aber im Vorfeld einer Messung erst einmal sichergestellt 

werden, dass eine durch Licht schaltbare Modifikation das zu untersuchende System nicht oder nur 

minimal stört. Gleichzeitig muss gewährleistet sein, dass durch die Schaltung eine maximierte 

natürliche Änderung des zu untersuchenden Systems erfolgt221. Des Weiteren kann bei keinem 

Fotoschalter eine 100% Umwandlung der Zustände ineinander erreicht werden. Diese Mischung der 

Zustände, gekoppelt mit einer potentiellen Reduzierung des Schaltungseffekts, kann es erheblich 

erschweren, ein System reversibel lichtschaltbar zu machen221. 

Die Modifikation von biologischen Systemen hin zur Schaltbarkeit durch Licht kann für die Forschung 

und Therapeutik drei besondere Vorteile bieten: eine exakte Kontrolle über Zeitpunkt und räumliche 

Position einer Reaktion, sowie ein externes Signal, das bei Wellenlängen größer als 350 nm ohne 

Schaden an Probe oder Gewebe eingesetzt werden kann218,222. Die Möglichkeit, Reaktionen zu einem 

exakten Zeitpunkt zu starten oder zu beenden, wird vor allem in kinetischen Messungen zur 

Aufklärung von Reaktionsmechanismen sowie Faltungswegen von DNS/RNS223,224 und Proteinen225 

genutzt, da hier ein synchronisiertes System mit einem genauen Startpunkt der Messung sehr 

vorteilhaft ist, um Messungen gut fitten und replizieren zu können. Weiterhin kann Licht 

verschiedener Wellenlängen, kombiniert mit unterschiedlichen durch Licht schaltbaren Resten, dafür 

genutzt werden, Reaktionen in Sequenzen zu manipulieren, was mit anderen externen Faktoren wie 

pH-Wert, Ionenkonzentration oder Temperatur schwieriger und unpräziser zu erreichen sein 

kann221,226. Positionsspezifische Kontrolle kann die gezielte Aktivierung von z.B. Reaktionen in 

Abschnitten von Neuronen227 und Messungen in Gewebeschichten von lebenden Organismen228 in 

Tiefen von mehreren 100 µm229,230 ermöglichen. Eine weitere vielversprechende, in Entwicklung 

befindliche Anwendung von Positionskontrolle durch Licht besteht in der Verwendung von durch 

Licht geschalteten Medikamenten. Durch die gezielte Freisetzung am Wirkort sollen Nebenwirkungen 

reduziert werden, da Medikamente nicht über den gesamten Aufnahmeweg im Körper verteilt 

werden209,231.             

5.1.1 Licht gesteuerte Doppelstranghybridisierung 

Das Auftrennen oder Zusammenfügen von DNS oder RNS Doppelsträngen stellt in der Biochemie der 

Nukleinsäuren einen wichtigen Stabilitätsfaktor dar. So kann DNS nur unter Aufspaltung des 

Doppelstrangs repliziert werden oder RNS nur durch das Zusammenfügen von zwei einzelsträngigen 

Abschnitten zu einer Helix falten. Um das Wechselspiel aus hybridisierten und enthybridisierten 

Nukleinsäuresträngen genau zu tarieren, werden in Lebewesen oft Helikasen für das Auftrennen von 

Doppelsträngen verwendet, da dies einen erheblichen Energieaufwand darstellt232. Um das 

Auftrennen oder Zusammenfügen von Nukleinsäure-Doppelsträngen durch Licht zu bewerkstelligen, 

werden Fotomodifikationen bevorzugt an den Nukleotiden angebracht oder die Nukleobase direkt 

durch Fotoschalter ersetzt208. So können die Atome, die an der Basenpaarung beteiligt sind, direkt 

beeinflusst werden. Eines der zentralen Probleme dieser Art von Modifikationen ist, dass sich ihre 

Basenpaar unterbrechenden Effekte nur wenige Basenpaare weit entlang einer Helix auswirken. Mit 

einer Schaltung durch Licht kann es sehr aufwendig sein, große Abschnitte an DNS/RNS zu 

kontrollieren. Mit einer statistischen Modifikation des Phosphatrückgrats mit 4,5-Dimethoxy-2-

nitrophenyl-Ethyl233,234 oder 6-Brom-7-Hydroxycumarin-4-Methyl235 konnten auch größere Abschnitte 



72 

an Nukleinsäure-Doppelsträngen durch Licht initiiert gezielt hybridisiert werden. Lichtschaltbare 

Modifikationen an den Nukleinsäuren scheinen sich daraus folgend eher für eine gezielte Regulation 

einer lokalen Struktur zu eignen. Um fotoschaltbare Nukleotide zu erzeugen, konnten bereits 

Stilebene236 und Azobenzole222 , unter Eliminierung eines der beiden Benzolringe an der zentralen 

Doppelbindung, an Nukleobasen substituiert werden. Hydrazone237, Azobenzole238, 

Azoheterone239,240 und Diarylethene241 konnten ebenfalls erfolgreich in fotoschaltbaren Nukleotiden 

an der Nukleobase angebracht werden. Spiropyrane konnten an die Nukleobase gekoppelt werden, 

verlieren aber teilweise ihre Fähigkeit zum Fotoschalten oder werden nicht ausreichend vor der 

Hydrolyse durch Wasser geschützt 241. Durch Einbau in das Phosphatrückgrat können Spiropyrane 

ihre Eigenschaft als Fotoschalter behalten218. Eine neue Generation an Spiropyranen (Py-BIPS) weisen 

allerdings keine Probleme mehr beim Schalten in Wasser auf242. Eine Übersicht der bereits in 

biologischen Systemen eingesetzten Fotoschalter ist in Abb. 40 gegeben218,222,236,237,239,240,242,243. 

  

 

 

 

5.1.2 Projekt Übersicht 

In diesem Projekt wurde geprüft in wie weit sich ein RNS Doppelstrang mit eingebautem Spiropyran 

durch Bestrahlung mit Licht, reversibel zu- oder entfalten lässt. Im RNS Strang mit eingebautem 

Fotoschalter nimmt dieser, zusammen mit dem Verbindungsstück zum Phosphatrückgrat der 

anderen Nukleotide, den Platz eines zusätzlichen Nukleotides ein. Daraus folgend besitzt der 

komplementäre Gegenstrang faktisch ein Nukleotid weniger. Durch dieses Design soll es ermöglicht 

werden, dass die Spiropyran-Form des Fotoschalters die Basenpaarung im unbelichteten Zustand 

stört, was eine komplette Hybridisierung der beiden RNS Stränge verhindern soll. Die planare 

Merocyanin-Form des Fotoschalters soll hingegen im bestem Fall in die RNS Helix interkalieren und 

es so ermöglichen, dass sich alle Basenpaare bilden können (Abb. 41 b). Im Rahmen dieses Projekts 

Abbildung 40: Beispiele von bistabilen Fotoschaltern die bereits in Kombination mit Nukleinsäuren verwendet 
wurden. Mit X ist eine der möglichen Positionen für die Anbringung der Fotoschalter markiert.   
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wurden insgesamt drei Konstrukte darauf geprüft, ob sie sich durch Licht reversibel zu oder entfalten 

lassen. Dabei wurde das Verbindungstück zwischen zwei RNS Abschnitten variiert und RNS-Sequenz 

und Spiropyran jeweils beibehalten (Abb. 41 a). Um die gemessenen Daten mit einer ähnlichen, aber 

nicht durch ein großes starres Spiropyran gestörten RNS vergleichen zu können, wurde das Konstrukt 

in Abb. 41 c als Referenz genutzt. Die RNS-Sequenz (Abb. 41 b) wurde so gewählt, dass die G:C 

Basenpaare an den Enden die Helix wie Klammern zusammenhalten, während die schwächeren A:U 

Basenpaare in der Mitte der Helix eine Beeinflussung der Faltung durch den Fotoschalter erleichtern 

sollen. Als Fotoschalter wurde das Spiropyran Py-BIPS in die RNS eingebaut, um Schaltung in 

Wasser242 zu ermöglichen.  

 

 

5.2 Material und Methoden 

5.2.1 RNS Synthese 

Die fotogeschaltete RNS wurde über Festphasensynthese im Arbeitskreis Heckel von Josephin 

Karlstadt hergestellt. Zum Falten wurde die RNS für 5 min auf 95 °C erhitzt und dann für 10 min auf 

Eis gekühlt. Anschließend wurde die RNS mit 6 volumenäquivalenten Aceton mit 2 v/v 

Lithiumperchlorat gefällt und über Nacht bei -20 °C gelagert. Die Fällung wurde bei 8000 g pelletiert 

und anschließend, nach Entfernung des Acetonüberstands, in 10 mL 25 mM Natriumphosphat Puffer 

mit 2,5 mM MgCl2 und 5 mM NaCl aufgenommen. Die RNS-Lösung wurde sechsmal mit 10 mL 

desselben Puffers bei 8000 g über eine 3k Molekulargewicht Ausschluss Membran gewaschen und 

Abbildung 41: a) Die drei im Projekt verwendeten RNS Konstrukte benannt nach ihren Verbindungsstücken im 
Fotoschalter enthaltenem Strang. b) Die im Projekt verwendeten RNS-Sequenzen, zusammen mit dem 
erwarteten Effekt bei Bestrahlung mit Licht. c) Das Referenzkonstrukt für die Messungen.      
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anschließend auf ca. 240 µL eingeengt. Zum Ansetzen der NMR Proben wurde die Probe mit 28 µL 

D2O und Puffer auf 280 µL aufgefüllt und mit TSP als Referenz versetzt.   

5.2.2 Licht geschaltete 1D und 2D NMR Messungen 

Die Basispulssequenzen für 1D  1H 1-1 jump and return,  1H/1H 1-1 jump and return NOESY und 
1H/15N-sfHMQC sind in Kapitel 2.7 beschrieben. Um die RNS in den NMR-Messungen mit Licht 

schalten zu können, wurden zwei durch Topspin angesteuerte Laser (UV-Laser 365 nm und Vis-Laser 

488 nm) verwendet. Lichtgeschaltete 1D  1H 1-1 jump and return Spektren wurden für 3 s vor der 

Messung mit Licht von 365 nm Wellenlänge bestrahlt. 1H/1H 1-1 jump and return NOESY und 1H/15N-

sfHMQC wurden mit Licht von 365 nm Wellenlänge für 1 s nach jedem Intervall bestrahlt. Um eine 

großflächige Ausleuchtung der Probe im Shigemi-NMR-Röhrchen zu erreichen, wurden geschliffene 

Stampfer in den Shigemi-NMR-Röhrchen verwendet244. 

 

5.3 Ergebnis und Diskussion 

5.3.1 Ungeschalteter Zustand der RNS Konstrukte 

Als erster Schritt in der Charakterisierung des ungeschalteten Grundzustandes der Konstrukte 

wurden 1D-1H NMR Spektren und 2D 1H/1H-NOESY Spektren gemessen. In den 2D 1H/1H-NOESY 

wurden die Iminoprotonen (Abb. 42 und 43) zugeordnet und die Zuordnung mit einer weiteren 

Zuordnung in der Imino-Aromaten-Region und über 1H/15N-HSQC ähnlichen Experimenten überprüft 

(Abb. 44).  
 

 

Abbildung 42: Links) 
1H/1H-NOESY-NMR-Spektrum von Serinol-COCH3 bei 298 K in 25 mM Natriumphosphat-

puffer pH 6,2 mit 2,5 mM MgCl2 und 5 mM NaCl. Gemessen mit 256 Scans, 120 Dumi-Scans und 2048 Punkten 

in ω1 und 512 Punkten in ω2 bei 800 MHz mit RNS Konzentration von 400 µM. Rechts) 
1H/1H-NOESY- NMR-

Spektrum von Serinol bei 298 K in 25 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,2 mit 2,5 mM MgCl2 und 5 mM NaCl. 

Gemessen mit 216 Scans, 128 Dumi-Scans und 2048 Punkten in ω1 und 512 Punkten in ω2 bei 800 MHz mit 

RNS Konzentration von 420 µM. 
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Abbildung 44: 
1H/15N-SFHMQC- NMR-Spektrum von Serinol-COCH3 bei 298 K in 25 mM Natriumphosphat-

puffer pH 6,2 mit 2,5 mM MgCl2 und 5 mM NaCl. Gemessen mit 3392 Scans und 2048 Punkten in ω1 und 64 
Punkten in ω2 bei 800 MHz mit RNS Konzentration von 400. Die sequenziell zugeordneten Nukleotide sind mit 
Violett und Schwartz in den Spektren und der Sekundärstruktur gekennzeichnet. In Türkis sind die beiden 
verbleibenden Uridine markiert, die nicht eindeutig zugeordnet werden konnten. 

