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Abstract	  
	  
	  
	   The	  charged	  nature	  of	  nucleic	  acids	  imposes	  a	  strong	  relationship	  between	  

cations	  and	  RNA	  structure.	  	  As	  a	  result,	  RNA	  folding	  efficiency	  is	  highly	  dependent	  

on	  the	  quantity	  and	  types	  of	  cations	  in	  solution.	  In	  vivo,	  there	  are	  a	  multitude	  of	  

cations	  available	  to	  interact	  with	  RNA.	  The	  principal	  monovalent	  cation,	  K+,	  serves	  

to	  neutralize	  most	  of	  the	  negative	  charges	  derived	  from	  nucleic	  acids.	  In	  addition,	  

there	  are	  cations	  of	  higher	  valence	  that	  perform	  a	  number	  of	  important	  functions.	  

Many	  studies	  have	  confirmed	  the	  ability	  of	  Mg2+	  to	  promote	  native	  RNA	  structure.	  In	  

addition	  to	  K+	  and	  Mg2+,	  organic	  cations	  (polyamines)	  such	  as	  putrescine2+,	  

spermidine3+,	  and	  spermine4+	  are	  believed	  to	  be	  important	  for	  the	  process	  of	  RNA	  

folding.	  All	  of	  these	  cations,	  both	  organic	  and	  inorganic,	  differ	  dramatically	  in	  both	  

structural	  and	  physical	  properties.	  The	  purpose	  of	  the	  current	  work	  is	  to	  i)	  

determine	  if	  organic	  and	  inorganic	  divalent	  cations	  stabilize	  the	  same	  folded	  state,	  

ii)	  determine	  how	  different	  divalent	  ions	  interact	  with	  RNA	  to	  promote	  folding,	  and	  

iii)	  develop	  an	  understanding	  of	  how	  the	  ion	  atmosphere	  is	  organized	  in	  the	  

presence	  of	  three	  distinct	  types	  of	  cations	  (K+,	  Mg2+	  and	  putrescine2+).	  

	   To	  pursue	  these	  goals,	  a	  set	  of	  RNAs,	  all	  characterized	  at	  atomic	  resolution,	  

were	  selected	  to	  represent	  a	  range	  of	  selectivity	  for	  inorganic	  ions.	  This	  structural	  

information,	  combined	  with	  thermodynamic	  analyses	  looking	  at	  Mg2+	  excess,	  

thermal	  stability,	  ligand	  binding,	  and	  folding	  efficiency	  provide	  a	  comprehensive	  

look	  at	  how	  ions	  stabilize	  the	  native	  state	  of	  RNA.	  We	  find	  that	  RNAs	  with	  Mg2+	  

chelation	  sites	  require	  either	  Mg2+	  or	  Ca2+	  to	  properly	  fold,	  while	  putrescine2+	  can	  
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stabilize	  the	  native	  state	  of	  non-‐chelators,	  albeit	  to	  a	  lesser	  degree	  than	  Mg2+.	  

Measurement	  of	  Mg2+	  excess	  with	  the	  native	  and	  intermediate	  states	  shows	  that	  

Mg2+	  is	  more	  effective	  at	  stabilizing	  native	  structure	  due	  to	  a	  closer	  approach	  to	  the	  

RNA	  surface.	  	  Therefore,	  organization	  of	  the	  ion	  atmosphere	  is	  dependent	  on	  the	  

types	  of	  ions	  in	  solution	  as	  well	  as	  the	  conformation	  of	  the	  RNA.	  	  
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Chapter	  1:	  Introduction	  

Why	  study	  RNA?	  

	   All	  living	  organisms	  conduct	  the	  same	  processes	  of	  energy	  transduction	  and	  

self-‐replication.	  These	  tasks	  are	  performed	  within	  the	  fundamental	  subunit	  of	  life,	  

the	  cell.	  In	  1958	  Francis	  Crick	  proposed	  a	  flow	  chart	  that	  concisely	  outlined	  the	  

molecular	  basis	  of	  these	  universal	  procedures.	  This	  flow	  chart	  has	  since	  been	  

termed	  “The	  central	  dogma	  of	  molecular	  biology”.	  Since	  1958	  there	  have	  been	  

several	  additions	  to	  the	  general	  scheme	  of	  the	  central	  dogma.	  Nevertheless,	  it	  is	  still	  

clear	  that	  DNA,	  “the	  genetic	  blue	  print”,	  is	  transcribed	  to	  RNA,	  which	  is	  then	  

translated	  into	  protein.	  	  

	   Ever	  since	  the	  dawn	  of	  molecular	  biology	  most	  scientists	  believed	  that	  RNA	  

was	  simply	  an	  intermediary	  molecule	  that	  only	  facilitated	  the	  transfer	  of	  

information.	  This	  however	  is	  not	  the	  case.	  RNA	  has	  been	  shown	  to	  take	  part	  in	  every	  

phase	  outlined	  in	  the	  central	  dogma	  and	  is	  critical	  for	  the	  function	  of	  living	  

organisms.	  From	  the	  initial	  task	  of	  DNA	  replication,	  RNA	  is	  required	  as	  a	  primer	  in	  

lagging	  strand	  synthesis	  and	  telomere	  replication.	  Following	  the	  flow	  of	  the	  central	  

dogma,	  DNA	  is	  then	  read	  by	  RNA	  polymerase	  in	  order	  to	  produce	  a	  messenger	  RNA	  

(mRNA)	  capable	  of	  transferring	  the	  information	  encoded	  in	  the	  DNA.	  It	  is	  this	  mRNA	  

product	  that	  enters	  the	  final	  stage	  in	  the	  central	  dogma.	  The	  stage	  of	  translation	  

occurs	  when	  the	  initiation	  complex	  composed	  of	  the	  small	  ribosomal	  subunit	  along	  

with	  other	  protein	  factors	  bind	  to	  mRNA.	  The	  result	  is	  the	  initial	  stage	  of	  protein	  

synthesis,	  which	  is	  conducted	  by	  the	  ribosome	  (~2/3	  RNA),	  mRNA	  and	  transfer	  

RNA	  (tRNA)	  in	  addition	  to	  many	  other	  cofactors.	  	  
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	   It	  is	  in	  the	  translation	  phase	  of	  the	  central	  dogma	  where	  it	  becomes	  evident	  

how	  diverse	  RNA	  is	  in	  its	  function.	  The	  mRNA	  template	  is	  rich	  in	  information	  

contained	  in	  a	  linear	  sequence	  while	  the	  globular	  tRNA	  and	  ribosome	  perform	  

functions	  dependent	  on	  specific	  three-‐dimensional	  shapes.	  The	  transfer	  of	  

information	  from	  a	  linear	  sequence	  is	  an	  easy	  concept	  to	  understand.	  Nucleotide	  

bases	  are	  arranged	  so	  that	  the	  order	  of	  sequence	  rather	  than	  conformation	  dictates	  

function.	  Alternatively,	  if	  the	  RNA	  is	  capable	  of	  forming	  a	  functional	  three	  

dimensional	  conformation,	  then	  its	  function	  is	  to	  fold	  and	  perform	  chemistry.	  	  	  

	  

The	  composition	  and	  structure	  of	  RNA	  

	   RNA	  like	  DNA	  is	  composed	  of	  nucleotide	  bases	  attached	  to	  sugar-‐phosphate	  

moieties.	  Nucleotide	  bases	  are	  planar	  and	  capable	  of	  hydrogen	  bonding	  as	  well	  as	  

stacking	  in	  solution	  thus	  creating	  favorable	  interactions	  between	  residues.	  These	  

favorable	  interactions	  are	  countered	  by	  the	  phosphate	  groups,	  which	  bear	  a	  

negative	  charge	  imparting	  an	  unfavorable	  interaction	  between	  residues.	  While	  DNA	  

is	  primarily	  composed	  of	  two	  strands,	  RNA	  is	  typically	  single	  stranded.	  In	  solution	  

RNA	  can	  fold	  back	  onto	  itself	  transitioning	  from	  a	  linear	  single	  stranded	  molecule	  

(here	  referred	  to	  as	  the	  unfolded	  state	  or	  U-‐state)	  to	  a	  partially	  folded	  ensemble	  

containing	  secondary	  structure	  (here	  referred	  to	  as	  the	  intermediate	  state	  or	  I-‐

state).	  The	  I-‐state	  of	  RNA	  is	  not	  typically	  well	  defined.	  Due	  to	  a	  lack	  of	  structural	  

information	  the	  I-‐state	  is	  rather	  enigmatic.	  Intermediate	  states	  are	  composed	  of	  a	  

dynamic	  ensemble	  of	  structures	  where	  tertiary	  interactions	  (as	  defined	  by	  Tinoco	  et	  

al.)	  are	  transiently	  formed.	  (Kwok	  et	  al.	  2006)	  	  
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	   Under	  the	  appropriate	  solution	  conditions	  the	  transient	  interactions	  in	  the	  I-‐

state	  become	  favored	  in	  the	  ensemble,	  this	  biases	  the	  folding	  landscape	  toward	  the	  

native	  state	  (N-‐state)	  (Figure	  1-‐1).	  It	  is	  either	  this	  folded	  three	  dimensional	  

structure	  or	  the	  switching	  between	  the	  N	  and	  I-‐states	  that	  gives	  rise	  to	  function	  of	  

structured	  RNA.	  (Winkler	  et	  al.	  2002;	  Cate	  et	  al.	  1997)	  

Figure	  1-‐1	  

	  

Figure	  1-‐1.	  General	  folding	  pathway	  of	  an	  RNA.	  The	  unfolded	  (U)	  state	  composed	  of	  
covalently	  linked	  nucleotides	  (left)	  forms	  secondary	  structure	  during	  folding	  to	  the	  
intermediate	  (I)	  state	  (center,	  image	  modified	  from	  SAXS	  structure	  from	  Leipply	  et	  
al.	  Biochemistry	  2011).	  The	  structurally	  heterogeneous	  I-‐state	  can	  then	  fold	  to	  form	  
the	  native	  (N)	  state	  with	  stable	  tertiary	  interactions	  (right,	  PDB	  ID:	  1Y26).	  	  
	  

