
RNA-Einzelmolekül-
Biochemie 

� Die zuletzt neu entstandenen Fel-
der der RNA-Biochemie, RNAi und 
RNA-Schalter, wurden erst kürzlich 
hier behandelt [s. Nachr. Chem. 
2008, 56, 1232]. Deshalb soll der 
Fortschritt der RNA-Biochemie 
nicht nach Themengebieten sortiert, 
sondern aus einer methodischen 
Perspektive betrachtet werden.  

Der Trend, RNA-Moleküle und 
-Komplexe durch Einzelmolekül-
techniken zu beobachten, verstärkt 
sich. Darunter sind einige Faltungs-
studien an RNA (u. a. RNA-Schal-
ter).1) Es finden sich aber zuneh-
mend Arbeiten zu Protein-RNA-
Komplexen, die z. B. bei der Bio-
polymerisation von Nucleinsäuren 
und Proteinen mitwirken. 

Technisch sehr weit fortgeschrit-
ten ist die Untersuchung von Einzel-
molekülen durch Fluoreszenz-Reso-
nanz-Energie-Transfer (smFRET). Bei 
dieser Technik wird die Übertragung 
von Anregungsenergie eines Donor-
farbstoffs auf einen Akzeptorfarb-

Abb. 1. Posttranskriptionale Einführung einer Methylgruppe am N1 von Adenin 9 verschiebt das dynamische Gleichgewicht der humanen 

 mitochondrialen tRNALys von einer Haarnadel (links) zur biologisch aktiven Kleeblattstruktur (rechts). Insets zeigen aufgelöste Einzel molekül-

 Fluoreszenz spuren der Farbstoffe Cy3 (grün) und Cy5 (rot) und die daraus errechnete FRET-Effizienz (EFRET, schwarz in Anwesenheit, blau in 

 Abwesenheit der Methylgruppe). Die Konjugationspunkte der Farbstoffe an den tRNAs symbolisieren grüne (Cy3) und rote (Cy5) Punkte. 

A- und B-Formen bestimmten Iqbal et 
al. Sie modellierten die Auswirkungen 
derartiger Wechselwirkungen auf � 
und somit auf EFRET.

2,3)  
Fast schon traditionell sind 

smFRET-Studien an Ribozymen, in 
denen die beiden Farbstoffe in sepa-
raten Oligonucleotiden platziert und 
dann durch Hybridisierung zu ei-
nem Komplex zusammengefügt 
wurden.4,5) Wie kürzlich demons-
triert, lassen sich durch smFRET-
Analysen auch echte intramolekula-
re RNA-Faltungsvorgänge beobach-
ten. Dazu müssen die farbstofftra-
genden Oligoribonucleotide, statt 
durch Hybridisierung, durch Liga-
tion kovalent verbunden werden. 
Dies ist besonders bei kleinen RNAs 
von Interesse. Durch Titration mit 
Magnesiumionen ließen sich z. B. 
beim Diels-Alderase-Ribozym und 
bei einer tRNA mehrere Faltungs-
intermediate inklusive teilstruktu-
rierter und ungefalteter Konforma-
tionen beobachten und thermodyna-
misch charakterisieren.6–8)  

Für humane mitochondriale 
tRNALys wurde gezeigt, dass diese in 
einem dynamischen Gleichgewicht 

stoff beobachtet. Aus der relativen 
Fluoreszenz beider Farbstoffe ergibt 
sich die Kenngröße EFRET, also die Ef-
fizienz dieses Vorganges. Sie hängt 
hauptsächlich von der Entfernung 
der beiden Farbstoffe ab. Je nach 
Farbstoffkombination werden 
Strukturveränderungen von Makro-
molekülen mit hoher zeitlicher Auf-
lösung in einem Bereich von 30 bis 
100 Ångstrom beobachtet. 