 

Abbildung 43: Links) 
1H/1H-NOESY- NMR-Spektrum von Aminoglycol bei 298 K in 25 mM 

Natriumphosphatpuffer pH 6,2 mit 2,5 mM MgCl2 und 5 mM NaCl. Gemessen mit 252 Scans, 32 Dumi-Scans 
und 2048 Punkten in ω1 und 512 Punkten in ω2 bei 600 MHz mit RNS Konzentration von 400 µM Rechts) 
1H/1H-NOESY- NMR-Spektrum von Threoinol bei 298 K in 25 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,2 mit 2,5 mM 
MgCl2 und 5 mM NaCl. Gemessen mit 252 Scans, 64 Dumi-Scans und 2690 Punkten in ω1 und 512 Punkten in 
ω2 bei 800 MHz mit RNS Konzentration von 411 µM. 
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Aus der sequenziellen Zuordnung der 1H/1H-NOESY Spektren ist zu erkennen, dass in allen 

Konstrukten die beiden äußeren G:C Basenpaare und die A:U Basenpaare um die Modifikation nicht 

sequenziell zugeordnet werden können. Bei den beiden äußeren G:C Basenpaaren ist der Mangel an 

sichtbaren Signalen im NOESY (Abb. 42 und Abb. 43) mit einem zu schnellen Austausch der Protonen 

mit dem umgebenden Wasser zu erklären. Für die beiden inneren A:U Basenpaare ist sicherlich auch 

eine Abschwächung der Signale durch den Austausch mit Wasser im Gange. Dieser wird durch den 

strukturstörenden Einfluss von Linker und Spiropyran oder bereits der COCH3 Gruppe in der Referenz 

ermöglicht, wie in Abb. 44 an den deutlich schwächeren Signalen für U8/U22 im Vergleich zu den 

restlichen U-Signalen zu erkennen ist. In den NOESY Spektren aller Konstrukte lassen sich prinzipiell 

dieselben sequenziellen Zuordnungen vornehmen. Dabei existieren leichte Unterschiede in den 

chemischen Verschiebungen der einzelnen Atome von Konstrukt zu Konstrukt. Insgesamt sind aber 

keine großen Unterschiede in den NOESY Spektren zwischen den einzelnen Konstrukten zu erkennen. 

Die einzige Ausnahme bilden die Spektren vom Aminoglycolkonstrukt, in denen einige Signale, 

besonders deutlich an den Kreuzsignalen von U19H3 in Abb. 44 zu erkennen, ein weites 

benachbartes Signal aufweisen. Dieser zusätzliche Satz an benachbarten Signalen lässt eine 

Nebenkonformation der RNS vermuten. Da Aminoglycol nur 3 anstatt 4 

Kohlenstoffeinfachbindungen, im Vergleich zu den anderen Verbindungstücken, besitzt, ist es 

möglich, dass die geringere konformationelle Flexibilität ausreicht, um zwei leicht unterschiedliche 

RNS Konformationen zu erzwingen.  

5.3.2 Durch Licht geschalteter Zustand der RNS Konstrukte 

 Durch Bestrahlung mit Licht von 365 nm Wellenlänge soll das in der RNS eingebaute Spiropyran in die 

Merocyanin Form geschaltet werden und so in den Gegenstrang interkalieren. Dadurch soll sich im 

besten Falle eine reguläre RNS Helix ausbilden, in der die Basenpaare A7/U22 und U8/A20 stabil 

ausgeformt sind. Aus dem 1D in Abb. 46 ist zu erkennen, dass sich nach der Belichtung keine großen 

Änderungen in den Spektren vollziehen. Bei Threoinol und Serinol nehmen lediglich einige Signale in 

ihrer Intensität ab, was eher auf eine Destabilisierung als auf eine Stabilisierung der Sekundärstruktur 

hinweist. Bei Aminoglycol ist zwar auch eine Abnahme der Intensität einiger Signale zu erkennen, 

aber immerhin auch das Auftauchen eines schwachen neuen Signals bei 13,6 ppm. Bei Betrachtung 

der 1H/15N-sfHMQC/bTROSY Spektren in Abb. 46 wird deutlich, das dieses neue Signal von U6 

stammt, das bei Aminoglycol im Gegensatz zu allen anderen Konstrukten auch unbelichtet nicht 

vorhanden ist.  

Abbildung 45:  
1H-1D NMR-Spektrum von ByPIBS mit (Rot) und ohne Belichtung (Blau) bei 298 K in 25 mM 

Natriumphosphatpuffer pH 6,2 mit 2,5 mM MgCl2 und 5 mM NaCl. Gemessen mit 256 Scans bei 600 MHz.  
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Abbildung 47: Ausschnitt aus den 1D-NMR Spektren der Konstrukte Serinol gemessen mit 16 Scans und 4096 
Punkten, 1D Threoinol und Aminoglycol mit 256 Scans und 16384 Punkten sowie freies PyBIBS mit 256 Scans 
und 32768 Punkten. Im Ausschnitt dargestellt sind die Signale der 3´Methylgruppen des freien oder 
eingebauten Spirophyrans und der Rückgang des Integrals, dieses Signal bei Belichtung ist in % angegeben. 

Abbildung 46: Unbelichtete und belichtete 1H-1D und 1H/15N-SFHMQC-NMR-Spektrum der Imino-Region der 
Konstrukte Serinol, Threoinol und Aminoglyol bei 298 K in 25 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,2 mit 2,5 mM 
MgCl2 und 5 mM NaCl. 1D Serinol gemessen mit 16 Scans und 4096 Punkten, 1D Threoinol und Aminoglycol mit 

256 Scans und 16384 Punkten. 1H/15N-SFHMQC Serinol unbelichtet gemessen mit 6144 Scans und 2048 
Punkten in ω1 und 32 Punkten in ω2 bei 800 MHz. 1H/15N-bTROSY Serinol belichtet gemessen mit 1517 Scans 
und 1024 Punkten in ω1 und 128 Punkten in ω2 bei 700 MHz. 1H/15N-SFHMQC Threoinol unbelichtet gemessen 
mit 2880 Scans und 2048 Punkten in ω1 und 64 Punkten in ω2 bei 800 MHz. 1H/15N-bTROSY Threoinol belichtet 
gemessen mit 3520 Scans und 1024 Punkten in ω1 und 64 Punkten in ω2 bei 800 MHz.  1H/15N-bTROSY 
Aminoglycol unbelichtet/belichtet gemessen mit 3520 Scans und 1024 Punkten in ω1 und 64 Punkten in ω2 bei 
800 MHz. 
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Zusätzlich ist in den Aminoglycol 2D Spektren auch das Auftauchen eines Signals bei 12,7 ppm zu 

beobachten, bei dem es sich um das Imino-Signal von U8 oder U22 handelt. Daraus kann 

geschlussfolgert werden, dass der gesamte erste helicale Abschnitt von U1-A7 im Aminoglycol-

Konstrukt stärker destabilisiert ist als in allen anderen Konstrukten und das neue Signal bei 12,7 ppm 

vermutlich U22 zuzuordnen ist. Eine Erklärung, warum dieses Signal ausgerechnet für Aminoglycol 

sichtbar ist, könnte darin bestehen, dass das Lichtschalten das Merocyanin im Aminoglycol-

Konstrukt, die Ausbildung des A7/U22 Basenpaar zwar schwerer behindert als in den anderen 

Konstrukten, aber trotzdem erst ermöglicht. Gleichzeitig nimmt das Merocyanin jedoch eine 

räumliche Position ein, die das schwache A7/U22 Basenpaar vor dem Austausch mit Wasser 

beschützt, sodass das Signal deutlicher im Spektrum auftaucht als es der Stärke der 

Wasserstoffbrückenbindung entspricht. Hinweise auf das vermutlich U22 zuzuordnende Signal bei 

12,7  ppm können auch im unbelichteten 2D Spektrum von Serinol gefunden werden. Hier ist 

allerdings eine Abschwächung beziehungsweise ein Verschwinden der Signale U6 und U22 nach 

Belichtung zu beobachten. Vermutlich wird also mit dem Schalten in die flexiblere Form des 

Merocyanins nur der Austausch mit Wasser befördert, sodass es zu einer Signalabschwächung 

kommt. Insgesamt lässt sich also für das Serinol-Konstrukt feststellen, dass das eingebaute 

Spirophyran zusammen mit der Serinol-Verbindung zwar für eine Störung in der Helix sorgt, die die 

Basenpaarung A7/U22 und U8/A21 zu großen Teilen verhindert, aber durch die Lichtschaltung kein 

großer Einfluss auf die Struktur genommen werden kann. Das lässt vermuten, dass ein Großteil des 

störenden Einflusses von der Serinol-Verbindung und nicht vom eingebauten Fotoschalter herrührt, 

der vermutlich fast frei rotierbar aus der RNS herausschaut. Im direkten Vergleich weisen die 1D 

Spektren von Threoinol und Aminoglycol große Ähnlichkeiten auf. Allerdings ist die Intensität von U6 

im Threoinol-Spektrum nicht von Belichtung beeinflusst und auch im 2D ist kein Ansatz des 

vermutlichen U22 Signals bei 12,7 ppm zu erkennen. Ob daher die Schaltung des Spirophrans im 

Threoinol-Konstrukt die Struktur nur minimal beeinflusst und/oder einfach nur keine vor 

Wasseraustausch schützende Position einnimmt, wie bei Aminoglycol, ist nicht festzustellen. Mit 

einem Blick auf die Signale der einbauten Spiropyrane in Abb. 47 lässt sich allerdings vermuten, dass 

bei Threoinol und Aminoglycol eine sterische Interaktion mit der RNS vorhanden ist, da hier die 

Signale aufgespalten sind, was auf mindestens zwei bevorzugte Orientierungen des Spiropyrans 

hindeutet. Im Gegensatz dazu findet sich keine Aufspaltung in den Signalen von freiem PyBIBS oder 

im Serinol-Konstrukt, was die These, dass das Spiropyran im Serinol-Konstrukt frei rotiert weiter 

unterstützt. Handelt es sich beim Signal bei 12,7 ppm, wie vermutet, um U22 wäre das dem 

verbleibenden Signal U8 bei 13,15 ppm zuzuordnen. Interessanterweise ist dieses Signal, das im 

Spektrum des Serinol-COCH3-Konstrukts in Abb. 44 klar erkennbar ist, in keinem der drei Konstrukte 

mit Fotoschalter zu finden. Das deutet darauf hin, dass die verursachten Störungen in allen 

Konstrukten unsymmetrisch im Bezug auf die beiden helicalen Abschnitte sind.                 
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5.3.3 Zusammenfassung und Ausblick 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass mit keinem der gemessenen Konstrukte eine vollständige 

reversible Doppelstrangfaltung vollzogen werden konnte. Alles deutet darauf hin, dass einer der 

Hauptgründe für das Fehlen der Schaltbarkeit durch Licht eine mangelnde Integration von 

Verbindungsstück und Spiropyran/Merocyanin in die Sekundärstrukturabfolge ist. Verbindungstück 

und Fotoschalter stören zwar die lokale Struktur, scheinen sich aber nach Belichtung nicht passend in 

die entstehende Struktur einzufügen. Aller Wahrscheinlichkeit nach ist es für die Gesamtstruktur 

einfach entropisch günstiger, den Fotoschalter aus der entstehenden Helix herauszudrehen. Der 

kleine Erfolg mit dem Konstrukt Aminoglycol deutet darauf hin, dass es zukünftig günstiger sein 

könnte, den Fotoschalter starrer in ein RNS Konstrukt einzubauen, umso eine Positionierung in der 

Helix zu forcieren. Allerdings ist bei einem rigideren System natürlich zu befürchten, dass durch die 

umgebenden Basen, das Spiropyran sterisch an der Schaltung gehindert wird. Daher wäre es bei 

Konstrukten, die die Flexibilität des Spiropyrans einschränken, wahrscheinlich nützlich, Strukturen 

schalten zu wollen, die bereits ein leicht zu kippendes Gleichgewicht aufweisen. Dazu könnten sich 

bistabile RNS-Haarnadelstrukturen eignen, da diese schon zur Umfaltung neigen, wenn wenige 

Basenpaare in der Helix nicht ausgeformt werden können. Des Weiteren würde es sich empfehlen, 

bei zukünftigen Konstrukten die Nukleotitabfolgen um den Fotoschalter nichtsymmetrisch zu 

gestalten. Dies würde  die Zuordnung erleichtern und einer Überlagerung von Signalen vorbeugen, 

was im Zweifelsfall genauere Aussagen ermöglichen würde.         
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6 SARS-CoV-2 RNA Sekundärstruktur Aufklärung RNA 5_SL1 und 5_SL7 

6.1 Biochemischer Hintergrund 

Angesichts der weltweiten Severe acute respiratory syndrome coronaviruses 2 (SARS-CoV2) oder 

auch COVID-19 Pandemie wurde das COVID-19 NMR Konsortium gegründet, um die RNA und 

Proteine von SARS-CoV2 zu erforschen. Als Teil dieses großen Teams wurde im Rahmen dieser Arbeit, 

die Sekundärstruktur von zwei Abschnitten aus der 5´-UTR von COVID-19 erforscht. Diese Arbeit 

wurde mit der Hoffnung durchgeführt, dass durch die Erforschung der Strukturen des RNS Genoms 

von SARS-CoV2 nachfolgend gezielt Medikamente entwickelt werden können.  