	   This	  work	  will	  focus	  on	  RNA	  folding,	  the	  structural	  rearrangement	  from	  the	  I	  

to	  N-‐state.	  This	  has	  been	  a	  productive	  area	  of	  research	  in	  recent	  years	  with	  many	  

new	  insights	  challenging	  previous	  dogma	  centered	  on	  structural	  characteristics	  of	  

the	  N-‐state.	  The	  typical	  understanding	  of	  RNA	  folding	  involves	  the	  “collapse”	  of	  a	  

dynamic	  structure	  composed	  of	  highly	  stable	  secondary	  structure	  elements	  into	  a	  

compact	  globule	  that	  then	  “folds”	  to	  form	  stable	  tertiary	  interactions.	  (Moghaddam	  

et	  al.	  2009)	  Insights	  contesting	  the	  generality	  of	  this	  concept	  were	  proposed	  when	  a	  

domain	  of	  the	  Tetrahymena	  group	  I	  	  ribozyme	  was	  shown	  to	  undergo	  secondary	  
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structural	  rearrangements	  upon	  folding.	  (Wu	  et	  al.	  1998;	  Zheng	  et	  al.	  2001)	  These	  

findings	  challenged	  the	  concept	  of	  a	  “stable”	  RNA	  platform	  upon	  which	  tertiary	  

interactions	  formed	  and	  suggested	  that	  the	  energy	  gained	  from	  tertiary	  interactions	  

may	  be	  able	  to	  bias	  RNA	  secondary	  structure.	  From	  these	  findings	  it	  is	  clear	  that	  

properties	  of	  both	  the	  N	  and	  I-‐state	  should	  be	  of	  concern	  to	  those	  studying	  RNA	  

folding	  today.	  	  

	   The	  once	  simple	  concept	  of	  the	  I-‐state	  has	  continued	  to	  become	  more	  

complex.	  For	  instance,	  rather	  than	  possessing	  only	  secondary	  structure,	  transient	  

tertiary	  interactions	  can	  be	  found	  within	  the	  I-‐state	  ensemble.	  (Weeks	  et	  al.	  

1996)(Kwok	  et	  al.	  2006)	  Folding	  is	  facilitated	  by	  multiple	  tertiary	  interactions	  

forming	  cooperatively.	  The	  coupling	  of	  tertiary	  interactions	  helps	  guide	  the	  RNA	  to	  

the	  appropriate	  folded	  structure,	  the	  N-‐state.	  (Behrouzi	  et	  al.	  2012)	  (Leipply	  et	  al.	  

2011)	  Recent	  work	  has	  even	  challenged	  the	  dynamic	  properties	  of	  the	  I-‐state,	  with	  a	  

new	  model	  suggesting	  that	  the	  “dynamic	  structure”	  of	  the	  I-‐state	  is	  not	  nearly	  as	  

dynamic	  as	  once	  expected.	  (Roh	  et	  al.	  2011)	  Rather,	  in	  low	  salt	  conditions	  the	  I-‐state	  

more	  closely	  resembles	  a	  stiff	  rod	  as	  opposed	  to	  a	  flimsy	  coil	  while	  the	  N-‐state	  is	  

more	  dynamic	  than	  previously	  expected.	  By	  increasing	  the	  number	  of	  populated	  

states	  through	  local	  fluctuations,	  the	  N-‐state	  can	  compensate	  for	  the	  entropic	  cost	  of	  

folding.	  Taken	  together	  these	  findings	  show	  the	  importance	  of	  understanding	  the	  

properties	  of	  both	  the	  I	  and	  N-‐state.	  	  
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RNA-‐ion	  interactions	  	  

	   RNAs	  with	  the	  ability	  to	  adopt	  tertiary	  structure	  typically	  do	  so	  in	  vivo.	  	  This	  

is	  due	  to	  a	  multitude	  of	  interactions	  involving	  cosolvents	  (e.g.	  riboswitches)	  as	  well	  

as	  appropriate	  temperature	  conditions	  (e.g.	  temperature	  sensors).	  	  Many	  of	  the	  

factors	  that	  determine	  RNA	  stability	  in	  vivo	  have	  already	  been	  discovered	  including,	  

cations,	  structural	  proteins,	  crowding,	  osmolytes	  and	  small	  ligands.	  (Tang	  et	  al.	  

1989;	  Kilburn	  et	  al.	  2010;	  Lambert	  et	  al.	  2006;	  Grohman	  et	  al.	  2013;	  Winkler	  et	  al.	  

2002)	  There	  is	  a	  great	  deal	  of	  evidence	  in	  the	  field	  suggesting	  that	  these	  factors	  act	  

upon	  the	  I-‐state	  of	  RNA	  in	  some	  fashion.	  (Adilakshmi	  et	  al.	  2008;	  Kilburn	  et	  al.	  2013;	  

Grilley	  et	  al.	  2006;	  Leipply	  et	  al.	  2010)	  These	  studies	  reinforce	  the	  fact	  that	  any	  

thorough	  investigation	  of	  RNA	  folding	  should	  account	  for	  RNA	  cosolvent	  

interactions	  with	  both	  the	  N	  and	  I-‐state	  of	  RNA.	  (Lambert	  et	  al.	  2012)	  

	   As	  a	  first	  step	  in	  understanding	  how	  salts	  stabilize	  RNA	  tertiary	  structure,	  a	  

discussion	  of	  how	  salts	  interact	  in	  solution	  is	  necessary.	  From	  the	  perspective	  of	  a	  

single	  anion	  in	  a	  dilute	  solution	  of	  a	  monovalent	  salt	  (e.g.	  NaCl),	  the	  free	  energy	  for	  

“pushing”	  anions	  away	  is	  equal	  to	  the	  free	  energy	  of	  “pulling”	  cations	  closer	  in	  

proximity.	  This	  results	  in	  an	  accumulation	  of	  cations	  and	  an	  equal	  depletion	  of	  

anions	  from	  the	  vicinity	  of	  the	  central	  anion.	  This	  is	  not	  the	  case	  for	  polyelectrolytes	  

such	  as	  DNA	  and	  RNA.	  Rather	  than	  having	  a	  large	  distance	  between	  anions	  in	  

solution,	  such	  as	  in	  a	  dilute	  solution	  of	  NaCl,	  DNA	  and	  RNA	  covalently	  link	  

nucleotide	  bases	  through	  phosophodiester	  bonds	  causing	  the	  electrostatic	  fields	  of	  

the	  phosphate	  groups	  to	  overlap.	  Under	  moderate	  salt	  conditions,	  the	  average	  

distance	  between	  Na+	  and	  Cl-‐	  ions	  will	  be	  greater	  than	  the	  distance	  between	  
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phosphate	  groups.	  Under	  these	  conditions,	  the	  free	  energy	  gained	  by	  accumulating	  

excess	  cations	  in	  the	  vicinity	  of	  a	  polynucleotide	  is	  much	  greater	  than	  the	  free	  

energy	  gained	  from	  excluding	  anions.	  The	  result	  is	  a	  large	  excess	  of	  cations	  and	  a	  

slight	  depletion	  of	  anions	  in	  the	  vicinity	  of	  the	  polynucleotide,	  referred	  to	  as	  the	  

polyelectrolyte	  effect.	  Previous	  reports	  have	  confirmed	  the	  existence	  of	  the	  

polyelectrolyte	  effect.	  (Strauss	  et	  al.	  1967)	  (Bai	  et	  al.	  2007)	  Yet,	  a	  theory	  capable	  of	  

predicting	  the	  free	  energy	  of	  ion	  interactions	  with	  a	  polyelectrolyte	  has	  not	  been	  

universally	  accepted.	  	  