RNA-Faltung 

� Außer vom räumlichen Abstand 
der Farbstoffe hängt EFRET auch von 
deren relativer räumlicher Orientie-
rung � ab, die bei freier Drehbarkeit 
der Farbstoffe mit einem konstanten 
Wert in die Berechnung von EFRET ein-
fließt. Wechselwirkungen der Farb-
stoffe mit DNA und RNA, wie sie die 
Gruppe von Lilley untersuchte, kön-
nen die freie Drehbarkeit der Farb-
stoffe und damit den Orientierungs-
faktor � beeinflussen. Die Auswirkun-
gen der p-p-Wechselwirkung der in 
smFRET-Messungen ubiquitären Cya-
ninfarbstoffe Cy3 und Cy5 mit dem 
5'-Ende von Nucleinsäure helices der 
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ein Polymerisationsmodus. Beide 
wandeln sich dynamisch ineinander 
um – ohne sich von der Matrize zu 
lösen (Abbildung 2). Der Degradati-
onsmodus herrschte bei normalen 
RNA-Primern auf einer DNA-Matri-
ze vor, bei DNA-Primern oder PPT-
RNA-Primern war jedoch der Poly-
merisations-Modus bevorzugt, den 
zusätzlich dNTPs stabilisieren.13)  

In ähnlichen Studien, die eine 
Gleitbewegung der reversen Tran-
skriptase entlang eines RNA-DNA-
Doppelstranges untersuchten, wur-
de beobachtet, dass das Enzym am 
RNA-3'-Ende im Degradations-
modus vorlag, aber bei Erreichen 
des 3'-Endes der Primer DNA in den 
Polymerisationsmodus überging.14) 
Die beschriebene Gleitbewegung 
steht im Einklang mit der Beobach-
tung von RNase-H-Aktivität an meh-
reren Stellen im RNA-DNA-Hybrid. 
Das beobachtete häufige Gleiten weg 

Abb. 2. Die zwei Orientierungen der reversen Transkriptase von HIV auf einem Hybrid-  

 Duplex, bestehend aus einer DNA-Matrize und einem RNA-Primer. Im oberen Teil ist die Poly-

merisierungs-kompetente Konformation durch räumliche Nähe des aktiven Zentrums der 

Polymerase aktivität zum 3'-Ende des RNA Primers charakterisiert. Ein gelber Pfeil symbolisiert 

die Polymerisierungsreaktion. Diese Konformation steht im dynamischen Gleich gewicht mit 

der umgekehrten Orientierung, in der sich das katalytische Zentrum der RNase-H-Aktivität in 

räumlicher Nähe zur RNA befindet. Die RNase-Aktivität ist durch einen gelben Stern dar-

gestellt. Die Konjugationspunkte der Farbstoffe symbolisieren grüne (Cy3) und rote (Cy5) 

Punkte. Pfeile mit grünroten Farbübergängen zeigen die räumlichen Entfernungen, deren 

 Veränderungen durch FRET beobachtet wurden. 

mehrerer Konformationen vorliegt. 
Post-transkriptionale Einführung ei-
ner einzelnen Methylgruppe ver-
schiebt das Gleichgewicht zuguns-
ten der biologisch aktiven Kleeblatt-
struktur (Abbildung 1). 

Polymerasen 

� Einzelmolekültechniken helfen 
auch bei Studien zur Biosynthese von 
Nucleinsäuren. So sind unlängst dy-
namische Prozesse bei Polymerasen 
beleuchtet worden, z.B. beim Studi-
um der Prozessivität von T7-RNA-
Polymerase9) oder RNA-Polymerase 
II.10) Höhepunkte des letzten Jahres 
sind smFRET-Untersuchungen der 
hochkomplexen Aktivitäten der re-
versen Transkriptase von HIV bei der 
Umschreibung der viralen RNA in 
doppelsträngige DNA.11,12)  

Das Enzym hat zwei katalytische 
Zentren: Die Polymeraseaktivität ka-
talysiert die Synthese von DNA, so-
wohl von einer RNA- als auch von 
einer DNA-Matrize, gegebenenfalls 
sogar unter gleichzeitiger Ablösung 
eines komplementären Stranges; pa-
rallel dazu degradiert die RNase-
H-Aktivität an einem DNA-Strang 
hybridisierte RNA, wie sie z. B. di-
rekt nach der reversen Transkription 
entsteht.  