6.1.1 Covid-19 und seine RNA 

Der SARS-CoV2 Virus ist ein Sarbecovirus aus der Unterfamilie der Orthocoronavirinae, die zu der 

Familie der Beta-Coronaviridae aus der Ordung der Nidovirales gezählt werden245,246
. Das RNS Genom 

von SARS-CoV2 besteht aus positiv orientierter RNS und enthält ca. 30000 Basen. Das Genom besitzt 

eine 5´-Kappe und eine Polyadenylierung am 3´-Ende und wird dadurch als mRNS im Wirt erkannt. 

Zwischen regulatorischen RNS Elementen in der 5´und 3´UTR liegen ORFs für Proteine, die für 

Zellzugang (Spike-Protein), Virusvermehrung (15-16 Proteine des Replikasekomplex) und Struktur 

(Membran-, Envelope- und Nucleocapsid-Protein) verantwortlich sind247,248. Mehrere Abschnitte der 

Coronaviridae RNS werden zunächst als Polyprotein exprimiert und müssen von Virus- oder 

Wirtsproteasen geschnitten werden, um funktional zu sein247,249. Die RNS Strukturelemente in der 

5´und 3´UTR sind für die Regulation der viralen Replikation, der RNS Synthese und der Umhüllung der 

Virus RNS zuständig249. Für Beta-Coronaviridae sind in der 5´-UTR vier Stammschleifenstrukturen 

(SL1-4) sowie der aus drei Stammschleifenstrukturen bestehende Abschnitt SL5 als konserviert 

bekannt (Abb. 48)248. Die nachfolgenden Strukturen 5SL6-8 sind weit weniger über alle Beta-

Coronaviridae konserviert und ob ihre Struktur eine Funktion für das Virus besitzt ist unbekannt249
. 

5SL1 ist nach einer Studie von Li. Et al. (2008) für Interaktionen in die 3´-UTR verantwortlich. Diese 

Interaktionen sind essenziell für die Virusreplikation. Wird der obere Teil von 5SL1 durch Mutationen 

destabilisiert, entstehen in der Replikation Viren mit Defekten oder tote Viren. Für die Replikation ist 

die Sequenz des unteren Teils von 5SL1 ebenfalls entscheidend, da Mutationen, die dieser Region 

neue Basenpaare hinzufügen, ebenfalls zu toten Viren führen250.   

Abbildung 48: Schematische Darstellung der m-RNS von SARS-CoV-2. In Schwarz sind die 5´und 3´ 
untranslatierten Regionen dargestellt, in Orange der erste offene Leserahmen. Die offenen 
Leserahmen auf der m-RNS enden mit dem Stoppsignal UAA in Grün nach ORF9. Abbildung 
entnommen aus Wacker et. al 2020 254
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5SL2 ist die am meisten über alle Coronaviren konservierte Stamm-Schleifenstruktur der 5´-UTR. 5SL2 

besteht aus 5 Basenpaaren, die durch einen Pentabogen verbunden sind. Untersuchungen zeigen, 

dass der CUUGU Bogen von entscheidender Bedeutung für den Virus ist, da Mutationen, die den 

Bogen destabilisieren, die Replikation verhindern251,252.   

5SL3 ist für Beta-CoV und SARS-CoV Viren ein besonderes Merkmal und enthält die Leiter 

Transkription Regulation Sequenz (TRS-L), die durch komplementäre Basenpaarung zur Body 

Transkription Regulation Sequenz (TRS-B), für lang Reichweiten RNS-RNS Interaktionen in die 3´ 

Region der ORF verantwortlich ist248,252. Um diese Funktion erfüllen zu können, liegt die 5SL3 Region 

bei 37 °C sehr schwach gepaart oder als einzelner Strang vor, wie durch SHAPE253 und NMR254 

Untersuchungen festgestellt wurde.      

5SL4 ist für Alpha und Beta Coronaviren konserviert, verträgt aber eine große Anzahl verschiedener 

Mutationen, ohne dass diese letal werden. Es konnte nachgewiesen werden, dass durch das 

komplette Ausschneiden von 5SL4, die Virusreplikation unterbunden wird. Das Ersetzen von 5SL4 

durch eine Stammschleifenstruktur mit absolut anderer Sequenz erzeugt allerdings vitale Viren. 

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass 5SL4 als Platzhalterelement fungiert255. Des Weiteren 

enthält 5SL4 ein Mini-ORF, dessen Funktion wahrscheinlich darin besteht, die Transkription des 

nachfolgenden langen ORF1ab zu verstärken249,253. Diese Funktion scheint allerdings nicht essenziell 

für das Virus zu sein248. 

5SL5 besteht aus einer initialen Helix aus der drei Stammschleifenstrukturen (5SL5a-c) entspringen. 

Der initiale Helix und Teile von 5SL5c Basen paart mit den ersten Nukleotiden des ORF1. Wie sich 

diese Basenpaarungen auf die Transkription von ORF1 auswirken, ist noch nicht genau bekannt. Für 

5SL5a und b ist ein 5´-UUCGU-3´ Pentabogen und für 5SL5c ein 5´-GNRA-3´ Tetrabogen 

konserviert249. Mutationen an 5SL5a wirken sich nachteilig auf die DI-RNS Replikation256 aus, während 

Studien an 5SL5c zu widersprüchlichen Ergebnissen kamen, ob dieser Stamm für eine intakte DI-RNS 

Replikation wichtig ist252,255,256.    

Ein essenzielles Element der mRNS von SARS-CoV2 und anderen Beta-Coronaviren249 ist die 

leserahmenverschiebende Region in ORF1. Sie besteht aus der Modulationshaarnadelstruktur (att 

HP) und einem aus drei Stammschleifenstrukturen bestehenden, als Pseudoknoten bezeichneten,  

Strukturelement. Att HP scheint dabei für die Modulation der Häufigkeit257 der -1 programmierten 

Leserahmenverschiebung, die durch den Pseudoknoten ausgelöst wird258, verantwortlich zu sein.     

Bei mehreren Orthocoronavirinae wurde festgestellt, dass in der 3´-UTR cis-agierende Elemente 

lokalisiert sind. Diese essenzielle Region erstreckt sich vom Stop-Codon bis in den Poly-A Vorsatz248. 

Das erste Strukturelement SL1 in der 3´-UTR ist in der Literatur auch als BSL (bulged stem loop) 

bekannt. Das untere Ende von SL1 kann mit dem nachfolgenden Element SL2 einen Pseudoknoten 

bilden. Ob SL2 als einzelne Stammschleifenstruktur vorliegt oder als Pseudoknoten, der mit SL1 

verbunden ist, hat regulatorisch Auswirkungen auf die Kinetik der RNS Synthese259. 

Nach dem Pseudoknoten Regulationselement folgt eine kurze flankierende Helix SL3 auf die die 

hypervariable Region (HVR) der 3´-UTR folgt. Die HVR zeichnet sich durch eine sehr geringe 

Sequenzkonservierung über alle Beta-Coronaviridae aus249. In der HVR gibt es zwei Abschnitte, die 

stark konserviert sind: s2m und eine 8 Nukleotide Sequenz 5´-GGAAGAGC-3´. Die Funktion der 8 

Nukleotidsequenz ist bisher nicht endgültig geklärt und kann wie die gesamte HVR ohne größere 

Auswirkungen auf die Replikation komplett aus dem Virusgenom entfernt werden. Auch 

weitgehende Mutationen hatten keine Auswirkungen auf die Virusreplikation. Erste Ergebnisse im 

Mausmodell deuten allerdings daraufhin, dass die HVR einen großen Einfluss auf die Pathogenität 

des Virus hat260. S2m ist homolog zu einer Schleife im Ribosom und spielt vermutlich eine Rolle in der 

Rekrutierung der Translationsmaschinerie des Wirts249,261. 
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6.2 Material und Methoden 

6.2.1 RNA Herstellung254 

Die Herstellung der RNS erfolgte über T7-RNS-Polymerase in-vitro Transkription und wurde von 

mehreren Kollegen im Arbeitskreis durchgeführt. Um RNS der gewünschten Sequenz und Reinheit zu 

erhalten, wurden die RNS-Sequenzen des Ziels und des T7 Promoter über komplementäre 

Oligonukleotide zusammenhybridisiert. Das fusionierte Oligonukleotid wurde in den pSP64 Vektor 

(Promega), der das HDV Ribozym mit EcoRI- und NcoI-Sequenzen enthielt, kloniert. Das erhaltene 

Plasmid wurde in Zellen des Escherichia coli Stamm DH5α transformiert und anschließend über 
Zellkulturen vermehrt. Die Plasmid-DNS wurde in einer Konzentration von 2–10 mg Plasmid pro Liter 

SB Medium mit dem Gigaprep-Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben aufgereinigt und mit dem 

Restriktionsenzym HindIII linearisiert. Das linearisierte Plasmid wurde für die preparative 

Transkription (beschrieben in Abschnitt 2.2.2) eingesetzt. Die Transkription wurde bei 37 °C für 6 h 

durchgeführt. Für Isotopen markierte Proben wurden bei der präparativen Transkription einheitlich 
13C und 15N markiertes Uridin und Guanosin (Cambridge Isotope Laboratories) und unmarkiertes 

Adenosin und Cytidin (Sigma-Aldrich) eingesetzt. Um die Transkription zu beenden, wurde nach 6 h 

EDTA zur Lösung hinzugegeben und die RNS mit 2-Propanol gefällt. RNS der gewünschten Länge 

wurde in einem ersten Schritt über 10-12 % denaturierende PAA Gele abgetrennt. Dazu wurden die 

RNS-Banden mit 254 nm Licht sichtbar gemacht und aus dem Gel ausgeschnitten. Die RNS wurde 

durch passive Diffusion in 0,3 M NaOAc aus dem Gel gelöst, mit EtOH/Acetone gefällt und über PD10 

Säulen (GE Healthcare) entsalzt. Das in der Lösung verbleibende PAA wurde über inverse-Phasen 

HPLC, ausgestattet mit einer Kromasil RP 18 Säule und einem Lösungsmittelgradienten von  0–40 % 

0,1 M Acetonitril/Triethyl-Ammonium-Acetate, entfernt. Die HPLC Fraktionen wurden eingefroren 

und das Wasser durch Gefriertrocknung entfernt. Nach Fällung in Aceton mit 2 %  Lithiumperchlorat 

zum Kationenaustausch wurde die RNS in Wasser aufgenommen und gefaltet. Die Faltung erfolgte 

durch Erhitzen auf 80 °C und anschließend schnelles Abkühlen auf Eis. Für die NMR-Messung wurde 

die RNS von Wasser in NMR-Puffer (25 mM Kaliumphosphat Puffer, pH 6.2, 50 mM Kaliumchlorid) 

mittels eines Zentrifugalkonzentrators überführt. 