	   In	  an	  attempt	  to	  understand	  and	  predict	  the	  interactions	  of	  ions	  with	  

polynucleotides,	  three	  main	  theories	  (counterion	  condensation	  (CC),	  ion	  correlation	  

(IC)	  and	  non-‐linear	  Piosson-‐Boltzmann	  (NLPB))	  have	  been	  proposed,	  each	  

possessing	  strengths	  and	  limitations.	  Historically,	  the	  most	  popular	  of	  these	  theories	  

is	  CC	  theory.	  This	  theory	  was	  derived	  by	  Manning	  in	  1969	  as	  a	  means	  of	  calculating	  

the	  number	  of	  ions	  associated	  per	  charge	  of	  the	  polyelectrolyte.	  (Manning,	  1969)	  	  

One	  draw	  back	  to	  this	  theory	  is	  the	  requirement	  of	  a	  uniform	  spacing	  between	  

charges	  of	  the	  polyelectrolyte.	  For	  DNA	  in	  a	  low	  concentration	  of	  monovalent	  salt,	  

the	  approximation	  of	  uniform	  charge	  separation	  holds	  rather	  well	  allowing	  

researchers	  to	  accurately	  calculate	  the	  number	  of	  excess	  cations	  and	  depleted	  

anions.	  A	  major	  draw	  back	  of	  this	  theory	  is	  the	  inability	  to	  capture	  the	  electrostatic	  

complexities	  of	  RNA.	  Structured	  RNAs	  form	  pseudoknots	  which	  posses	  highly	  

irregular	  charge	  spacing.	  This	  makes	  the	  application	  of	  condensation	  theory	  to	  RNA	  

folding	  very	  difficult	  to	  capture.	  	  
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	   The	  packing	  of	  helices	  adjacent	  to	  one	  another	  is	  a	  common	  theme	  of	  

structured	  RNAs.	  	  A	  major	  question	  in	  the	  RNA	  folding	  field	  concerns	  the	  driving	  

forces	  that	  govern	  the	  packing	  of	  adjacent	  helices.	  Given	  the	  large	  electrostatic	  

potential	  that	  is	  generated	  by	  arranging	  RNA	  helices	  in	  close	  proximity,	  electrostatic	  

compensation	  is	  undoubtedly	  a	  major	  contributing	  factor	  to	  stability.	  Exactly	  how	  

counterions	  drive	  folding	  to	  the	  native	  state	  is	  still	  not	  well	  understood.	  IC	  theory	  

proposes	  that	  the	  mobile	  network	  of	  ions	  around	  nucleic	  acids	  undergo	  correlated	  

fluctuations	  in	  solution	  creating	  a	  double	  layer	  effect.	  	  (Rouzina	  et	  al.	  1996)	  Nucleic	  

acid	  helices	  in	  solution	  pack	  due	  to	  attraction	  between	  condensed	  counterions	  of	  

one	  helix	  interacting	  with	  correlated	  condensed	  ions	  on	  another	  helix.	  It	  has	  been	  

proposed	  that	  upon	  annealing	  of	  helices,	  docking	  is	  stabilized	  through	  delocalization	  

of	  the	  ion	  atmosphere.	  (Murthy	  et	  al.	  2000)	  Despite	  the	  rigorous	  derivations,	  

evidence	  supporting	  these	  theories	  is	  rather	  limited.	  For	  instance,	  IC	  theory	  is	  

unable	  to	  account	  for	  why	  DNA	  only	  aggregates	  under	  high	  salt	  conditions.	  SAXS	  

conducted	  on	  short	  tethered	  DNA	  strands	  (proposed	  to	  mimic	  the	  I-‐state	  of	  RNA)	  

provided	  no	  evidence	  of	  compaction	  (also	  known	  as	  collapse)	  in	  the	  presence	  of	  

both	  mono	  and	  divalent	  cations.	  (Bai	  et	  al.	  2005)	  In	  addition,	  mutation	  of	  a	  tertiary	  

interaction	  involved	  in	  a	  parallel	  helix	  packing	  motif,	  maintains	  an	  extended	  

structure	  upon	  titration	  of	  Mg2+.	  (Leipply	  et	  al.	  2011)	  These	  reports	  show	  a	  

significant	  dependence	  on	  base	  pairing	  in	  RNA	  structures	  rather	  than	  relying	  solely	  

on	  forces	  generated	  by	  counterions.	  For	  these	  reasons	  IC	  theory	  is	  not	  believed	  to	  be	  

a	  major	  contributing	  factor	  in	  RNA	  folding.	  
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	   Of	  the	  three	  theories	  mentioned	  for	  describing	  ion	  interactions	  with	  

polyelectrolytes,	  NLPB	  is	  reasonable	  at	  predicting	  RNA-‐ion	  interactions.	  NLPB	  

calculations	  attempt	  to	  determine	  the	  electrostatic	  potential	  at	  a	  location	  within	  a	  

given	  distance	  from	  the	  polynucleotide.	  The	  potential	  can	  then	  be	  related	  to	  the	  

excess	  and	  depletion	  of	  cations	  and	  anions	  respectively.	  NLPB	  was	  shown	  to	  concur	  

with	  CC	  theory	  calculations	  at	  low	  monovalent	  salt	  concentrations	  for	  a	  model	  DNA	  

cylinder.	  (Anderson	  et	  al.	  1980)	  NLPB	  calculations	  are	  also	  robust,	  allowing	  for	  

irregular	  charge	  separation	  of	  the	  macromolecule.	  (Misra	  et	  al.	  2000)	  Despite	  these	  

benefits,	  NLPB	  is	  limited	  by	  inherent	  misrepresentations	  in	  the	  calculations	  (e.g.	  

implicit	  solvent,	  uniform	  dielectric	  constant).	  By	  treating	  counterions	  as	  a	  point	  

charges,	  the	  calculation	  is	  unable	  to	  account	  for	  the	  important	  molecular	  detail	  of	  a	  

hydrated	  ion	  of	  finite	  volume.	  	  Despite	  these	  shortcomings,	  NLPB	  is	  capable	  of	  

predicting	  the	  number	  of	  excess	  Mg2+	  ions	  for	  both	  the	  N	  and	  I-‐state	  of	  an	  RNA.	  

These	  calculations	  have	  been	  shown	  to	  underestimate	  excess	  Mg2+	  by	  30%	  of	  the	  

actual	  value.	  (Soto	  et	  al.	  2007)	  Further	  algorithm	  development	  has	  imparted	  an	  

increased	  amount	  of	  molecular	  detail	  by	  providing	  a	  distance	  cutoff	  from	  the	  RNA	  to	  

the	  counterion,	  thus	  implying	  the	  radius	  of	  a	  counterion.	  (Chu	  et	  al.	  2007)	  From	  

NLPB	  theory	  also	  explains	  the	  origin	  of	  stability	  imparted	  to	  RNA	  by	  Mg2+	  is	  believed	  

to	  derive	  from	  an	  increase	  in	  entropy,	  where	  approximately	  two	  monovalent	  ions	  

are	  released	  into	  the	  bulk	  solution	  upon	  accumulation	  of	  a	  single	  excess	  Mg2+	  ion.	  

This	  entropic	  origin	  of	  Mg2+	  induced	  stability	  has	  been	  confirmed	  through	  single	  

molecule	  studies.	  (Fiore	  et	  al.	  2012)	  	  Despite	  its	  limitations	  (Bai	  et	  al.	  2007),	  NLPB	  is	  
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capable	  of	  providing	  qualitative	  and	  a	  semi-‐quantitative	  understanding	  of	  RNA-‐ion	  

interactions.	  	  

	   Mg2+	  is	  especially	  proficient	  at	  stabilizing	  the	  N-‐state	  despite	  significant	  

interactions	  with	  the	  I-‐state	  (Schreier	  et	  al.	  1974;	  Lynch	  et	  al.	  1974;	  Stein	  et	  al.	  

1976)	  (Grilley	  et	  al.	  2006)	  One	  of	  the	  more	  challenging	  tasks	  of	  understanding	  RNA	  

folding	  consists	  of	  accounting	  for	  the	  various	  forms	  of	  RNA-‐Mg2+	  interactions	  in	  each	  

state.	  Cations	  can	  form	  long-‐range	  interactions	  with	  RNA	  while	  remaining	  fully	  

hydrated	  in	  their	  primary	  solvation	  layer.	  Cations	  are	  also	  mobile	  in	  the	  vicinity	  of	  

RNA,	  therefore	  they	  are	  referred	  to	  as	  “diffuse”.	  (Draper,	  2004)	  Previous	  theoretical	  

and	  experimental	  work	  has	  shown	  that	  diffuse	  ions	  account	  for	  most	  of	  the	  RNA	  

stability	  induced	  by	  counterions.	  (Misra	  et	  al.	  2000;	  Leipply	  et	  al.	  2011)	  	  As	  an	  ion	  

approaches	  the	  surface	  of	  an	  RNA	  it	  is	  possible	  to	  shed	  a	  single	  water	  molecule	  and	  

initiate	  direct	  contact	  with	  the	  RNA	  surface	  or	  contacts	  can	  be	  mediated	  via	  water	  

molecules;	  the	  term	  “water-‐positioned”	  is	  given	  to	  these	  two	  interactions.	  Currently	  

there	  are	  no	  accounts	  of	  experiments	  resolving	  the	  difference	  in	  energetics	  between	  

diffuse	  and	  water-‐positioned	  ions.	  A	  large-‐scale	  simulation	  has	  shown	  that	  water-‐

positioned	  Mg2+	  may	  be	  coupled	  to	  RNA	  dynamics.	  (Hayes	  et	  al.	  2012)	  	  More	  work	  is	  

required	  in	  this	  field	  in	  order	  to	  resolve	  the	  importance	  of	  water	  positioned	  ions.	  
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Figure	  1-‐2	  

	  

Figure	  1-‐2.	  Various	  forms	  of	  RNA-‐cation	  interactions.	  (Draper,	  2004)	  Small	  green	  
spheres	  represent	  Mg2+	  ions,	  large	  red	  spheres	  with	  grey	  spheres	  attached	  
represent	  water	  molecules,	  and	  red	  spheres	  attached	  by	  black	  lines	  represent	  
phosphate	  groups	  of	  the	  RNA.	  This	  figure	  depicts	  a	  range	  of	  potential	  ion	  
interactions	  with	  RNA.	  At	  the	  far	  left	  of	  the	  figure,	  diffuse	  ions	  remain	  fully	  hydrated	  
and	  mobile.	  The	  center	  image	  shows	  water-‐positioned	  ions	  residing	  on	  the	  surface	  
of	  RNA.	  At	  the	  far	  right	  of	  the	  figure	  an	  image	  representing	  a	  chelated	  Mg2+	  ion	  is	  
shown.	  	  
	  