Zu den vielen nicht verstandenen 
Charakteristika der Replikation von 
HIV zählen die dabei entstehenden 
purinreichen Sequenzen (PPT, poly-
purine tracks). Sie entgehen der De-
gradation durch die RNase-H-Akti-
vität, und dienen so der reversen 
Transkriptase als Primer bei der 
nachfolgenden Synthese des zweiten 
DNA-Stranges. Für ihre Unter-
suchungen zum dynamischen Ver-
halten der reversen Transkriptase in 
Nucleinsäurekomplexen brachten 
die Gruppen von Zhuang und Le 
Grice Cy3-Markierungen entweder 
an der Polymerase- oder der RNase-
H-Domäne des Proteins an, während 
sie den korrespondierenden Akzep-
torfarbstoff Cy5 in der Nähe des 3'- 
bzw. des 5'-Endes des Matrizenstran-
ges platzierten. Dadurch waren zwei 
Bindungsmodi des Proteins auf ei-
nem RNA-DNA-Hybrid charakteri-
sierbar: ein Degradationsmodus und 

von der Polymerisierungsstelle am 
DNA 3'-Ende, könnte die relativ ge-
ringe Prozessivität der reversen 
Transkriptase von HIV erklären.12)  

In beiden Arbeiten wurde in Ge-
genwart von Nevapirin eine be-
schleunigte Gleichgewichtsdynamik 
zwischen beiden Modi beobachtet. 
Dies eröffnet erste Perspektiven zur 
Aufklärung des Wirkmechanismus 
dieses nicht nucleosidischen Reverse-
 Transkriptase-Hemmers. 

Proteinbiosynthese 
auf dem Ribosom 

� Die Erforschung der Proteinbio-
synthese hat nach der Aufklärung der 
Ribosomstruktur besonders von Ein-
zelmolekültechniken profitiert.13,14) 
Einige zentrale Aspekte der vielen 
bekannten und postulierten Inter-
mediate zeigt Abbildung 3 (S. 284), 
beginnend mit dem Andocken des 
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Im Jahr 2008 erschienen drei Ar-
beiten, die unabhängig voneinander 
mit smFRET die zeitliche Überein-
stimmung der Ratschenbewegung 
mit einem dynamischen Konforma-
tions-Gleichgewicht von tRNAs auf 
dem Ribosom untersuchten (s. Kas-
ten in Abbildung 3).17–19) In diesem 
Gleichgewicht coexistiert die klas-
sische Konformation, in der die 
tRNAs sowohl mit Anticodon als 
auch mit dem 3'-Ende in den jewei-
ligen P-Sites bzw. A-Sites der beiden 
ribosomalen Untereinheiten bin-
den, mit einer Hybridkonformati-
on. Diese Konformation, in der die 
tRNA mit dem Anticodon noch in 

ternären Komplexes aus Aminoacyl-
tRNA, GTP und EF-Tu, der tRNA-
Selektion und -Akkomodierung, wo-
mit der so genannte Prä-Trans -
lokations zustand erreicht wird, der 
auch den Peptidyltransfer mit ein-
schließt. Nach Bindung von von EF-
G,Translokation und GTP-Spaltung, 
wird unter Abspaltung von EF-G der 
Post-Translokationszustand er-
reicht, der mit dem Andocken des 
nächsten ternären Komplexes in ei-
nen neuen  Zyklus mündet. 

Einzelmolekültechniken können 
Subpopulationen in heterogenen 
Proben charakterisieren. Dadurch 
entdeckten früheren Studien mit 

Abb. 3. smFRET-Messungen der Dynamik des Ribosoms während der Translation. Gezeigt sind Stationen der Proteinbiosynthese. Die 

 Konjugationspunkte der Farbstoffe an den tRNAs nach dem Andocken des ternären Komplexes symbolisieren grüne (Cy3) und rote (Cy5) 

Punkte. Gelbe Sterne symbolisieren Schritte, in denen die chemische Bindungsenergie in GTP oder in der Aminoacyl-tRNA umgesetzt wird.  

Im Kasten: Dynamisches Gleichgewicht der klassischen und der Hybridkonformation der tRNAs auf dem Ribosom. Die Aufsicht in der Mitte 

gibt eine Übersicht über die Positionierung der Fluoreszenzfarbstoffe Cy3 und Cy5 auf der großen (dunkelgrau) und der kleinen (hellgrau) 

 ribosomalen Untereinheit. Pfeile mit grünroten Farbübergängen zeigen die räumlichen Entfernungen, deren Veränderungen durch FRET 

 beobachtet wurden.  