 

6.2.3 1H/1H-TOCSY 

Bei der totalen Korrelationsspektroskopie werden Protonen über zusammenhängende J-Kopplungen 
miteinander korreliert. Im resultierenden 2D Spektrum erscheint auf der Diagonale dieselben 
Information wie sie in einem 1H-1D zu erhalten sind. Zusätzlich können über die Kreuzsignale alle 
Protonen bestimmt werden, mit denen das jeweilige Proton in einer ungebrochenen Kette an J-
Kopplungen verbunden ist. Eine TOCSY Pulssequenz besteht im einfachsten Fall aus drei 90 ° Pulsen. 
Nach dem ersten 90 ° Puls werden isotrope Mischsequenzen in die Pulssequenz eingebaut um z, x 
und y Magnetisierung möglichst effizient von Kern zu Kern zu übertragen. Im Rahmen des Sars-Cov2 
RNA Projekts wurde als isotrope Mischsequenz Dipsi2262 für 30 ms verwendet. Zur 
Wasserunterdrückung wurde Excitation sculpting263 (Anregungsformung) eingesetzt. Durch den 
Einsatz dieser Pulssequenz konnten die Kreuzsignale der Uridin und Cytidin H5/H6 Protonen deutlich 
von anderen Signalen, die im NOESY in dieser Region erscheinen, unterschieden werden.    
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6.2.4 Best-TROSY-1H/15N-HNN-COSY 

Im 1H/15N-HNN-COSY264 Experiment werden die Wasserstoffbrücken in den RNS Helices durch 
Korrelation von Donor und Akzeptor Stickstoff mit dem verbindenden Iminoproton direkt 
beobachtet. Analog zum 1H/15N-HSQC183,184 wird Protonenmagnetisierung von Guanin H1 und Uridin 
H3 über einen INEPT-Transfer186 auf den kovalent gebundenen Donor-Stickstoff übertragen. Teile der 
Magnetisierung werden vom Donor-Stickstoff, durch Ausnutzung der h2JNN-Kopplung, über einen 
15N/15N-COSY Transfer weiter zum Akzeptor-Stickstoff transferiert. Im resultierenden Spektrum ist 
nach gängiger Praxis die als positiv gephaste Signalgruppe das 1H/15N-HSQC zu erkennen. Die 

Kreuzpeaks sind negativ gephast 
und an ihnen ist zu erkennen mit 
welchen Stickstoffatomen die 
jeweiligen Guanine oder Uridine 
ein Basenpaar bilden. Die 
Kreuzpeaks liegen genau auf der 1H 
Verschiebung der Guanine und 
Uridine, aber auf der 15N 
Verschiebung der basenpaarenden 
Adenine 218±16 ppm oder Cytidin 
193±10 ppm185. In der Best-TROSY-
1H/15N-HNN-COSY Variante des 
Experiments wird der TROSY-Effekt 
ausgenutzt, um eine bessere 
Auflösung der Signale zu erreichen. 
Das intrinsisch schlechte Signal zu 
Rauschen Verhältnis des HNN-
COSY wird durch die Ausnutzung 
des TROSY-Effekts nicht 
verbessert. Um dies zu 
kompensieren wurden selektive 
Pulse zur Verminderung der d1 
Wartezeit nach Art der Best-
Pulssequenzen eingesetzt. Durch 
die Verminderung der d1 
Wartezeit können mehr Spektren 
in derselben Zeit gemessen 
werden und so das Signal zu 
Rauschen Verhältnis wieder 
verbessert werden265–267.  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 49: Schematische Darstellung des 1H/15N-HNN-COSY-
Spektrums. Die positiven Diagonalpeaks sind in Blau, die negativen 
Kreuzpeaks in Rot dargestellt. Die Signale der einzelnen Basenpaare 
sind mit grauen gestrichelten Linien verbunden. Zwischen den 
positiven und negativen Signalen der Basenpaare ist das 
entsprechende Basenpaar mit eingezeichnetem Magnetisierungs-
transfer dargestellt.  



84 

6.3 Ergebnis und Diskussion 

6.3.1 Sekundärstruktur von 5_SL1 

5_SL1 ist das erste Sekundärstrukturelement in der m-RNA von SARS-CoV2. Nach 

Strukturvorhersage249 sollen die Basen 7-33 eine Haarnadelstruktur mit einer Ausbuchtung, 

bestehend aus den Nukleotiden 12, 13 und 26-28, zwischen zwei Helices annehmen. Diese 

Vorhersagen konnten über die Sekundärstrukturbestimmung mittels NMR (Abb. 50) nachvollzogen 

werden. Über die sequenzielle Zuordnung der Iminoprotonen in einem 1H/1H-NOESY Spektrum (Abb. 

50 A) konnte die Existenz der Helix 7-11/29-33 und 14-16/23-25 nachgewiesen werden. Die Identität 

der zugeordneten Nukleotide wurde mittels 1H/15N-BestTROSY und HNN-COSY (Abb. 50 B und C) 

überprüft. Durch den Abbruch der sequenziellen Zuordnung bei U24 und U10 und dem im Vergleich 

schwachem Peak von U11 im 1H/15N-BestTROSY kann ebenfalls indirekt die Existenz der Ausbuchtung 

bei den Nukleotiden 12, 13 und 26-28 nachgewiesen werden. Ausgehend von den initialen 

Iminozuordnungen können die chemischen Verschiebungen weiterer Signale ermittelt werden. Durch 

die starken UH3/AH2 Kreuzsignale im 1H/1H-NOESY können die AH2 Verschiebungen jedes A:U 

Basenpaars bestimmt werden. Durch ein Langreichweiten 1H/15N-HMQC können die an C2 kovalent 

gebundenen H2 Protonen mit den zu C2 benachbarten Stickstoffen N1 und N3 korreliert werden 

(Abb. 51 A).  

 

 

 

 

Abbildung 50: Ausschnitte aus den Spektren A) 
1H/1H-NOESY, B) 1H/15N-TROSY und C) HNN-COSY des Konstrukts 

5_SL1.Die gezeigten Ausschnitte dienen dazu die Zuordnung der Imino-Protonen zu verdeutlichen. Positive Signale sind 
in Blau und negative in Rot angegeben. In A) sind die sequenziellen Iminoprotonen Zuordnungen farblich markiert. Die 
Farbe der Markierung in A) entspricht der Farbe der Box in D) um die Helix die zugeordnet wurde. Abbildung 
entnommen aus Wacker et. al 2020 254. A) 

1H/1H-NOESY gemessen bei 700 MHz mit 1752/384 Punkten, 256 Scans, 
einer Mischzeit von 150 ms und einer spektralen Weite von 21 ppm in der  ersten und 11,4 ppm in der zweiten 
Dimension. B) 1H/15N-TROSY gemessen bei 700 MHz mit 1500 /256 Punkten, 16 Scans und einer spektralen Weite von 
21 ppm in der 1H und 25 ppm in der 15N Dimension. C) HNN-COSY gemessen bei 700 MHz mit 1742 /192 Punkten, 32 
Scans und einer spektralen Weite von 21 ppm in der 1H und 94 ppm in der 15N Dimension. D) Secunderstruktur von 
5_SL1. 
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Eine weitere sehr charaktersitische Gruppe an Signalen im 1H/1H-NOESY in Wasser sind die 

Kreuzsignale der CH41/H42 Aminoprotonen. Diese meist sehr breiten Signale bei 8,0-8,6/6,5-7,5 ppm 

Abbildung 51: Ausschnitte aus den Spektren A) Ir-1H/15N-HMQC, B) 1H/1H-TOCSY C) 1H/1H-NOESY  E) 1H/15N-

HSQC und F) 1H/13C-HSQC des Konstrukts 5_SL1. Die gezeigten Ausschnitte dienen dazu, die Zuordnung der 

Amino-Protonen (H41, H42) und Stickstoffe (N4), der aromatischen Protonen (H2,H6) und der zu ihnen 

benachbarten Atome (N1, N3 , H5) sowie der Zucker Atome (H1´und C1´) zu verdeutlichen. Abbildung 

entnommen aus Wacker et. al 2020 254. A) lr-1H/15N-HMQC gemessen bei 700 MHz mit 1024 /256 Punkten, 32 

Scans, einer spektralen Weite von 10 ppm in der 1H und 78 ppm in der 15N Dimension sowie einem Δ von 
20 ms. B) 1H/1H-TOCSY gemessen bei 800 MHz mit 1398/512 Punkten, 16 Scans und einer spektralen Weite 

von 9 ppm in der ersten und 6 ppm in der zweiten Dimension. C) 1H/1H-NOESY gemessen bei 800 MHz mit 

2048/512 Punkten, 64 Scans, einer Mischzeit von 150 ms und einer spektralen Weite von 21 ppm in der ersten 

und 11,9 ppm in der zweiten Dimension. E) 1H/15N-HSQC und gemessen bei 700 MHz mit 1024 /192 Punkten, 

16 Scans und einer spektralen Weite von 10 ppm in der 1H und 33 ppm in der 15N Dimension F) 1H/13C-HSQC 

gemessen bei 700 MHz mit 1024 /256 Punkten, 16 Scans und einer spektralen Weite von 8,7 ppm in der 1H und 

20 ppm  in der 13C Dimension. D) Secunderstruktur von 5_SL1. 
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sind über ihre Kreuzpeaks mit dem basenpaarenden Guanin H1 gut zuzuordnen. Mit den bekannten 

H41 Verschiebungen können die C-H5 Protonen, wie in Abb. 53 C gezeigt wird, sowie die C-N4 

Stickstoffe (Abb. 53 E) zugeordnet werden. Die bekannten CH5 Verschiebungen ermöglichen es, die 

Cytidine von Uridinen im 1H/1H-TOCSY (Abb. 53 B) zu unterscheiden. Über Kreuzsignale mit den Imino 

Protonen von Guanin und Adenin können die H5/H6 Signale der Uridine und Citidie wieder den 

einzelnen Basenpaaren zugeordnet werden. Mit den bisher beschriebenen Informationen könnte 

theoretisch die sequenzielle Zuordnung der aromatischen Protonen (H5, H6 und H8) mit den H1´ 

Zuckerprotonen im 1H/1H-NOESY vollzogen werden. Aufgrund von Überlagerung der Signale in dieser 

Region gelang diese Zuordnung nicht vollständig und blieb somit unsicher. Daher ist der Ausschnitt 

aus dem 1H/13C-HSQC in Abb. 53 F auch nur der Vollständigkeit halber gezeigt, da in diesem Bereich 

noch weitere Arbeits- und Mess-Zeit investiert werden muss, um eine vollständige Zuordnung zu 

erreichen. Mit den gemessenen Spektren konnte die Sekundärstruktur von 5_SL1 gut aufgeklärt 

werden. Für eine Strukturrechnung fehlt allerdings noch die Zuckerzuordnung, um auf die nötige 

Menge an NOE-Distanzen zu kommen.            

6.3.2 Sekundärstruktur von 5_SL7 

 

 

 

 

 

 

5_SL7 ist das siebte vorhergesagte Sekundärstrukturelement in der m-RNA von SARS-CoV2 und Teil 

des ersten offenen Leserahmens. Nach Strukturvorhersage249 sollen die Basen 349-394 die Struktur 

einer langen Haarnadelstruktur mit einer fünf Nukleotiden langen Schleife und drei ausgebuchteten 

Abbildung 52: Ausschnitte aus den Spektren A) 1H/1H-NOESY, B) 1H/15N-TROSY und C) HNN-COSY des Konstrukts 

5_SL7.Die gezeigten Ausschnitte dienen dazu, die Zuordnung der Imino-Protonen zu verdeutlichen. Positive Signale 

sind in Blau und negative in Rot angegeben. In A) sind die sequenziellen Iminoprotonen Zuordnungen farblich 

markiert. Die Farbe der Markierung in A) entspricht der Farbe der Box in D) um die Helix, die zugeordnet wurde. 

Der Grüne Pfad in A) entspricht einem existierenden Zuordnungspfad bei dem nicht eindeutig geklärt werden 

konnte, ob dieser zur Helix G373-G376 oder G-2-C350 gehört. Bei den mit –ex markierten Signalen handelt es sich 

wahrscheinlich um Signale einer zweiten Konformation, die im Gleichgewicht vorliegt. Abbildung entnommen aus 

Wacker et. al 2020 254. A) 1H/1H-NOESY gemessen bei 800 MHz mit 2048/352 Punkten, 256 Scans, einer Mischzeit 

von 150 ms und einer spektralen Weite von 21 ppm in der ersten und 11,9 ppm in der zweiten Dimension.B) 
1H/15N-TROSY gemessen bei 800 MHz mit 2214 /280 Punkten, 16 Scans und einer spektralen Weite von 21 ppm in 

der 1H und 24,6 ppm in der 15N Dimension. C) HNN-COSY gemessen bei 800 MHz mit 1500 /256 Punkten, 32 Scans 

und einer spektralen Weite von 20,8 ppm in der 1H und 90,4 ppm in der 15N Dimension. 
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Regionen um die Nukleotiden 354, 382-383 und 377 Helices annehmen. Diese Vorhersagen konnten 

über die Sekundärstrukturbestimmung mittel NMR (Abb. 52) nur teilweise nachvollzogen werden.  