	  
	   In	  addition	  to	  cations	  that	  reside	  on	  the	  surface	  of	  RNA,	  particular	  folds	  crate	  

areas	  of	  high	  negative	  potential	  enabling	  cations	  to	  localize	  within	  solvent-‐

inaccessible	  pockets.	  In	  some	  cases	  these	  cavities	  are	  large	  and	  can	  accommodate	  

specific	  monovalent	  ions.	  (Lambert	  et	  al.	  2010)	  In	  other	  cases	  the	  large	  negative	  

electrpostatic	  potential	  makes	  it	  possible	  replace	  two	  inner	  sphere	  water	  molecules	  

of	  a	  high	  charge	  density	  counterion	  (e.g.	  Mg2+)	  with	  two	  contacts	  from	  the	  RNA.	  Ions	  

found	  in	  these	  environments	  are	  referred	  to	  in	  this	  thesis	  as	  “chelated”.	  (Pyle,	  2002;	  

Draper,	  2004)	  

	   Contrary	  to	  popular	  belief	  chelated	  ions	  are	  fairly	  rare	  in	  nature.	  To	  create	  a	  

chelation	  site,	  RNA	  must	  bring	  phosphate	  groups	  into	  very	  close	  proximity	  resulting	  
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in	  a	  negative	  potential	  of	  ~100	  kcal/mol.	  (Misra	  et	  al.	  2001)	  Given	  the	  energy	  

required	  to	  form	  this	  site	  as	  well	  as	  partially	  dehydrate	  a	  Mg2+	  ion,	  the	  total	  energy	  

gained	  upon	  chelating	  Mg2+	  is	  not	  extraordinarily	  large.	  Leipply	  et	  al.	  have	  shown	  

that	  for	  a	  small	  rRNA	  fragment,	  the	  free	  energy	  gained	  from	  chelating	  a	  single	  Mg2+	  

is	  ~10%	  of	  the	  total	  ∆GRNA-‐Mg2+	  under	  physiologically	  relevant	  conditions.	  (Leipply	  et	  

al.	  2011)	  Despite	  the	  rather	  small	  contribution	  to	  the	  stability	  of	  the	  native	  state,	  

chelated	  Mg2+	  ions	  are	  important	  for	  enabling	  otherwise	  conformationally	  

inaccessible	  folds.	  In	  some	  cases	  RNA	  will	  not	  fold	  to	  a	  functional	  structure	  in	  the	  

absence	  of	  a	  properly	  coordinated/occupied	  chelation	  site.	  (Rangan	  et	  al.	  2003)	  

Such	  reports	  have	  lead	  to	  the	  speculation	  that	  Mg2+	  chelation	  sites	  are	  merely	  a	  

means	  of	  increasing	  the	  structural	  diversity	  of	  RNA	  rather	  than	  increasing	  the	  

stability	  of	  a	  particular	  fold.	  (Draper	  et	  al.	  2008)	  

	  

Types	  of	  ions	  associated	  with	  RNA	  

	   The	  cytoplasm	  is	  a	  highly	  concentrated	  electrolyte	  solution.	  Negatively	  

charged	  phosphate	  groups	  of	  DNA	  and	  RNA	  pack	  together	  to	  create	  a	  crowded	  

environment.	  Given	  this,	  the	  cell	  must	  compensate	  for	  all	  of	  the	  negative	  charges	  

associated	  with	  the	  phosphate	  groups	  of	  DNA,	  RNA,	  and	  free	  anions	  

(phosphonucleotides	  and	  amino	  acids).	  In	  E.	  coli.,	  the	  total	  phosphate	  concentration	  

from	  nucleic	  acids	  is	  approximately	  1	  molar.	  (Record	  et	  al.	  1998)	  As	  a	  result,	  cations	  

are	  found	  in	  at	  least	  equal	  concentration	  and	  may	  even	  exceed	  this	  value	  if	  the	  

concentration	  of	  free	  glutamate	  rises.	  Within	  the	  cell,	  K+	  and	  Mg2+	  carry	  out	  most	  of	  

the	  anionic	  charge	  compensation,	  although	  nucleic	  acid	  binding	  proteins	  account	  for	  
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a	  significant	  fraction	  of	  charge	  neutralization	  as	  well.	  The	  effect	  of	  K+	  and	  Mg2+	  on	  

RNA	  stability	  has	  been	  well	  studied	  (Shiman	  et	  al.	  2000;	  Buchman,	  1997;	  Stein	  et	  al.	  

1976)	  and	  has	  resulted	  in	  the	  elucidation	  of	  general	  principles	  governing	  RNA	  

folding.	  (Draper	  et	  al.	  2008)	  Yet	  the	  RNA	  folding	  problem	  is	  far	  from	  solved.	  	  

	   In	  addition	  to	  the	  cations	  K+	  and	  Mg2+,	  polyamines	  can	  be	  found	  in	  

substantial	  concentrations	  in	  vivo.	  (Tabor	  et	  al.	  1984)	  These	  molecules	  are	  organic	  

polyvalent	  cations	  that	  are	  involved	  in	  a	  number	  of	  biological	  processes.	  The	  three	  

most	  prevalent	  polyamines	  in	  biological	  systems	  are	  spermine4+,	  spermidine3+	  and	  

putrescine2+,	  although	  the	  abundance	  and	  presence	  of	  each	  of	  these	  ions	  varies	  

depending	  on	  the	  requirement	  of	  the	  organism.	  For	  instance,	  spermine4+	  is	  found	  in	  

very	  high	  concentration	  in	  sperm	  cells	  due	  to	  its	  function	  in	  DNA	  packaging,	  while	  B.	  

subtilis	  contains	  only	  spermidine3+	  under	  some	  growth	  conditions.	  (Woolridge	  et	  al.	  

1997)	  Generally,	  eukaryotes	  have	  a	  low	  concentration	  of	  putrescine2+	  and	  moderate	  

concentrations	  of	  spermidine3+	  and	  spermine4+	  while	  prokaryotes	  typically	  have	  a	  

higher	  of	  concentration	  putrescine2+	  than	  spermidine3+	  and	  lack	  spermine4+.	  	  

	   The	  biosynthetic	  pathway	  for	  generating	  polyamines	  in	  vivo	  is	  fairly	  similar	  

between	  prokaryotes	  and	  eukaryotes.	  Putrescine2+	  is	  required	  to	  synthesize	  both	  

spermidine3+	  and	  spermine4+.	  Putrescine2+	  can	  be	  synthesized	  through	  two	  separate	  

pathways	  using	  either	  ornithine	  decarboxylase	  or	  arginine	  decarboxylase	  (the	  

ornithine	  decarboxylase	  pathway	  is	  much	  more	  prevalent	  in	  nature).	  Using	  

putrescine2+	  as	  a	  substrate,	  spermidine	  synthase	  is	  capable	  of	  producing	  

spermidine3+	  which	  can	  then	  feed	  into	  the	  spermine4+	  pathway	  using	  spermine4+	  

synthase.	  (Tabor	  et	  al.	  1984)	  Knock	  out	  mutations	  in	  E.	  coli	  of	  ornithine	  
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decarboxylase	  (speC)	  or	  arginine	  decarboxylase	  (speA)	  creates	  a	  requirement	  for	  

putrescine2+	  or	  spermidine3+	  to	  grow	  at	  a	  normal	  rate	  or	  under	  anaerobic	  

conditions.	  (Tabor	  et	  al.	  1976)	  	  The	  viability	  of	  these	  mutant	  cells	  grown	  in	  the	  

absence	  of	  putrescine2+	  or	  spermidine3+	  is	  due	  to	  an	  alternative	  biosynthetic	  

pathway	  for	  producing	  spermidine3+	  via	  a	  cadaverine2+	  intermediate.	  (Tabor	  et	  al.	  

1976)	  In	  eukaryotes,	  polyamine	  synthesis	  is	  induced	  by	  many	  stimuli.	  (Tabor	  et	  al.	  

1984)	  Increases	  in	  polyamine	  concentration	  have	  been	  correlated	  with	  increased	  

replication,	  transcription	  and	  translation.	  Given	  their	  cross	  species-‐abundance	  and	  

requirement	  for	  vitality,	  polyamines	  are	  a	  necessity	  for	  basic	  life	  processes.	  	  