Cryo-Elektronenmikroskopie eini-
ge ungewöhnliche Aspekte von Ri-
bosomen. Obwohl Cryo-Elektro-
nenmikroskopie dynamische Vor-
gänge nicht direkt untersuchen 
kann, zeigten einige der charakteri-
sierten Subpopulationen Struktu-
ren, die Hinweise auf die Dynamik 
der Proteinbiosynthese geben.15,16) 
Aus einer Verdrehung der beiden ri-
bosomalen Untereinheiten relativ 
zueinander postulierte man den 
Ratschen-Mechanismus (von Rat-
chet: Ratsche oder Knarre),15) des-
sen Rotationsbewegung die Dyna-
mik der Peptidsynthese koordinie-
ren könnte.16) 
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der P-Site der kleinen Unterheit 
bindet, während das deacylierte 
3'-Ende sich schon in der E-Site der 
großen Untereinheit befindet, ist 
als Intermediat auf dem Weg einer 
tRNA von der P-Site zur E-Site 
durch smFRET Untersuchungen 
recht gut charakterisiert.20–22) Weil 
die chemische Energie, die bei Hy-
drolyse einer energiereichen Ami-
noacyl-tRNA-Bindung und durch 
die GTPase-Aktivität von EF-Tu 
und EF-G umgesetzt wird, die Pro-
teinbiosynthese vorantreibt, ist der 
Einfluss dieser Ereignisse auf die 
Ribosomendynamik untersuchens-
wert. 

Alle drei Arbeiten beobachteten 
die Ratschenbewegung direkt, je-
doch an unterschiedlichen Stellen 
des Ribosoms. Die Gruppen um Nol-
ler und Ha platzierten die Fluoro-
phore an den Proteinen S6 auf der 
kleinen und L9 auf der großen ribo-
somalen Untereinheit in der Nähe 
des L1-Stalk.17) Sie beobachteten ei-
ne spontane, reversible relative Be-
wegung der beiden Farbstoffe und 
korrelierten dies mit dem Gleichge-
wicht der tRNAs auf dem Ribosom 
zwischen klassischem und Hybrid-
bindungsmodus (Kasten in Abbil-
dung 3). Sie charakterisierten die 
Dynamik als thermisch getrieben, al-
so als nicht direkt abhängig von 
GTP-Hydrolyse oder Peptidyl -
transfer.  

Von einer ähnlichen Korrelation 
der Dynamik des L1-Stalks mit 

tRNA, die zwischen klassischer und 
Hybridkonformation oszilliert, be-
richtete auch die Gruppe von Gon-
zalez Jr. Ihre Farbstoffmarkierungen 
erlaubten es, die Entfernung des 
L1-Proteins und einer tRNA auf dem 
Ribosom direkt zu beobachten (Ab-
bildung 3).18)  

Die Gruppe von Puglisi markierte 
eine Region des Ribosoms in größe-
rer Entfernung zu mRNA, tRNA und 
Peptidyltransferasezentrum. Die Re-
gion gilt als wenig flexibel und daher 
repräsentativ für globale Bewegun-
gen der ribosomalen Untereinheiten. 
Im Gegensatz zu vorhergehenden 
Studien beobachteten Puglisi et al. 
an diesem Teil des Ribosoms keine 
thermischen Gleichgewichte der 
Ratschenbewegung. Stattdessen 
kommt es zunächst zur Assoziation 
kleiner und großer Untereinheiten, 
und anschließend zu einer relativen 
Verdrehung gegen den Uhrzeiger-
sinn. Die Autoren korrelierten diese 
in einem Dreifarbenexperiment mit 
der Ankunft von aminoacylierter 
tRNA. Die Inhibition dieses ersten 
Teils der Ratschenbewegung durch 
Chloramphenicol, aber nicht durch 
Puromycin, deutet darauf hin, dass 
sie mit der Bildung der neuen Pep-
tidbindung assoziiert ist. Die Um-
kehr der Ratschenbewegung ist ab-
hängig von GTP-Hydrolyse durch 
EF-G.  