 

Abbildung 53: Ausschnitte aus den Spektren A) Ir-1H/15N-HSQC, B) 1H/1H-NOESY, C) 1H/1H-NOESY, E) 1H/15N-

HSQC und F) 1H/13C-HSQC des Konstrukts 5_SL7.Die gezeigten Ausschnitte dienen dazu, die Zuordnung der 

Amino-Protonen (H41, H42) und Stickstoffe(N4), der aromatischen Protonen (H2,H6) und der zu ihnen 

benachbarten Atome (N1, N3 , H5) sowie der Zucker Atome (H1´und C1´) zu verdeutlichen. Abbildung 

entnommen aus Wacker et. al 2020 254. A) Ir-1H/15N-HSQC gemessen bei 800 MHz mit 1024 /192 Punkten, 32 

Scans, einer spektralen Weite von 10 ppm in der 1H und 78 ppm in der 15N Dimension sowie einem Δ von 
20 ms. B) 1H/1H-NOESY gemessen bei 700 MHz mit 1752/512 Punkten, 128 Scans, einer Mischzeit von 150 

ms und einer spektralen Weite von 21 ppm in der  ersten und 11,9 ppm  in der zweiten Dimension. C) 1H/1H-

NOESY gemessen bei 800 MHz mit 2048/352 Punkten, 256 Scans, einer Mischzeit von 150 ms und einer 

spektralen Weite von 21 ppm in der ersten und 11,9 ppm in der zweiten Dimension. E) 1H/15N-HSQC und F) 
1H,13C-HSQC gemessen bei 700 MHz mit 1024 /256 Punkten, 16 Scans und einer spektralen Weite von 

8,7 ppm in der 1H und 20 ppm in der 13C Dimension. 
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Über die sequenzielle Zuordnung der Iminoprotonen in einem 1H/1H-NOESY (Abb. 52 A) konnte die 

Existenz der Helix 351-353/390-392 und 355-358/385-388 nachgewiesen werden. Die Identität der 

zugeordneten Nukleotide wurde mittels 1H/15N-BestTROSY und HNN-COSY (Abb. 50 B und C) 

überprüft. Problematisch beim 5_SL7 Konstrukt erwies sich die Tatsache, dass die helicalen Bereiche 

G-2-C350/G393-C+2 und C364-C367/G373-G376 beide eine G-U-G-G Signalfolge in der sequenziellen 

Zuordnung ergeben. Diese Signalabfolge konnte aber nur einmal im 1H/1H-NOESY (Abb 52 A grüner 

Pfad) gefunden werden und über die Kreuzsignale ließ sich nicht eindeutig zuordnen, welche der 

beiden Möglichkeiten die richtige ist. Dass allerdings nur ein Signalpfad gefunden werden konnte, der 

dieser Signalfolge entspricht, deutet darauf hin, dass entweder das Ende oder die Bogenregion von 

5_SL7 deutlich instabiler ist, als es die Sekundärstrukturvorhersage vermuten lässt. Eine weitere 

Eigenschaft des Konstruktes besteht darin, dass die Nukleotide um die G354:G389 in allen Spektren 

vermutlich Signale für eine zweite Konformation aufweisen. Die G:G Fehlpaarung wirkt 

wahrscheinlich wie ein Scharnier und sorgt für zwei leicht unterschiedlich gekippte Konformationen 

von 5_SL7. Ausgehend von den initialen Iminozuordnungen konnten die chemischen Verschiebungen 

weiterer Signale ermittelt und die Iminozuordnungen überprüft werden. Die starken UH3/AH2 

Kreuzsignale im 1H/1H-NOESY ermöglichen, die AH2 Verschiebungen des zugeordneten A:U 

Basenpaars zu bestimmen. Durch ein Langreichweiten 1H/15N-HMQC können die an C2 kovalent 

gebundenen H2 Protonen mit den zu C2 benachbarten Stickstoffen N1 und N3 korreliert werden 

(Abb. 53 A). Eine weitere sehr charakteristische Gruppe an Signalen im 1H/1H-NOESY in Wasser sind 

die Kreuzsignale der CH41/H42 Aminoprotonen. Diese hier sehr breiten Signale (Abb. 53 C) sind über 

ihre Kreuzsignale mit dem basenpaarenden Guanin H1 zuzuordnen, wenn ein eindeutiger 

Schwerpunkt des CH41/H42 Kreuzsignals bestimmt werden kann. Mit den bekannten H41 

Verschiebungen können theoretisch die CH5 Protonen wie in Abb. 53 C und die CN4 Stickstoffe (Abb. 

53 E) zugeordnet werden. Aufgrund der Signalüberlagerung, ausgelöst durch die Größe und die 

vermuteten zwei Konformationen der Probe, war dies für 5_SL7 nicht möglich. Daher konnte die 

weitere sequenzielle Zuordnung, wie für 5_SL1 in 6.3.1 beschrieben, nicht durchgeführt werden, 

auch wenn die nötigen nachfolgenden Spektren mit annehmbarer Auflösung aufgenommen werden 

konnten, wie in Abb 53 B, E und F zu sehen ist. Ausgehend von den AH2 Protonen könnte theoretisch 

die sequenzielle Zuordnung der aromatischen Protonen (H5, H6 und H8) mit den H1´ Zuckerprotonen 

durchgeführt werden. Dies scheiterte bei 5_SL7 allerdings auch an der massiven Signalüberlagerung 

in diesem Bereich des 1H/1H-NOESY. Somit konnte für 5_SL7  nur ein Ausschnitt der Sekundärstruktur 

bestätigt werden, so dass der Rest der Struktur fraglich bleibt. Die gefundenen Hinweise auf die 

Dynamik des Fragments könnten sich allerdings für zukünftige Untersuchungen als hilfreich erweisen. 
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Appendix 

A1:  
19

F Fragmentbibliothek 

 
Summenformel Struktur 

1.  
C12H14F3NO  

2.  
C7H12ClF3N2O  

3.  
C8H5ClF3NO  

4.  
C7H8FNO2S  

5.  
C14H12FNO2  

6.  
C12H12FNO  

7.  
C11H14FNO  

8.  
C10H12FNO2S  

9.  
C9H6FN3OS  

10.  
C9H10ClFN2O  

11.  
C14H14FNO  

12.  
C8H10FNO2S  
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Summenformel Struktur 

13.  
C12H16FN3O  

14.  
C9H7F2N5O  

15.  
C12H15FN2O2  

16.  
C9H13FN2O  

17.  
C11H14FNO2  

18.  
C10H10FN3  

19.  
C11H12FNO2  

20.  
C10H13FN2O  

21.  
C8H5F3O3  

22.  
C10H14F3N3O  

23.  
C9H14F3NO2  
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Summenformel Struktur 

24.  
C6H4F3N3O  

25.  
C10H8F3NO2  

26.  
C9H17Cl3F2N4  

27.  
C9H9BrFNO  

28.  
C15H13FN2  

29.  
C9H12FN3S  

30.  
C13H15F2NO  

31.  
C9H14FNO2S  

32.  
C8H8FNO  

33.  
C9H8FNO3  

34.  
C14H11F2NO  

35.  
C12H15F2NO  
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Summenformel Struktur 

36.  
C10H10FN3  

37.  
C11H15FN2O  

38.  
C10H10FN3S  

39.  
C9H12FNO2S  

40.  
C11H15FN2O  

41.  
C7H6ClF3N2  

42.  
C9H14F3NO  

43.  
C10H8F3NO3  

44.  
C7H11F2NO  

45.  
C14H11FN2  
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Summenformel Struktur 

46.  
C12H11FN2O2  

47.  
C11H8FN3O  

48.  
C14H12FNO  

49.  
C8H10FNO2S  

50.  
C6H7F2N3O  

51.  
C14H13FN2O  

52.  
C12H15FN2O  

53.  
C13H12FNO2  

54.  
C9H8FNO3  

55.  
C11H14ClFN2O  

56.  
C14H17FN2O  
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Summenformel Struktur 

57.  
C14H12FNO2  

58.  
C12H13FN2O  

59.  
C13H19FN2  

60.  
C12H14F2N2O  

61.  
C8H7F3N2OS  

62.  
C6H7F3N2O  

63.  
C14H14FN  

64.  
C6H6F3N3OS  

65.  
C10H15F2NO2  

66.  
C8H10FNO2S  

67.  
C9H11FO2  

68.  
C9H16ClF3N2O  
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Summenformel Struktur 

69.  
C14H12FNO2  

70.  
C11H16FNO2  

71.  
C12H16FNO  

72.  
C14H18FNO  

73.  
C9H12FNO2S  

74.  
C12H11FN2O2  

75.  
C11H12FN3  

76.  
C11H14FN3O  

77.  
C12H14FNO2  

78.  
C8H10FNO2S  

79.  
C11H15FN2O  

80.  
C8H10ClFN2O  
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Summenformel Struktur 

81.  
C8H8F3NO  

82.  
C8H7F3N2OS  

83.  
C12H15F3N2  

84.  
C7H10ClF3N4O  

85.  
C9H10F3N  

86.  
C13H10F2N2O  

87.  
C9H8F2O2  

88.  
C9H8FN5O  

89.  
C10H10FNO3  

90.  
C11H12FNO2  

91.  
C12H16FNO  

92.  
C9H13ClFN  
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Summenformel Struktur 

93.  
C8H11FN2O2S  

94.  
C11H11F2NO  

95.  
C13H14FN3O  

96.  
C12H19Cl2FN2  

97.  
C13H11FN2O2  

98.  
C9H8FNO3  

99.  
C14H12FNO2  

100.  
C10H12FN3O  

101.  
C9H9FO3  
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A2: Beispiel Mathematica Markov Modeling Script 
 
l=74;  
states=3; 
n=l*states+1 
KM=Array[k,{n,n},{1,1}]; 
KM//MatrixForm; 
 
For[j=1,j<n+1,j++,For[i=1,i<n+1,i++,k[i,j]=0]] 
KM//MatrixForm; 
 
For[i=1,i<n+1,i++,k[i,i+1]=synth] 
k[l+1,l+2]=0; 
k[2*l+1,2*l+2]=0; 
 
(*pausing at 110 length for few seconds*) 
lengthexitthunnel=10 
pausingduration=30 
k[60-lengthexitthunnel,1+60-lengthexitthunnel]=(1.0/pausingduration); 
k[l+60-lengthexitthunnel,l+1+60-lengthexitthunnel]=(1.0/pausingduration); 
k[2*l+60-lengthexitthunnel,2*l+1+60-lengthexitthunnel]=(1.0/pausingduration); 
 
KM//MatrixForm; 
m2=2; (*87*) 

m3=3;(*88*) 

m4=4;(*89*) 

m5=5;(*90*) 

m6=6;(*91*) 

m7=7;(*92*) 

m8=8;(*93*) 

m9=9;(*94*) 

m10=10;(*95*) 

m11=11;(*96*) 

m12=12;(*97*) 

m13=13;(*98*) 

m14=14;(*99*) 

m15=15;(*100*) 

m16=16;(*101*) 

m17=17;(*102*) 

m18=18;(*103*) 

m19=19;(*104*) 

m20=20;(*105*) 

m21=21;(*106*) 

m22=22;(*107*) 

m23=23;(*108*) 

m24=24;(*109*) 

m25=25;(*110*) 

m26=26;(*111*) 

m27=27;(*112*) 

m28=28;(*113*) 

m29=29;(*114*) 

m30=30;(*115*) 

m31=31;(*116*) 

m32=32;(*117*) 

m33=33;(*118*) 

m34=34;(*119*) 

m35=35;(*120*) 