	   For	  many	  years	  researchers	  have	  probed	  the	  interactions	  between	  

polyamines	  and	  RNA	  in	  order	  to	  gain	  insight	  into	  the	  fundamental	  role	  of	  these	  

cations.	  Early	  studies	  mainly	  focused	  on	  tRNA	  interactions	  with	  polyamines	  and	  

lead	  to	  some	  well	  established	  findings.	  Binding	  studies	  of	  polyamines	  with	  tRNA	  

showed	  that	  binding	  affinity	  followed	  a	  trend	  of	  valence	  where	  spermine4+	  >	  

spermidine3+	  >	  putrescine2+.	  (Sakai	  et	  al.	  1975;	  Heerschap	  et	  al.	  1985)	  These	  initial	  

studies	  lead	  researchers	  to	  question	  how	  these	  cations	  interact	  with	  RNA.	  Research	  

began	  to	  focus	  on	  the	  structural	  nature	  of	  polyamine	  interactions	  with	  RNA	  and	  lead	  

to	  the	  crystallization	  of	  tRNA	  in	  the	  presence	  of	  spermine4+.	  (Quigley	  et	  al.	  1978)	  	  

Other	  independent	  studies	  resolved	  spermine4+	  binding	  to	  tRNA-‐phe	  at	  atomic	  

resolution	  as	  well.	  (Westhof	  et	  al.	  1986;	  Dewan	  et	  al.	  1985)	  	  Although	  these	  tRNA	  

structures	  posses	  the	  same	  fold,	  spermine4+	  was	  found	  to	  bind	  in	  a	  different	  location	  

on	  tRNA-‐phe	  in	  the	  Westhof	  structure	  (helix	  adjacent	  to	  anticodon	  loop)	  than	  tRNA-‐
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phe	  from	  the	  Dewan	  structure	  (helix	  adjacent	  to	  acceptor	  stem).	  These	  findings	  

Figure	  1.3	  

	  

Figure	   1-‐3.	   Structures	   of	   amines	   interacting	   with	   RNA.	   A)	   Structure	   of	   tRNA-‐phe	  
(sticks)	  with	  spermine4+	  (space	  fill)	  bound	  within	  the	  major	  groove	  (PDB	  ID:	  1TN1).	  
B)	   Structure	   of	   tRNA-‐phe	   (sticks)	  with	   spermine4+	   (space	   fill)	   bound	   in	   the	  major	  
groove	  adjacent	   to	   the	   acceptor	   stem	   (PDB	   ID:	  2TRA).	  C)	   Structure	  of	   the	  parallel	  
polyA	   duplex	   (magenta	   and	   cyan	   sticks)	   with	   bound	   NH4+	   (green	   spheres).	   D)	   A	  
single	   base	   pair	   of	   the	   parallel	   polyA	   duplex	   with	   NH4+	   bound.	   NH4+	   ions	   bridge	  
phosphate	  and	  N1	  of	  adenine.	  
	  

showed	  that	  although	  spermine4+	  is	  localized	  in	  both	  structures,	  binding	  specificity	  

is	  most	  likely	  restricted	  to	  the	  major	  groove	  with	  nonspecific	  hydrophobic	  
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interactions	  playing	  a	  significant	  role.	  Solution	  studies	  probing	  spermine4+	  binding	  

to	  tRNA-‐phe	  found	  additional	  binding	  sites	  around	  the	  TΨC	  and	  D-‐loops.	  (Frydman	  

et	  al.	  1996)	  The	  conclusion	  from	  the	  compilation	  of	  these	  reports	  is	  that	  spermine4+	  

and	  other	  polyamines	  bind	  nonspecifically	  to	  tRNA	  despite	  being	  important	  to	  many	  

biological	  processes.	  

	   Although	  tRNA	  does	  not	  show	  any	  specific	  binding	  site	  for	  spermine4+	  or	  

other	  polyamines,	  it	  is	  clear	  that	  amines	  are	  highly	  proficient	  at	  stabilizing	  RNA	  

tertiary	  structure.	  In	  the	  case	  of	  monovalent	  ions,	  RNA	  is	  particularly	  stable	  in	  the	  

presence	  of	  NH4+	  relative	  to	  the	  group	  I	  monovalent	  ions	  K+	  and	  Na+.	  For	  instance,	  

the	  58mer	  rRNA	  fragment,	  (an	  RNA	  known	  to	  specifically	  chelate	  K+)	  has	  been	  

shown	  to	  adopt	  a	  native	  like	  structure	  in	  presence	  of	  1.6M	  NH4+	  and	  absence	  of	  

divalent	  ions	  where	  the	  equivalent	  concentration	  of	  K+	  does	  not	  induce	  folding.	  

(Bukhman	  et	  al.	  1997)	  A	  recent	  report	  shows	  that	  a	  parallel	  polyA	  duplex	  (first	  

proposed	  by	  Rich	  et	  al.	  in	  1961)	  was	  shown	  to	  be	  stable	  at	  neutral	  pH	  in	  the	  

presence	  of	  high	  concentrations	  of	  NH4+	  (the	  parallel	  duplex	  does	  not	  form	  in	  the	  

presence	  of	  Na+	  at	  neutral	  pH	  although	  it	  does	  form	  at	  pH	  4	  in	  Na+).	  (Safaee	  et	  al.	  

2013;	  Rich	  et	  al.	  1961)	  Stabilization	  of	  this	  fold	  is	  rationalized	  by	  the	  atomic	  

resolution	  structure	  that	  depicts	  an	  ammonium	  ion	  bridging	  the	  interaction	  of	  a	  

phosphate	  oxygen	  with	  N1	  in	  the	  adenine	  ring.	  	  

	   All	  of	  the	  data	  showing	  a	  stable	  structure	  induced	  solely	  by	  NH4+	  has	  been	  

gathered	  under	  extreme	  conditions	  with	  NH4+	  concentrations	  equal	  to	  or	  exceeding	  

1.6M.	  (Bukhman	  et	  al.	  1997;	  Koculi	  et	  al.	  2004;	  Safaee	  et	  al.	  2013)	  Although	  there	  

are	  no	  experiments	  reporting	  on	  the	  matter,	  the	  electrostatics	  and	  hydration	  of	  RNA	  
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in	  the	  presence	  of	  NH4+	  may	  be	  altered	  relative	  to	  other	  monovalent	  salts	  at	  the	  

same	  concentration.	  (Draper,	  2013)	  	   	  

	   In	  mixed	  electrolyte	  solutions	  containing	  Mg2+,	  moderate	  concentrations	  of	  

NH4+	  have	  been	  shown	  to	  stabilize	  the	  native	  state	  of	  a	  58mer	  rRNA	  fragment	  to	  

relatively	  the	  same	  extent	  as	  K+.	  (Shiman	  et	  al.	  2000;	  Wang	  et	  al.	  1993)	  These	  data	  

suggest	  that	  NH4+	  may	  interact	  with	  a	  specific	  binding	  site,	  presumably	  the	  K+	  

chelation	  site.	  In	  addition,	  the	  L-‐box	  riboswitch	  has	  been	  shown	  to	  specifically	  bind	  

L-‐lysine.	  (Seganov	  et	  al.	  2008)	  Although	  this	  ligand	  has	  a	  carboxylate	  functional	  

group	  within	  its	  structure,	  the	  saturated	  aliphatic	  diamine	  portion	  is	  structurally	  

homologous	  to	  cadaverine2+	  (a	  by-‐product	  of	  L-‐lysine	  metabolism).	  These	  structures	  

provide	  insight	  into	  how	  RNA	  can	  specifically	  bind	  an	  ammonium	  ion/polyamine.	  	  

	   After	  reviewing	  the	  field	  of	  polyamine	  nucleic	  acid	  studies	  the	  work	  

presented	  here	  will	  focus	  on	  and	  articulate	  the	  findings	  of	  studies	  conducted	  with	  

the	  following	  criteria	  i)	  data	  must	  be	  generated	  with	  a	  large	  excess	  of	  monovalent	  

ions	  over	  polyamines.	  ii)	  Solutions	  must	  be	  buffered	  at	  a	  pH	  that	  ensures	  the	  vast	  

majority	  of	  amines	  are	  protonated	  in	  solution.	  iii)	  Polyamine	  concentrations	  should	  

be	  kept	  low	  enough	  to	  prevent	  aggregation	  of	  RNA.	  Using	  these	  criteria	  to	  filter	  the	  

literature	  very	  few	  articles	  remain	  regarding	  RNA	  polyamine	  interactions.	  One	  

article	  of	  exceptional	  quality	  is	  that	  of	  Frydman	  et	  al.	  which	  looks	  at	  the	  interaction	  

of	  the	  polyamines	  spermine4+,	  spermidine3+	  and	  putrescine2+	  with	  tRNA.	  (Frydman	  

et	  al.	  1992)	  These	  researchers	  set	  out	  to	  observe	  the	  T1	  relaxation	  times	  of	  15N	  

labeled	  polyamines	  in	  the	  absence	  and	  presence	  of	  tRNA.	  Their	  results	  showed	  that	  

the	  T1	  relaxation	  times	  for	  both	  the	  primary	  and	  secondary	  amines	  of	  spermine4+	  
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and	  spermidine3+	  decreased	  in	  the	  presence	  of	  tRNA.	  T1	  times	  for	  these	  amines	  also	  

showed	  a	  temperature	  dependence	  where	  the	  natural	  log	  of	  T1	  decreased	  with	  the	  

inverse	  of	  absolute	  temperature.	  Contrary	  to	  these	  findings	  15N	  labeled	  putrescine2+	  

did	  not	  have	  altered	  tumbling	  times	  in	  the	  presence	  of	  tRNA.	  From	  these	  results	  

Frydman	  et	  al.	  proposed	  that	  spermine4+	  and	  spermidine3+	  are	  hydrogen	  bonding	  to	  

the	  tRNA	  (in	  addition	  to	  electrostatic	  interactions)	  while	  putrescine2+	  does	  not	  make	  

direct	  contacts	  with	  the	  RNA	  surface.	  The	  conclusion	  drawn	  from	  this	  study	  is	  that	  

putrescine2+	  interacts	  with	  tRNA	  primarily	  through	  diffuse	  electrostatic	  

interactions.	  Since	  there	  have	  not	  been	  any	  reports	  of	  specific	  binding	  sites	  on	  

nucleic	  acids	  for	  putrescine2+,	  we	  will	  conclude	  that	  interactions	  involving	  

putrescine2+	  and	  RNA	  are	  predominantly	  diffuse	  and	  electrostatic	  in	  nature.	  