Trotz experimenteller Unterschie-
de (z. B. aus der Synthese der farb-
stoffmarkierten Ribosomen, unter-

Abb. 4. Messanordnung mit optischen Pinzetten zur Echtzeitmessung der Translokation 

 einzelner Ribosomen über eine mRNA mit Haarnadelstruktur. Mindestens eine der beiden 

mit 1 und 2 bezeichneten Kugeln, auf denen die Enden der mRNA immobilisiert sind, kann 

mit einem Laserstrahl räumlich manipuliert werden. Beim Auseinanderziehen der beiden 

Kugeln wird die rückholende Kraft zwischen ihnen gemessen. Aus technischen Gründen 

wurden Bereiche der mRNA, deren Translation nicht untersucht wurde, mit komplementä-

ren DNA- Oligonucleotiden hybridisiert.
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schiedlichen Ionenstärken oder Re-
konstitutionsmethoden für tRNAs 
auf dem Ribosom) fügen sich die 
drei Arbeiten zu einem Gesamtbild: 
Beide Teile der globalen Ratschen-
bewegung stimmen zeitlich mit bio-
chemischen Reaktionen der Pro-
teinbiosynthese überein und wer-
den möglicherweise von deren che-
mischer Energie getrieben. Gleich-
zeitig gibt es wohl in der als flexibel 
bekannten L1-Stalk-Region des Ri-
bosoms thermisch getriebene 
Gleichgewichte, die mit den Bin-
dungsmodi der tRNAs auf dem Ri-
bosom assoziiert sind. 

Optische Pinzetten 

� Informationen zur Wirkung in-
termolekularer Kräfte im Piko-
newton-Bereich liefert die Technik 
der optischen Pinzetten (Optical 
Tweezers). Dabei wird der zu unter-
suchende Komplex an zwei Stellen 
verankert, typischerweise durch 
Biotin-Streptavidin- und Digoxi -
genin-Antiköper-Wechselwirkungen 
(Abbildung 4, S. 285). Mindestens 
einer der Ankerpunkte liegt auf ei-
ner kleinen Kugel und ein Laser-
strahl manipuliert mit hoher Ge-
nauigkeit deren Platzierung. Bei ei-
ner kontrollierten räumlichen Tren-
nung der Ankerpunkte sind mit 
dieser Technik Veränderungen der 
Kräfte zwischen den Ankerpunkten 
im pN-Bereich messbar. So wurden 
Aspekte der Wechselwirkung zwi-
schen Ribosom und Shine-Dalgarno-
Sequenz der mRNA analysiert.23) 
Erstmals wurde mit dieser Technik 
die Fortbewegung des Ribosoms auf 
einer mRNA mit Haarnadelstruktur 
untersucht.24) Die dem Ribosom in-
trinsische Helikase-Aktivität ent-
windet bei der Bewegung entlang 
der mRNA dessen doppelsträngige 
Bereiche. Die daraus entstehende 
Entspannung der an beiden Enden 
aufgespannten mRNA wurde in 
kleinen Schritten sichtbar, die 
 jeweils der Passage eines Codon-
Tripletts entsprechen. Die Zeiten, 
die einzelne Ribosomen für die De-
codierung eines Codons der mRNA 
benötigen, sind offenbar keines-
wegs immer gleich, sondern unter-

liegen starken Schwankungen. Dies 
verdeutlicht die Stärke von Einzel-
molekültechniken, die im Gemisch 
gleichzeitig ablaufende, nicht syn-
chronisierte Reaktion identifizieren 
und nach Vereinzelung unter-
suchen kann. So zeigte die Echt-
zeitbeobachtung von Folgen von 
Translokationsereignissen und 
Pausen, dass Translation kein kon-
tinuierlicher Prozess ist, wie man 
ihn von einer molekularen Maschi-
ne möglicherweise erwartet hätte. 
Mehrere Faktoren beeinflussen die 
zeitliche Heterogenität, darunter 
die Codonfolge, die Sekundär-
struktur der mRNA und die Anwe-
senheit interner Shine-Dalgarno-
Sequenzen. 

Es ist spürbar, dass die Qualität 
von Informationen, welche die Ein-
zelmolekültechniken zugänglich 
machen, die RNA-Biochemie stark 
beeinflusst. Da derartige Techniken 
immer mehr Arbeitsgruppen zu-
gänglich werden, ist zu erwarten, 
dass sich dieser Trend fortsetzt. 
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