118 

m36=36;(*121*) 

m37=37;(*122*) 

m38=38;(*123*) 

m39=39 ;(*124*) 

m40=40; (*125*) 

m41=41;(*126*) 

m42=42;(*127*) 

m43=43;(*128*) 

m44=44;(*129*) 

m45=45;(*130*) 

m46=46;(*131*) 

m47=47;(*132*) 

m48=48;(*133*) 

m49=49;(*134*) 

m50=50;(*135*) 

m51=51;(*136*) 

m52=52;(*137*) 

m53=53;(*138*) 

m54=54;(*139*) 

m55=55;(*140*) 

m56=56;(*141*) 

m57=57;(*142*) 

m58=58;(*143*) 

m59=59;(*144*) 

m60=60;(*145*) 

m61=61;(*146*) 

m62=62;(*147*) 

m63=63;(*148*) 

m64=64;(*149*) 

m65=65;(*150*) 

m66=66;(*151*) 

m67=67;(*152*) 

m68=68;(*153*) 

m69=69;(*154*) 

m70=70;(*155*) 

m71=71;(*156*) 

m72=72;(*157*) 

m73=73;(*158*) 

m74=74;(*159*) 

m75=75;(*160*) 

(*apo->holo *with kon*conc *) 

k[m2,m2+l*2]=kon*conc;(*87*) 

k[m3,m3+l*2]=kon*conc;(*88*) 

k[m4,m4+l*2]=kon*conc;(*89*) 

k[m5,m5+l*2]=kon*conc;(*90*) 
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k[m6,m6+l*2]=kon*conc;(*91*) 

k[m7,m7+l*2]=kon*conc;(*92*) 

k[m8,m8+l*2]=kon*conc;(*93*) 

k[m9,m9+l*2]=kon*conc;(*94*) 

k[m10,m10+l*2]=kon*conc;(*95*) 

k[m11,m11+l*2]=kon*conc;(*96*) 

k[m12,m12+l*2]=kon*conc;(*97*) 

k[m13,m13+l*2]=kon*conc;(*98*) 

k[m14,m14+l*2]=kon*conc;(*99*) 

k[m15,m15+l*2]=kon*conc;(*100*) 

k[m16,m16+l*2]=kon*conc;(*101*) 

k[m17,m17+l*2]=kon*conc;(*102*) 

k[m18,m18+l*2]=kon*conc;(*103*) 

k[m19,m19+l*2]=kon*conc;(*104*) 

k[m20,m20+l*2]=kon*conc;(*105*) 

k[m21,m21+l*2]=kon*conc;(*106*) 

k[m22,m22+l*2]=kon*conc;(*107*) 

k[m23,m23+l*2]=kon*conc;(*108*) 

k[m24,m24+l*2]=kon*conc;(*109*) 

k[m25,m25+l*2]=kon*conc;(*110*) 

k[m26,m26+l*2]=kon*conc;(*111*) 

k[m27,m27+l*2]=kon*conc;(*112*) 

k[m28,m28+l*2]=kon*conc;(*113*) 

k[m29,m29+l*2]=kon*conc;(*114*) 

k[m30,m30+l*2]=kon*conc;(*115*) 

k[m31,m31+l*2]=kon*conc;(*116*) 

k[m32,m32+l*2]=kon*conc;(*117*) 

k[m33,m33+l*2]=kon*conc;(*118*) 

k[m34,m34+l*2]=kon*conc;(*119*) 

k[m35,m35+l*2]=kon*conc;(*120*) 

k[m36,m36+l*2]=kon*conc;(*121*) 

k[m37,m37+l*2]=kon*conc;(*122*) 

k[m38,m38+l*2]=kon*conc;(*123*) 

k[m39,m39+l*2]=kon*conc;(*124*) 

k[m40,m40+l*2]=kon*conc;(*125*) 

k[m41,m41+l*2]=kon*conc;(*126*) 

k[m42,m42+l*2]=kon*conc;(*127*) 

k[m43,m43+l*2]=kon*conc; (*128*) 

k[m44,m44+l*2]=kon*conc;(*129*) 

k[m45,m45+l*2]=kon*conc;(*130*) 

k[m46,m46+l*2]=kon*conc;(*131*) 

k[m47,m47+l*2]=kon*conc;(*132*) 

k[m48,m48+l*2]=kon*conc;(*133*) 

k[m49,m49+l*2]=kon*conc;(*134*) 

k[m50,m50+l*2]=kon*conc;(*135*) 
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k[m51,m51+l*2]=kon*conc;(*136*) 

k[m52,m52+l*2]=kon*conc;(*137*) 

k[m53,m53+l*2]=kon*conc;(*138*) 

k[m54,m54+l*2]=kon*conc;(*139*) 

k[m55,m55+l*2]=kon*conc;(*140*) 

k[m56,m56+l*2]=kon*conc;(*141*) 

k[m57,m57+l*2]=kon*conc;(*142*) 

k[m58,m58+l*2]=kon*conc;(*143*) 

k[m59,m59+l*2]=kon*conc;(*144*) 

k[m60,m60+l*2]=kon*conc;(*145*) 

k[m61,m61+l*2]=kon*conc;(*146*) 

k[m62,m62+l*2]=kon*conc;(*147*) 

k[m63,m63+l*2]=kon*conc;(*148*) 

k[m64,m64+l*2]=kon*conc;(*149*) 

k[m65,m65+l*2]=kon*conc;(*150*) 

k[m66,m66+l*2]=kon*conc;(*151*) 

k[m67,m67+l*2]=kon*conc;(*152*) 

k[m68,m68+l*2]=kon*conc;(*153*) 

k[m69,m69+l*2]=kon*conc;(*154*) 

k[m70,m70+l*2]=kon*conc;(*155*) 

k[m71,m71+l*2]=kon*conc;(*156*) 

k[m72,m72+l*2]=kon*conc;(*157*) 

k[m73,m73+l*2]=kon*conc;(*158*) 

k[m74,m74+l*2]=kon*conc;(*159*) 

k[m75,m75+l*2]=kon*conc; (*160*) 

 

 

(*holo->apo* with const kon to calculate koff from kd*) 

k[m2+l*2,m2]=kd*kon;(*87*) 

k[m3+l*2,m3]=kd*kon;(*88*) 

k[m4+l*2,m4]=kd*kon;(*89*) 

k[m5+l*2,m5]=kd*kon;(*90*) 

k[m6+l*2,m6]=kd*kon;(*91*) 

k[m7+l*2,m7]=kd*kon;(*92*) 

k[m8+l*2,m8]=kd*kon;(*93*) 

k[m9+l*2,m9]=kd*kon;(*94*) 

k[m10+l*2,m10]=kd*kon;(*95*) 

k[m11+l*2,m11]=kd*kon;(*96*) 

k[m12+l*2,m12]=kd*kon;(*97*) 

k[m13+l*2,m13]=kd*kon;(*98*) 

k[m14+l*2,m14]=kd*kon;(*99*) 

k[m15+l*2,m15]=kd*kon;(*100*) 

k[m16+l*2,m16]=kd*kon;(*101*) 

k[m17+l*2,m17]=kd*kon;(*102*) 

k[m18+l*2,m18]=kd*kon;(*103*) 
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k[m19+l*2,m19]=kd*kon;(*104*) 

k[m20+l*2,m20]=kd*kon;(*105*) 

k[m21+l*2,m21]=kd*kon;(*106*) 

k[m22+l*2,m22]=kd*kon;(*107*) 

k[m23+l*2,m23]=kd*kon;(*108*) 

k[m24+l*2,m24]=kd*kon;(*109*) 

k[m25+l*2,m25]=kd*kon;(*110*) 

k[m26+l*2,m26]=kd*kon;(*111*) 

k[m27+l*2,m27]=kd*kon;(*112*) 

k[m28+l*2,m28]=kd*kon;(*113*) 

k[m29+l*2,m29]=kd*kon;(*114*) 

k[m30+l*2,m30]=kd*kon;(*115*) 

k[m31+l*2,m31]=kd*kon;(*116*) 

k[m32+l*2,m32]=kd*kon;(*117*) 

k[m33+l*2,m33]=kd*kon;(*118*) 

k[m34+l*2,m34]=kd*kon;(*119*) 

k[m35+l*2,m35]=kd*kon;(*120*) 

k[m36+l*2,m36]=kd*kon;(*121*) 

k[m37+l*2,m37]=kd*kon;(*122*) 

k[m38+l*2,m38]=kd*kon;(*123*) 

k[m39+l*2,m39]=kd*kon;(*124*) 

k[m40+l*2,m40]=kd*kon;(*125*) 

k[m41+l*2,m41]=kd*kon;(*126*) 

k[m42+l*2,m42]=kd*kon;(*127*) 

k[m43+l*2,m43]=kd*kon; (*128*) 

k[m44+l*2,m44]=kd*kon;(*129*) 

k[m45+l*2,m45]=kd*kon;(*130*) 

k[m46+l*2,m46]=kd*kon;(*131*) 

k[m47+l*2,m47]=kd*kon;(*132*) 

k[m48+l*2,m48]=kd*kon;(*133*) 

k[m49+l*2,m49]=kd*kon;(*134*) 

k[m50+l*2,m50]=kd*kon;(*135*) 

k[m51+l*2,m51]=kd*kon;(*136*) 

k[m52+l*2,m52]=kd*kon;(*137*) 

k[m53+l*2,m53]=kd*kon;(*138*) 

k[m54+l*2,m54]=kd*kon;(*139*) 

k[m55+l*2,m55]=kd*kon;(*140*) 

k[m56+l*2,m56]=kd*kon;(*141*) 

k[m57+l*2,m57]=kd*kon;(*142*) 

k[m58+l*2,m58]=kd*kon;(*143*) 

k[m59+l*2,m59]=kd*kon;(*144*) 

k[m60+l*2,m60]=kd*kon;(*145*) 

k[m61+l*2,m61]=kd*kon(*146*) 

k[m62+l*2,m62]=kd*kon; (*147*) 

k[m63+l*2,m63]=kd*kon;(*148*) 
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k[m64+l*2,m64]=kd*kon;(*149*) 

k[m65+l*2,m65]=kd*kon;(*150*) 

k[m66+l*2,m66]=kd*kon;(*151*) 

k[m67+l*2,m67]=kd*kon;(*152*) 

k[m68+l*2,m68]=kd*kon;(*153*) 

k[m69+l*2,m69]=kd*kon;(*154*) 

k[m70+l*2,m70]=kd*kon;(*155*) 

k[m71+l*2,m71]=kd*kon;(*156*) 

k[m72+l*2,m72]=kd*kon;(*157*) 

k[m73+l*2,m73]=kd*kon;(*158*) 

k[m74+l*2,m74]=kd*kon;(*159*) 

k[m75+l*2,m75]=kd*kon;(*160*) 

 

 

(*apo->AT*) 

k[m2,m2+l]=0;(*87*)  

k[m3,m3+l]=0;(*88*)  

k[m4,m4+l]=0;(*89*)  

k[m5,m5+l]=0;(*90*)  

k[m6,m6+l]=0;(*91*)  

k[m7,m7+l]=0;(*92*)  

k[m8,m8+l]=0;(*93*)  

k[m9,m9+l]=0;(*94*)  

k[m10,m10+l]=0;(*95*)  

k[m11,m11+l]=0;(*96*)  

k[m12,m12+l]=0;(*97*)  

k[m13,m13+l]=0;(*98*)  

k[m14,m14+l]=0;(*99*)  

k[m15,m15+l]=0;(*100*)  

k[m16,m16+l]=0;(*101*)  

k[m17,m17+l]=0;(*102*)  

k[m18,m18+l]=0;(*103*)  

k[m19,m19+l]=0;(*104*)  

k[m20,m20+l]=0;(*105*)  

k[m21,m21+l]=0;(*106*)  

k[m22,m22+l]=0;(*107*)  

k[m23,m23+l]=0;(*108*)  

k[m24,m24+l]=0;(*109*)  

k[m25,m25+l]=0; (*110*)  

k[m26,m26+l]=0; (*111*)  

k[m27,m27+l]=0; (*112*)  

k[m28,m28+l]=0; (*113*)  

k[m29,m29+l]=0; (*114*)  

k[m30,m30+l]=0; (*115*)  

k[m31,m31+l]=0; (*116*)  
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k[m32,m32+l]=0; (*117*)  

k[m33,m33+l]=0; (*118*)  

k[m34,m34+l]=0; (*119*)  

k[m35,m35+l]=0; (*120*)  

k[m36,m36+l]=0; (*121*)  

k[m37,m37+l]=0; (*122*)  

k[m38,m38+l]=0; (*123*)  

k[m39,m39+l]=0; (*124*)  

k[m40,m40+l]=0;(*125*)  

k[m41,m41+l]=0;(*126*)  

k[m42,m42+l]=0;(*127*)  

k[m43,m43+l]=0;(*128*)  