	  

The	  osmotic	  stress	  response	  and	  RNA	  folding	   	   	  

	   Although	  cations	  balance	  the	  charge	  of	  anionic	  components,	  they	  are	  also	  

responsible	  for	  providing	  a	  quick	  response	  to	  osmotic	  stress.	  As	  the	  osmolarity	  of	  

the	  external	  environment	  increases,	  so	  does	  the	  turgor	  pressure	  imposed	  on	  the	  cell	  

membrane.	  Without	  any	  adjustment,	  the	  cell	  will	  either	  contract	  or	  expand	  

depending	  on	  whether	  the	  medium	  is	  hypertonic	  or	  hypotonic	  respectively.	  To	  

prevent	  this,	  E.	  coli	  tunes	  the	  concentration	  of	  solutes	  in	  the	  cytoplasm	  to	  an	  

appropriate	  osmolarity.	  The	  initial	  phase	  of	  this	  adjustment	  involves	  the	  uptake	  or	  

release	  of	  cations.	  The	  two	  main	  cations	  implicated	  in	  this	  response	  are	  K+	  and	  

putrescine2+.	  The	  concentrations	  of	  these	  cations	  change	  in	  an	  anti-‐correlated	  

fashion	  so	  as	  to	  maintain	  electroneutrality	  while	  adjusting	  turgor	  pressure	  
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(Spermidine3+	  concentrations	  also	  change	  during	  this	  process	  but	  to	  a	  much	  lesser	  

extent.).	  (Cayley	  et	  al.	  1989;	  Capp	  et	  al.	  1998)	  After	  approximately	  30	  minutes	  the	  

ion	  concentrations	  in	  the	  cell	  return	  to	  a	  normal	  range	  due	  to	  synthesis	  or	  import	  of	  

neutral	  Osmolytes.	  These	  changes	  in	  the	  cation	  content	  of	  the	  cell	  may	  have	  a	  

dramatic	  effect	  on	  the	  stability	  of	  RNA	  in	  vivo.	  

	  

	   	  

RNA	  Folding	  interpreted	  through	  the	  preferential	  interaction	  formalism	  

	   The	  majority	  of	  RNA	  folding	  studies	  have	  been	  conducted	  by	  titrating	  a	  salt	  

into	  an	  RNA	  containing	  solution	  while	  monitoring	  the	  fraction	  of	  folded	  RNA	  or	  the	  

temperature	  at	  which	  a	  phase	  transition	  is	  50%	  complete.	  	  Although	  these	  studies	  

can	  be	  very	  useful,	  misinterpretation	  of	  these	  data	  has	  lead	  to	  a	  flawed	  

understanding	  of	  the	  mechanism	  by	  which	  counterions	  stabilize	  the	  N-‐state.	  	  The	  

Schimmel	  lab	  was	  one	  of	  the	  first	  groups	  to	  fit	  Mg2+	  titration	  data	  using	  the	  Hill	  

equation.	  (Lynch	  et	  al.	  1974;	  Schreier	  et	  al.	  1975)	  Although	  this	  group	  was	  cautious	  

about	  the	  interpretation	  of	  the	  fitted	  parameters	  (the	  Hill	  coefficient),	  other	  groups	  

quickly	  adopted	  the	  Hill	  equation	  for	  similar	  analyses	  and	  interpreted	  the	  Hill	  

coefficient	  as	  the	  number	  of	  Mg2+	  ions	  bound	  to	  the	  native	  structure.	  Two	  important	  

aspects	  to	  consider	  is	  that	  i)	  use	  of	  the	  Hill	  equation	  disregards	  the	  long	  range	  

nature	  of	  cation-‐RNA	  interactions	  and	  ii)	  assumes	  that	  cations	  interact	  exclusively	  

with	  the	  native	  state	  (Figure	  1-‐4).	  Work	  being	  conducted	  concurrently	  with	  these	  

folding	  studies	  was	  showing	  that	  ions	  have	  a	  strong	  interaction	  with	  the	  nucleic	  

acids	  lacking	  tertiary	  interactions,	  supporting	  the	  notion	  that	  electrostatic	  
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interactions	  with	  the	  I-‐state	  are	  an	  important	  consideration.	  (Manning,	  1972;	  

Braunlin	  et	  al.	  1981,	  1982,	  1984)	  This	  evidence	  proved	  that	  a	  site	  binding	  formalism	  

is	  not	  adequate	  for	  interpretation	  of	  ions	  interacting	  with	  nucleic	  acids,	  and	  that	  a	  

new	  approach	  is	  needed.	  	  

	   Rather	  than	  interpreting	  ion	  induced	  RNA	  folding	  as	  a	  “binding”	  event,	  a	  

more	  general	  view	  can	  be	  assembled	  that	  does	  not	  suffer	  from	  false	  molecular	  

interpretation.	  The	  foundation	  of	  this	  scheme	  can	  be	  visualized	  as	  a	  thermodynamic	  

cycle	  (Figure	  1-‐4).	  Horizontal	  arrows	  represent	  standard	  state	  folding	  free	  energies.	  

As	  shown	  here,	  this	  is	  the	  difference	  in	  free	  energy	  between	  the	  N	  and	  I-‐states	  of	  an	  

RNA	  under	  a	  given	  set	  of	  conditions.	  Alternatively	  this	  is	  conceived	  as	  the	  natural	  

log	  of	  the	  ratio	  of	  concentrations	  for	  the	  N	  and	  I-‐states.	  This	  interpretation	  defines	  

the	  conditions	  of	  the	  standard	  state	  and	  allows	  one	  to	  relate	  the	  ratio	  of	  

concentrations	  to	  the	  ratio	  of	  the	  activity	  coefficients	  (equation	  1-‐1).	  	  

	   	   	   	   	   	   	   	   (1-‐1)	   	  

	   	   	   	   	   	  

To	  relate	  the	  horizontal	  arrows	  in	  Figure	  (1-‐4),	  the	  free	  energies	  of	  Mg2+	  interaction	  

with	  the	  N	  and	  I-‐state	  (∆GI-‐Mg2+	  and	  ∆GN-‐Mg2+)	  must	  be	  determined.	  	  These	  elusive	  

values	  correspond	  to	  the	  vertical	  arrows	  in	  the	  thermodynamic	  cycle	  of	  Figure	  1-‐4.	  	  	  

	   It	  is	  clear	  that	  Mg2+	  stabilizes	  the	  N-‐state	  of	  RNA	  to	  a	  much	  greater	  degree	  

than	  K+	  does,	  but	  a	  molecular	  description	  of	  the	  events	  leading	  to	  this	  increased	  

stability	  has	  not	  yet	  been	  provided.	  Linkage	  analysis	  incorporates	  a	  general	  

framework	  upon	  which	  both	  specific	  and	  non-‐specific	  interactions	  can	  be	  
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Figure	  1-‐4	  

	  

Figure	  1-‐4.	  Thermodynamic	  cycle	   for	  the	  folding	  of	  an	  RNA	  upon	  addition	  of	  Mg2+.	  
RNA	   folding	   is	   depicted	   with	   horizontal	   double	   arrows	   while	   Mg2+	   interaction	   is	  
shown	   with	   vertical	   double	   arrows.	   Folding	   scheme	   corresponding	   to	   a	   binding	  
formalism	  is	  shown	  with	  the	  grey	  diagonal	  arrow.	  RNA	  is	  represented	  as	  a	  neutral	  
salt	   with	   K+	   ions	   shown	   as	   purple	   spheres	   and	   Mg2+	   ions	   represented	   as	   green	  
spheres.	  Chemical	  potential	  of	  the	  RNA	  decreases	  as	  Mg2+	  is	  added	  to	  the	  system.	  
	  