k[m44,m44+l]=0;(*129*)  

k[m45,m45+l]=0;(*130*)  

k[m46,m46+l]=0;(*131*)  

k[m47,m47+l]=0;(*132*)  

k[m48,m48+l]=0;(*133*)  

k[m49,m49+l]=baseclosing ;(*134*) 

k[m50,m50+l]=baseclosing ;(*135*) 

k[m51,m51+l]=baseclosing ;(*136*) 

k[m52,m52+l]=baseclosing ;(*137*) 

k[m53,m53+l]=baseclosing ;(*138*) 

k[m54,m54+l]=baseclosing ;(*139*) 

k[m55,m55+l]=baseclosing ;(*140*) 

k[m56,m56+l]=baseclosing ;(*141*)  

k[m57,m57+l]=baseclosing ;(*142*)  

k[m58,m58+l]=baseclosing ;(*143*) 

k[m59,m59+l]=baseclosing ;(*144*) 

k[m60,m60+l]=baseclosing ;(*145*) 

k[m61,m61+l]=(*baseclosing ;*)2.590597845; (*-1*) (*146*) 

k[m62,m62+l]=(*baseclosing ;*)1.056087738; (*-2*)(*147*) 

k[m63,m63+l]=(*baseclosing ;*)0.43052661;(*-3*)(*148*) 

k[m64,m64+l]=(*baseclosing ;*)0.175509246;(*-4*)(*149*) 

k[m65,m65+l]=(*baseclosing ;*)0.071548412;(*-5*)(*150*) 

k[m66,m66+l]=(*baseclosing ;*)0.029167553;(*-6*)(*151*) 

k[m67,m67+l]=(*baseclosing ;*)0.011890497;(*-7*)(*152*) 

k[m68,m68+l]=(*baseclosing ;*)0.004847301;(*-8*)(*153*) 

k[m69,m69+l]=(*baseclosing ;*)0.001976059;(*-9*)(*154*) 

k[m70,m70+l]=(*baseclosing ;*)0.000805564;(*-10*)(*155*) 

k[m71,m71+l]=(*baseclosing ;*)0.000805564;(*-10*)(*156*) 

k[m72,m72+l]=(*baseclosing ;*)0.000805564;(*-10*)(*157*) 

k[m73,m73+l]=(*baseclosing ;*)0.000805564;(*-10*)(*158*) 

k[m74,m74+l]=(*baseclosing ;*)0.000805564;(*-10*)(*159*) 

k[m75,m75+l]=(*baseclosing ;*)0.000805564;(*-10*)(*160*) 
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(*AT->apo*) 

k[m2+l,m2]=0;  

k[m3+l,m3]=0;   

k[m4+l,m4]= 0;  

k[m5+l,m5]= 0;  

k[m6+l,m6]= 0;  

k[m7+l,m7]= 0;  

k[m8+l,m8]= 0;  

k[m9+l,m9]= 0;  

k[m10+l,m10]= 0;  

k[m11+l,m11]= 0;  

k[m12+l,m12]= 0;  

k[m13+l,m13]= 0;  

k[m14+l,m14]= 0;  

k[m15+l,m15]= 0;  

k[m16+l,m16]= 0;  

k[m17+l,m17]= 0;  

k[m18+l,m18]= 0;  

k[m19+l,m19]= 0;  

k[m20+l,m20]= 0;  

k[m21+l,m21]= 0;  

k[m22+l,m22]= 0;  

k[m23+l,m23]= 0;  

k[m24+l,m24]= 0;  

k[m25+l,m25]= 0;  

k[m26+l,m26]= 0;  

k[m27+l,m27]= 0;  

k[m28+l,m28]= 0;  

k[m29+l,m29]= 0;  

k[m30+l,m30]= 0;  

k[m31+l,m31]= 0;  

k[m32+l,m32]= 0;  

k[m33+l,m33]= 0;  

k[m34+l,m34]= 0;  

k[m35+l,m35]= 0;  

k[m36+l,m36]= 0;  

k[m37+l,m37]= 0;  

k[m38+l,m38]= 0;  

k[m39+l,m39]= 0;  

k[m40+l,m40]= 0;  

k[m41+l,m41]= 0;  

k[m42+l,m42]= 0;  

k[m43+l,m43]= 0;  

k[m44+l,m44]= 0;  

k[m45+l,m45]= 0;  
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k[m46+l,m46]= 0;  

k[m47+l,m47]= 0;  

k[m48+l,m48]= 0;  

k[m49+l,m49]=2.590597845;(*-1*) (*134*) 

k[m50+l,m50]=1.056087738;(*-2*) (*135*) 

k[m51+l,m51]=0.43052661;(*-3*)(*136*) 

k[m52+l,m52]=0.175509246;(*-4*) (*137*) 

k[m53+l,m53]=0.175509246;(*-4*) (*138*) 

k[m54+l,m54]=0.175509246;(*-4*) (*139*) 

k[m55+l,m55]=0.071548412;(*-5*)(*140*) 

k[m56+l,m56]=0.029167553;(*-6*) (*141*) 

k[m57+l,m57]=0.011890497;(*-7*) (*142*) 

k[m58+l,m58]=0.004847301;(*-8*)(*143*) 

k[m59+l,m59]=0.001976059;(*-9*)(*144*) 

k[m60+l,m60]=0.000805564;(*-10*)(*145*) 

k[m61+l,m61]=0.000328398;(*-11*)(*146*) 

k[m62+l,m62]=0.000133875;(*-12*)(*147*) 

k[m63+l,m63]=0.000054576;(*-13*) (*148*) 

k[m64+l,m64]=0.000054576;(*-13*) (*149*) 

k[m65+l,m65]=0.000054576;(*-13*) (*150*) 

k[m66+l,m66]=0.000054576;(*-13*) (*151*) 

k[m67+l,m67]=0.000054576;(*-13*) (*152*) 

k[m68+l,m68]=0.000054576;(*-13*) (*153*) 

k[m69+l,m69]=0.000054576;(*-13*) (*154*) 

k[m70+l,m70]=0.000054576;(*-13*) (*155*) 

k[m71+l,m71]=0.000054576;(*-13*) (*156*) 

k[m72+l,m72]=0.000054576;(*-13*) (*157*) 

k[m73+l,m73]=0.000054576;(*-13*) (*158*) 

k[m74+l,m74]=0.000054576;(*-13*) (*159*) 

k[m75+l,m75]=0.000054576;(*-13*) (*160*) 

 

 

(*AT->Term*) 

k[m2+l,m2+l*2]=0;(*87*)   

k[m3+l,m3+l*2]=0;(*88*)   

k[m4+l,m4+l*2]=0;(*89*)   

k[m5+l,m5+l*2]=0;(*90*)   

k[m6+l,m6+l*2]=0;(*91*)   

k[m7+l,m7+l*2]=0;(*92*)   

k[m8+l,m8+l*2]=0;(*93*)   

k[m9+l,m9+l*2]=0;(*94*)   

k[m10+l,m10+l*2]=0;(*95*)   

k[m11+l,m11+l*2]=0;(*96*)   

k[m12+l,m12+l*2]=0;(*97*)   

k[m13+l,m13+l*2]=0;(*98*)   
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k[m14+l,m14+l*2]=0;(*99*)   

k[m15+l,m15+l*2]=0;(*100*)   

k[m16+l,m16+l*2]=0;(*101*)   

k[m17+l,m17+l*2]=0;(*102*)   

k[m18+l,m18+l*2]=0;(*103*)   

k[m19+l,m19+l*2]=0;(*104*)   

k[m20+l,m20+l*2]=0;(*105*)   

k[m21+l,m21+l*2]=0;(*106*)   

k[m22+l,m22+l*2]=0;(*107*)   

k[m23+l,m23+l*2]=0;(*108*)   

k[m24+l,m24+l*2]=0;(*109*)   

k[m25+l,m25+l*2]=0;(*110*)   

k[m26+l,m26+l*2]=0;(*111*)   

k[m27+l,m27+l*2]=0;(*112*)   

k[m28+l,m28+l*2]=0;(*113*)   

k[m29+l,m29+l*2]=0;(*114*)   

k[m30+l,m30+l*2]=0;(*115*)   

k[m31+l,m31+l*2]=0;(*116*)   

k[m32+l,m32+l*2]=0;(*117*)   

k[m33+l,m33+l*2]=0;(*118*)   

k[m34+l,m34+l*2]=0;(*119*)   

k[m35+l,m35+l*2]=0;(*120*)   

k[m36+l,m36+l*2]=0;(*121*)   

k[m37+l,m37+l*2]=0;(*122*)   

k[m38+l,m38+l*2]=0;(*123*)  

k[m39+l,m39+l*2]=0;(*124*)   

k[m40+l,m40+l*2]=0;(*125*)   

k[m41+l,m41+l*2]=0;(*126*)   

k[m42+l,m42+l*2]=0;(*127*)   

k[m43+l,m43+l*2]=0;(*128*)   

k[m44+l,m44+l*2]=0;(*129*)   

k[m45+l,m45+l*2]=0;(*130*)   

k[m46+l,m46+l*2]=0;(*131*)   

k[m47+l,m47+l*2]=0;(*132*)   

k[m48+l,m48+l*2]=0;(*133*)   

k[m49+l,m49+l*2]=kon*conc;(*-1*) (*134*) 

k[m50+l,m50+l*2]=kon*conc;(*-2*) (*135*)(*low conc limit*) 

k[m51+l,m51+l*2]=kon*conc;(*-3*)(*136*)(*low conc limit*) 

k[m52+l,m52+l*2]=kon*conc;(*-4*) (*137*)(*low conc limit*) 

k[m53+l,m53+l*2]=kon*conc;(*-4*) (*138*)(*low conc limit*) 

k[m54+l,m54+l*2]=kon*conc;(*-4*) (*139*)(*low conc limit*) 

k[m55+l,m55+l*2]=kon*conc;(*-5*)(*140*)(*low conc limit*) 

k[m56+l,m56+l*2]=kon*conc;(*-6*) (*141*) (*low conc limit*) 

k[m57+l,m57+l*2]=0.011890497;(*-7*) (*142*) 

k[m58+l,m58+l*2]=0.004847301;(*-8*)(*143*) 
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k[m59+l,m59+l*2]=0.001976059;(*-9*)(*144*) 

k[m60+l,m60+l*2]=0.000805564;(*-10*)(*145*) 

k[m61+l,m61+l*2]=0.000328398;(*-11*)(*146*)  

k[m62+l,m62+l*2]=0.000133875;(*-12*)(*147*) 

k[m63+l,m63+l*2]=0.000054576;(*-13*) (*148*)  

k[m64+l,m64+l*2]=0.000054576;(*-13*) (*149*)  

k[m65+l,m65+l*2]=0.000054576;(*-13*) (*150*)  

k[m66+l,m66+l*2]=0.000054576;(*-13*) (*151*)  

k[m67+l,m67+l*2]=0.000054576;(*-13*) (*152*)  

k[m68+l,m68+l*2]=0.000054576;(*-13*) (*153*)  

k[m69+l,m69+l*2]=0.000054576;(*-13*) (*154*)  

k[m70+l,m70+l*2]=0.000054576;(*-13*) (*155*)  

k[m71+l,m71+l*2]=0.000054576;(*-13*) (*156*)  

k[m72+l,m72+l*2]=0.000054576;(*-13*) (*157*)  

k[m73+l,m73+l*2]=0.000054576;(*-13*) (*158*)  

k[m74+l,m74+l*2]=0.000054576;(*-13*) (*159*)  

k[m75+l,m75+l*2]=0.000054576;(*-13*) (*160*) 

 

 