	   Visualization	  of	  the	  preferential	  interaction	  coefficient	  can	  be	  obtained	  by	  

conducting	  a	  simple	  thought	  experiment.	  In	  this	  experiment	  equilibrium	  dialysis	  of	  a	  

polyelectrolyte	  is	  conducted	  for	  two	  sets	  of	  conditions.	  The	  experiment	  begins	  in	  a	  

beaker	  containing	  a	  large	  amount	  of	  liquid	  (Figure	  1-‐5).	  Within	  this	  beaker	  resides	  a	  

dilute	  aqueous	  electrolyte	  solution	  of	  KCl	  and	  a	  dialysis	  bag.	  The	  dialysis	  bag	  is	  

semi-‐permeable,	  only	  allowing	  water	  and	  small	  ions	  to	  pass	  freely	  from	  one	  side	  to	  

the	  other.	  At	  the	  initial	  stage	  of	  the	  experiment,	  both	  the	  chemical	  potentials	  and	  

concentrations	  of	  H2O	  and	  KCl	  are	  equal	  on	  both	  sides	  of	  the	  dialysis	  bag.	  A	  10mer	  

RNA	  is	  then	  added	  to	  the	  inside	  of	  the	  dialysis	  bag.	  It	  is	  important	  to	  note	  that	  the	  

RNA	  is	  added	  into	  solution	  as	  a	  neutral	  K+	  salt.	  After	  allowing	  the	  system	  to	  reach	  
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equilibrium,	  the	  chemical	  potential	  of	  each	  component	  in	  solution	  is	  the	  same	  on	  

both	  sides	  of	  the	  membrane.	  The	  result	  is	  an	  excess	  of	  K+	  ions	  and	  a	  deficiency	  of	  Cl-‐	  

ions	  inside	  of	  the	  dialysis	  bag	  (note	  that	  electroneutrality	  is	  maintained	  on	  both	  

sides	  of	  the	  dialysis	  membrane).	  It	  is	  the	  excess	  and	  deficiency	  of	  ions	  that	  provides	  

the	  conceptual	  framework	  of	  the	  preferential	  interaction	  coefficient.	  	  The	  difference	  

in	  the	  concentration	  of	  solute	  particles	  on	  the	  inside	  vs	  outside	  of	  the	  dialysis	  bag	  

relative	  to	  the	  concentration	  of	  RNA	  is	  equivalent	  to	  the	  preferential	  interaction	  

coefficient	  for	  that	  solute	  particle	  (equation	  1-‐3).	  In	  the	  experiment	  conceptualized	  

here	  there	  is	  an	  excess	  of	  9	  K+	  ions	  (ΓK+	  =	  9	  )	  and	  a	  depletion	  of	  1	  Cl-‐	  ion	  (ΓCl-‐	  =	  -‐1	  ).	  

Note	  that	  the	  chelated	  K+	  ion	  in	  figure	  1-‐5	  is	  merely	  one	  of	  nine	  ions	  in	  the	  

preferential	  interaction	  coefficient.	  There	  is	  no	  distinction	  between	  the	  types	  of	  

interactions	  being	  made	  by	  solutes	  with	  this	  formalism.	  	  

	   In	  the	  next	  phase	  of	  the	  experiment	  MgCl2	  is	  added	  to	  the	  beaker	  and	  the	  

system	  is	  allowed	  to	  reach	  equilibrium.	  The	  result	  is	  a	  greater	  concentration	  of	  Mg2+	  

inside	  the	  dialysis	  bag	  relative	  to	  the	  outside	  of	  the	  bag.	  From	  this	  the	  preferential	  

interaction	  coefficient	  of	  Mg2+	  can	  be	  calculated	  from	  equation	  (1-‐3).	  	  

� ⇥
�

Cin �Cout

CRNA

⇥

	   	   	   	   	   	   	   	   	   (1-‐3)	  

As	  depicted,	  there	  is	  a	  net	  release	  of	  K+	  from	  the	  inside	  of	  the	  dialysis	  bag	  upon	  

addition	  of	  Mg2+.	  For	  each	  Mg2+	  ion	  pair	  that	  enters	  the	  dialysis	  bag	  two	  K+	  ions	  

move	  across	  the	  membrane	  thus	  maintaining	  electroneutrality.	  As	  a	  result	  the	  

preferential	  interaction	  coefficient	  profile	  can	  be	  equated	  to	  the	  charge	  of	  the	  

nucleic	  acid	  through	  equation	  (1-‐4).	  
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|Z| = 2�Mg2+ + �K+ � �Cl�	   	   	   	   	   	   	   (1-‐4)	  

	  This	  exchange	  process	  is	  favorable	  due	  to	  the	  reduced	  entropic	  penalty	  for	  

localizing	  one	  (Mg2+)	  ion	  in	  the	  ion	  atmosphere	  as	  opposed	  to	  two	  	  (K+)	  ions.	  This	  is	  

the	  basis	  for	  increased	  stabilization	  of	  RNA	  by	  ions	  of	  higher	  valency.	  

	  

Figure	  1-‐5	  

	  

Figure	  1-‐5.	  Schematic	  of	  an	  equilibrium	  dialysis	  experiment.	  Each	  beaker	  represents	  
a	   different	   phase	   of	   the	   experiment.	   The	   dashed	   circle	   inside	   of	   the	   beakers	  
represents	   a	   dialysis	   membrane	   where	   ions	   (K+	   (purple),	   Cl-‐	   (blue)	   and	   Mg2+	  
(green))	   and	   water	   molecules	   (not	   shown)	   can	   pass	   freely.	   All	   steps	   maintain	  
electroneutrality	   between	   the	   inside	   and	   outside	   of	   the	   dialysis	   membrane.	   The	  
second	   beaker	   shows	   the	   introduction	   of	   a	   10mer	   RNA•K+	   salt.	   The	   third	   beaker	  
shows	   the	   introduction	   of	   MgCl2	   to	   the	   system.	   The	   preferential	   interaction	  
coefficients	  for	  each	  ion	  in	  solution	  are	  shown	  on	  the	  bottom	  for	  each	  phase	  of	  the	  
experiment.	   Note	   that	   the	   chelated	   ions	   in	   the	   RNA	   also	   contribute	   to	   the	  
preferential	  interaction	  coefficients.	  
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	   The	  question	  still	  remains	  of	  how	  the	  excess	  Mg2+	  is	  related	  to	  the	  changes	  in	  

free	  energy	  shown	  in	  Figure	  1-‐4.	  	  It	  has	  previously	  been	  shown	  that	  integration	  of	  

the	  preferential	  interaction	  coefficient	  for	  Mg2+	  with	  respect	  to	  bulk	  Mg2+	  (CMg2+)	  is	  

approximately	  equal	  to	  the	  free	  energy	  of	  RNA-‐Mg2+	  interaction	  (equation	  1-‐5).	  

(Grilley	  et	  al.	  2006)	  	  

⇥GRNA�Mg2+ ⇥ �RT

� CMg2+

0
�Mg2+d lnCMg2+

	   	   	   	   	   (1-‐5)	  

This	  relation	  is	  only	  valid	  if	  the	  conformation	  of	  the	  macromolecule	  remains	  

constant	  over	  the	  course	  of	  the	  titration.	  As	  mentioned	  previously,	  RNA	  folding	  is	  

coupled	  to	  the	  addition	  of	  Mg2+	  causing	  the	  determination	  of	  ∆GRNA-‐Mg2+	  to	  be	  tricky.	  

Yet	  ways	  around	  this	  issue	  have	  previously	  been	  undertaken.	  Leipply	  et	  al.	  have	  

shown	  that	  by	  using	  a	  ligand	  or	  protein	  capable	  of	  folding	  RNA	  in	  the	  absence	  of	  

Mg2+	  it	  is	  possible	  to	  lock	  the	  RNA	  of	  interest	  into	  its	  N-‐state.	  (Leipply	  et	  al.	  2011)	  

Alternatively	  it	  possible	  to	  mimic	  the	  I-‐state	  by	  disrupting	  tertiary	  interactions	  

through	  mutations	  causing	  the	  RNA	  to	  stay	  extended	  even	  in	  the	  presence	  of	  Mg2+.	  

(Grilley	  et	  al.	  2006)	  

	  
	  
Outline	  of	  the	  work	  presented	  within	  this	  dissertation	  
	  
	   The	  work	  presented	  here	  will	  be	  focused	  on	  understanding	  how	  ions	  impact	  

the	  folding	  of	  RNA	  in	  vivo.	  As	  a	  first	  step,	  RNA	  stability	  in	  the	  presence	  of	  different	  

diamines	  was	  probed	  top	  determine	  the	  importance	  of	  putrescine2+	  to	  RNA	  folding.	  

In	  the	  next	  step	  we	  sought	  to	  understand	  how	  RNA	  stability	  is	  affected	  by	  the	  

presence	  of	  an	  additional	  divalent	  ion.	  With	  this	  mindset,	  experiments	  were	  
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conducted	  in	  the	  presence	  of	  K+,	  Mg2+	  and	  putrescine2+,	  the	  three	  most	  abundant	  

cations	  in	  E.	  coli.	  Further	  understanding	  of	  RNA	  folding	  in	  the	  presence	  of	  these	  

three	  cations	  was	  obtained	  by	  monitoring	  the	  excess	  Mg2+	  for	  the	  native	  and	  

intermediate	  states	  of	  a	  purine	  riboswitch	  as	  a	  function	  of	  putrescine2+	  

concentration.	  These	  studies	  show	  that	  the	  N-‐state	  possesses	  tightly	  associated	  Mg2+	  

ion(s)	  that	  do	  not	  readily	  exchange	  with	  putrescine2+.	  To	  characterize	  the	  

environment	  and	  requirement	  of	  this	  tightly	  associated	  Mg2+	  ion(s)	  a	  divalent	  ion	  

survey	  was	  conducted	  on	  both	  the	  add	  adenine	  riboswitch	  as	  well	  as	  three	  other	  

well-‐characterized	  RNAs.	   	  
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Chapter	  2:	  
	  

Comparison	  of	  Interactions	  of	  Diamine	  and	  Mg2+	  with	  RNA	  
Tertiary	  Structures:	  Similar	  versus	  Differential	  Effects	  on	  the	  

Stabilities	  of	  Diverse	  RNA	  Folds.	  
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Abstract	  