(*Term->AT*) 

k[m2+l*2,m2+l]=0;(*87*) 

k[m3+l*2,m3+l]= 0;(*88*) 

k[m4+l*2,m4+l]= 0;(*89*) 

k[m5+l*2,m5+l]= 0;(*90*)  

k[m6+l*2,m6+l]=0;(*91*) 

k[m7+l*2,m7+l]=0;(*92*) 

k[m8+l*2,m8+l]=0;(*93*) 

k[m9+l*2,m9+l]= 0;(*94*) 

k[m10+l*2,m10+l]=0;(*95*) 

k[m11+l*2,m11+l]=0;(*96*) 

k[m12+l*2,m12+l]=0;(*97*) 

k[m13+l*2,m13+l]=0;(*98*) 

k[m14+l*2,m14+l]=0;(*99*) 

k[m15+l*2,m15+l]=0;(*100*) 

k[m16+l*2,m16+l]=0;(*101*) 

k[m17+l*2,m17+l]=0;(*102*) 

k[m18+l*2,m18+l]=0;(*103*) 

k[m19+l*2,m19+l]=0;(*104*) 

k[m20+l*2,m20+l]=0;(*105*)  

k[m21+l*2,m21+l]=0;(*106*) 

k[m22+l*2,m22+l]=0;(*107*) 

k[m23+l*2,m23+l]=0;(*108*) 

k[m24+l*2,m24+l]=0;(*109*) 

k[m25+l*2,m25+l]=0;(*110*)  

k[m26+l*2,m26+l]=0;(*111*) 
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k[m27+l*2,m27+l]=0;(*112*) 

k[m28+l*2,m28+l]=0;(*113*) 

k[m29+l*2,m29+l]=0;(*114*) 

k[m30+l*2,m30+l]=0;(*115*) 

k[m31+l*2,m31+l]=0;(*116*) 

k[m32+l*2,m32+l]=0;(*117*) 

k[m33+l*2,m33+l]=0;(*118*) 

k[m34+l*2,m34+l]=0;(*119*)  

k[m35+l*2,m35+l]=0;(*120*) 

k[m36+l*2,m36+l]=0;(*121*)  

k[m37+l*2,m37+l]=0;(*122*)  

k[m38+l*2,m38+l]=0;(*123*)  

k[m39+l*2,m39+l]=0;(*124*)  

k[m40+l*2,m40+l]=0;(*125*)  

k[m41+l*2,m41+l]=0;(*126*) 

k[m42+l*2,m42+l]=0;(*127*)  

k[m43+l*2,m43+l]=0;(*128*)  

k[m44+l*2,m44+l]=0;(*129*)   

k[m45+l*2,m45+l]=0;(*130*)   

k[m46+l*2,m46+l]=0;(*131*)   

k[m47+l*2,m47+l]=0;(*132*)   

k[m48+l*2,m48+l]=0;(*133*)   

k[m49+l*2,m49+l]=kd*kon;(*134*)   

k[m50+l*2,m50+l]=kd*kon;(*135*)   

k[m51+l*2,m51+l]=kd*kon;(*136*)   

k[m52+l*2,m52+l]=kd*kon;(*137*)   

k[m53+l*2,m53+l]=kd*kon;(*138*)   

k[m54+l*2,m54+l]=kd*kon;(*139*)   

k[m55+l*2,m55+l]=kd*kon;(*140*)   

k[m56+l*2,m56+l]=kd*kon;(*141*)   

k[m57+l*2,m57+l]=kd*kon;(*142*)   

k[m58+l*2,m58+l]=kd*kon;(*143*)   

k[m59+l*2,m59+l]=kd*kon;(*144*)   

k[m60+l*2,m60+l]=kd*kon;(*145*)  

k[m61+l*2,m61+l]=7*10^-6*kon;(*-1*)(*146*)   

k[m62+l*2,m62+l]=7*10^-6*kon;(*-2*)(*147*)   

k[m63+l*2,m63+l]=0.43052661;(*-3*)(*148*)   

k[m64+l*2,m64+l]=0.175509246;(*-4*)(*149*)   

k[m65+l*2,m65+l]=0.071548412;(*-5*)(*150*)   

k[m66+l*2,m66+l]=0.029167553;(*-6*) (*151*)   

k[m67+l*2,m67+l]=0.011890497;(*-7*)(*152*)   

k[m68+l*2,m68+l]=0.004847301;(*-8*)(*153*)   

k[m29+l*2,m69+l]=0.001976059;(*-9*)(*154*)   

k[m70+l*2,m70+l]=0.000805564;(*-10*)(*155*)  

k[m71+l*2,m71+l]=0.000805564;(*-10*)(*156*)  
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k[m72+l*2,m72+l]=0.000805564;(*-10*)(*157*)  

k[m73+l*2,m73+l]=0.000805564;(*-10*)(*158*)  

k[m74+l*2,m74+l]=0.000805564;(*-10*)(*159*)  

k[m75+l*2,m75+l]=0.000805564;(*-10*)(*160*)  

KM//MatrixForm ; 

K=Transpose[KM]; 
For[i=1,i<=n,i++,K[[i,i]]=-Sum[KM[[i,j]],{j,1,n}]];K//MatrixForm ;(*hier kann man sich die transponierte matrix anschauen*) 
Clear[p]; 
p0=Table[0,n]; 
Part[p0,1]=1; 
p0 
(*Length[p0]*)  
p[t_,p0_]:=MatrixExp[t K].p0 

SessionTime[] 
TimeObject[] 
plotend=180 
synth=20 
conc= 100*10^-9 
kon=16259 
kd=420*10^-9 (*(590+250)/2*) 
baseclosing=400 (*4000 macht schon 10 min rechen zeit bitte keine 4000000 eintragen*) 
 
y1=100*10^-6(**) 
y2=100*10^-9(**) 
 
 
p206=ContourPlot[({p[t, p0][[m2]]}+{p[t, p0][[m3]]}+{p[t, p0][[m4]]}+{p[t, p0][[m5]]}+{p[t, p0][[m6]]}+{p[t, p0][[m7]]}+{p[t, p0][[m8]]}+{p[t, p0][[m9]]}+{p[t, p0][[m10]]}+{p[t, 
p0][[m11]]}+{p[t, p0][[m12]]}+{p[t, p0][[m13]]}+{p[t, p0][[m14]]}+{p[t, p0][[m15]]}+{p[t, p0][[m16]]}+{p[t, p0][[m17]]}+{p[t, p0][[m18]]}+{p[t, p0][[m19]]}+{p[t, p0][[m20]]}+{p[t, 
p0][[m21]]}+{p[t, p0][[m22]]}+{p[t, p0][[m23]]}+{p[t, p0][[m24]]}+{p[t, p0][[m25]]}+{p[t, p0][[m26]]}+{p[t, p0][[m27]]}+{p[t, p0][[m28]]}+{p[t, p0][[m29]]}+{p[t, p0][[m30]]}+{p[t, 
p0][[m31]]}+{p[t, p0][[m32]]}+{p[t, p0][[m33]]}+{p[t, p0][[m34]]}+{p[t, p0][[m35]]}+{p[t, p0][[m36]]}+{p[t, p0][[m37]]}+{p[t, p0][[m38]]}+{p[t, p0][[m39]]}+{p[t, p0][[m40]]}+{p[t, 
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A3: Tabellen der verwendete Raten im Markov Modeling 

 

 

  
Hohe  c-di-GMP  Konzentration 

  

       conc = 100*10^-6 baseclosing =   400 
   kon= 16259 kd =  420*10^-9  
   

       
Nukleotid 

apo-> 
holo/T holo/T-> apo apo-> AT AT-> apo AT-> holo/T holo/T-> AT 

87-133 kon*conc kd*kon 0 0 0 0 

134 kon*conc kd*kon baseclosing 2,590597845 kon*conc kd*kon 

135 kon*conc kd*kon baseclosing 1,056087738 1,056087738 kd*kon 

136 kon*conc kd*kon baseclosing 0,430526610 0,430526610 kd*kon 

137 kon*conc kd*kon baseclosing 0,175509246 0,175509246 kd*kon 

138 kon*conc kd*kon baseclosing 0,175509246 0,175509246 kd*kon 

139 kon*conc kd*kon baseclosing 0,175509246 0,175509246 kd*kon 

140 kon*conc kd*kon baseclosing 0,071548412 0,071548412 kd*kon 

141 kon*conc kd*kon baseclosing 0,029167553 0,029167553 kd*kon 

142 kon*conc kd*kon baseclosing 0,011890497 0,011890497 kd*kon 

143 kon*conc kd*kon baseclosing 0,004847301 0,004847301 kd*kon 

144 kon*conc kd*kon baseclosing 0,001976059 0,001976059 kd*kon 

145 kon*conc kd*kon baseclosing 0,000805564 0,000805564 kd*kon 

146 kon*conc kd*kon 2,590597845 0,000328398 0,000328398 7*10^-6*kon 

147 kon*conc kd*kon 1,056087738 0,000133875 0,000133875 7*10^-6*kon 

148 kon*conc kd*kon 0,430526610 0,000054576 0,000054576 0,43052661 

149 kon*conc kd*kon 0,175509246 0,000054576 0,000054576 0,175509246 

150 kon*conc kd*kon 0,071548412 0,000054576 0,000054576 0,071548412 

151 kon*conc kd*kon 0,029167553 0,000054576 0,000054576 0,029167553 

152 kon*conc kd*kon 0,011890497 0,000054576 0,000054576 0,011890497 

153 kon*conc kd*kon 0,004847301 0,000054576 0,000054576 0,004847301 

154 kon*conc kd*kon 0,001976059 0,000054576 0,000054576 0,001976059 

155 kon*conc kd*kon 0,000805564 0,000054576 0,000054576 0,000805564 

156 kon*conc kd*kon 0,000805564 0,000054576 0,000054576 0,000805564 

157 kon*conc kd*kon 0,000805564 0,000054576 0,000054576 0,000805564 

158 kon*conc kd*kon 0,000805564 0,000054576 0,000054576 0,000805564 

159 kon*conc kd*kon 0,000805564 0,000054576 0,000054576 0,000805564 

160 kon*conc kd*kon 0,000805564 0,000054576 0,000054576 0,000805564 
 

Tabelle S1:  Verwendete Übergangsraten bei hoher (100 µM) c-di-GMP Konzentration   
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Niedrige  c-di-GMP Konzentration 

  

       conc =  100*10^-9 baseclosing =   400 
   kon= 16259 kd =  420*10^-9  
   

       
nucleotide 

apo-> 
holo/T holo/T-> apo apo-> AT AT-> apo AT-> holo/T holo/T-> AT 

87-133 kon*conc kd*kon 0 0 0 0 

134 kon*conc kd*kon baseclosing 2,590597845 kon*conc kd*kon 

135 kon*conc kd*kon baseclosing 1,056087738 kon*conc kd*kon 

136 kon*conc kd*kon baseclosing 0,430526610 kon*conc kd*kon 

137 kon*conc kd*kon baseclosing 0,175509246 kon*conc kd*kon 

138 kon*conc kd*kon baseclosing 0,175509246 kon*conc kd*kon 

139 kon*conc kd*kon baseclosing 0,175509246 kon*conc kd*kon 

140 kon*conc kd*kon baseclosing 0,071548412 kon*conc kd*kon 

141 kon*conc kd*kon baseclosing 0,029167553 kon*conc kd*kon 

142 kon*conc kd*kon baseclosing 0,011890497 0,011890497 kd*kon 

143 kon*conc kd*kon baseclosing 0,004847301 0,004847301 kd*kon 

144 kon*conc kd*kon baseclosing 0,001976059 0,001976059 kd*kon 

145 kon*conc kd*kon baseclosing 0,000805564 0,000805564 kd*kon 

146 kon*conc kd*kon 2,590597845 0,000328398 0,000328398 7*10^-6*kon 

147 kon*conc kd*kon 1,056087738 0,000133875 0,000133875 7*10^-6*kon 

148 kon*conc kd*kon 0,430526610 0,000054576 0,000054576 0,43052661 

149 kon*conc kd*kon 0,175509246 0,000054576 0,000054576 0,175509246 

150 kon*conc kd*kon 0,071548412 0,000054576 0,000054576 0,071548412 

151 kon*conc kd*kon 0,029167553 0,000054576 0,000054576 0,029167553 

152 kon*conc kd*kon 0,011890497 0,000054576 0,000054576 0,011890497 

153 kon*conc kd*kon 0,004847301 0,000054576 0,000054576 0,004847301 

154 kon*conc kd*kon 0,001976059 0,000054576 0,000054576 0,001976059 

155 kon*conc kd*kon 0,000805564 0,000054576 0,000054576 0,000805564 

156 kon*conc kd*kon 0,000805564 0,000054576 0,000054576 0,000805564 

157 kon*conc kd*kon 0,000805564 0,000054576 0,000054576 0,000805564 

158 kon*conc kd*kon 0,000805564 0,000054576 0,000054576 0,000805564 

159 kon*conc kd*kon 0,000805564 0,000054576 0,000054576 0,000805564 

160 kon*conc kd*kon 0,000805564 0,000054576 0,000054576 0,000805564 
 

Tabelle S2:  Verwendete Übergangsraten bei niedriger (100 nM) c-di-GMP Konzentration   
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