	   Cations	  play	  a	  large	  role	  in	  stabilizing	  the	  native	  state	  of	  RNA	  in	  vivo.	  In	  

addition	  to	  Mg2+,	  putrescine2+	  is	  an	  abundant	  divalent	  cation	  in	  bacterial	  cells.	  It	  is	  

not	  yet	  known	  how	  RNA	  responds	  to	  the	  presence	  of	  both	  putrescine2+	  and	  Mg2+	  

simultaneously	  interacting	  with	  an	  RNA.	  In	  this	  study	  we	  look	  at	  how	  the	  stability	  of	  

four	  structured	  RNAs	  possessing	  differing	  interactions	  with	  cations	  are	  affected	  by	  

putrescine2+	  relative	  to	  Mg2+	  and	  how	  these	  two	  cations	  together	  affect	  the	  stability	  

of	  the	  native	  state.	  Through	  the	  use	  of	  thermal	  melts	  we	  observe	  that	  (i)	  

Putrescine2+	  is	  much	  less	  effective	  than	  Mg2+	  at	  stabilizing	  RNA.	  	  (ii)	  The	  stability	  

imparted	  by	  diamines	  on	  RNA	  is	  a	  function	  of	  charge	  density	  as	  well	  as	  flexibility	  of	  

the	  counterion.	  (iii)	  When	  magnesium	  chelation	  sites	  are	  not	  present	  in	  an	  RNA,	  the	  

relative	  change	  in	  free	  energy	  in	  the	  presence	  of	  Mg2+	  upon	  addition	  of	  putrescine2+	  

is	  negative.	  The	  opposite	  result	  occurs	  for	  RNA	  containing	  magnesium	  chelation	  

sites.	  This	  supports	  the	  notion	  that	  chelation	  sites	  are	  present	  to	  expand	  the	  

structural	  diversity	  of	  RNA,	  although	  natural	  fluctuations	  in	  putrescine2+	  activity	  

may	  bias	  gene	  regulation	  through	  altered	  riboswitch	  stability.	  
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Introduction	  

	   The	  ionic	  composition	  of	  the	  cytoplasm	  plays	  a	  large	  part	  in	  dictating	  the	  

stability	  of	  native	  RNA	  structure.	  In	  addition	  to	  the	  inorganic	  ions	  found	  in	  cells	  

(predominantly	  K+	  and	  Mg2+)	  organic	  cations	  such	  as	  putrescine	  (1,4-‐

diaminobutane)	  are	  found	  in	  concentrations	  high	  enough	  to	  warrant	  attention.	  In	  

this	  work	  putrescine	  will	  be	  referred	  to	  as	  putrescine2+	  given	  its	  charged	  state	  inside	  

of	  the	  cell.	  Putrescine2+	  is	  the	  third	  most	  abundant	  cation	  in	  vivo	  with	  a	  total	  

concentration	  that	  ranges	  between	  10	  and	  60mM	  in	  E	  coli,	  depending	  on	  the	  growth	  

medium.	  (Capp	  et	  al.	  1996;	  Cayley	  et	  al.	  1989)	  These	  values	  are	  very	  significant	  

given	  that	  the	  most	  abundant	  divalent	  ion	  (Mg2+)	  in	  the	  cell	  has	  a	  total	  concentration	  

of	  ~100mM.	  (Record	  et	  al.	  1998)	  Despite	  the	  clear	  significance	  of	  understanding	  

RNA-‐putrescine2+	  interactions,	  there	  are	  relatively	  few	  studies	  focusing	  on	  this	  

subject.	  (Koculi	  	  et	  al.	  2004;	  Heerschap	  et	  al.	  1985;	  Braunlin	  et	  al.	  1982)	  

	   The	  current	  study	  seeks	  to	  understand	  the	  impact	  of	  putrescine2+	  in	  regards	  

to	  stabilizing	  RNA	  tertiary	  structure	  in	  vivo.	  Comparisons	  are	  drawn	  between	  the	  

efficacy	  of	  putrescine2+	  and	  Mg2+	  at	  stabilizing	  the	  tertiary	  structure	  of	  four	  different	  

RNAs.	  These	  four	  RNA	  molecules	  are	  intended	  to	  be	  representative	  of	  the	  diverse	  

set	  of	  RNA	  folds	  found	  within	  a	  bacterial	  cell.	  The	  results	  are	  consistent	  between	  

different	  RNA	  structures	  in	  that	  Mg2+	  stabilizes	  the	  native	  state	  of	  all	  four	  RNAs	  to	  a	  

greater	  degree	  than	  the	  equivalent	  concentration	  of	  putrescine2+.	  In	  the	  presence	  of	  

Mg2+,	  the	  change	  in	  thermal	  stability	  upon	  addition	  of	  putrescine2+	  is	  found	  to	  either	  



	   35	  

increase	  or	  decrease	  depending	  on	  the	  fold	  of	  the	  RNA.	  These	  findings	  can	  be	  

attributed	  to	  the	  inability	  of	  putrescine2+	  to	  occupy	  Mg2+	  chelation	  sites	  as	  well	  as	  a	  

difference	  in	  charge	  density	  among	  different	  divalent	  cations.	  

	  

Results	  

RNA	  Selection	  

	   To	  survey	  the	  effects	  of	  putrescine2+	  on	  the	  stability	  of	  RNA	  tertiary	  

structure,	  four	  RNAs	  that	  differ	  in	  their	  interactions	  with	  inorganic	  ions	  were	  

selected	  for	  study	  (Figures	  1	  and	  A-‐1).	  	  In	  this	  work	  ions	  interacting	  with	  RNA	  are	  

categorized	  as	  belonging	  to	  one	  of	  two	  classes.	  The	  first	  class	  of	  ions	  is	  referred	  to	  as	  

“chelated”.	  (Pyle,	  2002)	  Chelated	  ions	  are	  found	  in	  pockets	  of	  high	  negative	  

potential.	  (Cate	  et	  al.	  1997;	  Misra	  et	  al.	  2001)	  The	  hydration	  of	  a	  chelated	  ion	  must	  

be	  altered	  so	  that	  at	  least	  two	  direct	  contacts	  are	  made	  with	  the	  RNA.	  The	  second	  

class	  of	  ions	  is	  much	  more	  diverse	  than	  chelated	  ions,	  and	  will	  be	  referred	  to	  as	  

residing	  in	  the	  “ion	  atmosphere”.	  Due	  to	  the	  nature	  of	  electrostatic	  interactions,	  ions	  

within	  the	  ion	  atmosphere	  may	  stabilize	  RNA	  at	  a	  distance	  many	  Ångstroms	  from	  

the	  RNA	  surface	  or	  directly	  on	  the	  surface	  of	  the	  RNA.	  	  

	   The	  aptamer	  domain	  of	  the	  add	  adenine	  riboswitch	  (A-‐riboswitch)	  was	  

chosen	  as	  a	  model	  system	  of	  a	  structured	  RNA	  stabilized	  by	  ions	  residing	  exclusively	  

in	  the	  ion	  atmosphere.	  The	  A-‐riboswitch	  folds	  into	  its	  native	  structure	  in	  the	  

absence	  of	  divalent	  ions	  upon	  addition	  of	  adenine	  (or	  adenine	  derivatives)	  to	  the	  

solution.	  (Lemay	  et	  al.	  2006;	  Leipply	  et	  al.	  2011)	  Although	  the	  RNA	  shows	  increased	  

stability	  in	  the	  presence	  of	  Mg2+	  (Lemay	  et	  al.	  2006;	  Leipply	  et	  al.	  2010;	  Gilbert	  
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2006),	  crystallographic	  studies	  do	  not	  resolve	  any	  chelated	  Mg2+	  or	  K+	  ions	  within	  

the	  electron	  density	  map.	  (Serganov	  et	  al.	  2004)	  In	  addition,	  studies	  on	  the	  

monovalent	  ion	  dependence	  of	  A-‐riboswitch	  concluded	  that	  this	  RNA	  shows	  no	  

monovalent	  	  ion	  selectivity	  that	  might	  suggest	  K+	  chelation.	  (Lambert	  et	  al.	  2009)	  

	  

Figure	  2-‐1	  

	  
Figure	  2-‐1.	  Venn	  diagram	  of	  the	  RNA	  structures	  studied.	  Outer	  blue	  circle	  contains	  
population	   of	   RNAs	   stabilized	   by	   electrostatic	   interactions	   in	   the	   ion	   atmosphere.	  
Purple	   ellipsoid	   contains	   RNAs	   with	   K+	   chelation	   sites.	   Green	   ellipsoid	   contains	  
RNAs	  with	  Mg2+	  chelation	  Northern	  quadrant	  (Adenine	  riboswitch,	  PDB	  ID:	  1Y26),	  
Western	   quadrant	   (tetraloop	   receptor,	   PDB	   ID:2I7E),	   Southern	   quadrant	   (58mer	  
rRNA	   fragment,	   PDB	   ID:	   1HC8),	   Eastern	   quadrant	   (M-‐box	   riboswitch,	   PDB	   ID:	  
2QBZ).	  
	  

	   The	  homodimeric	  tetraloop	  receptor	  RNA	  (TLR	  RNA)	  was	  designed	  as	  a	  

mimic	  of	  one	  of	  the	  tetraloop	  receptors	  found	  in	  the	  Azoarcus	  group	  I	  intron.	  (Wang	  

et	  al.	  2010)	  This	  RNA	  is	  believed	  to	  chelate	  a	  K+	  ion	  at	  the	  tetraloop	  receptor	  -‐	  A-‐
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minor	  interface.	  This	  claim	  is	  supported	  indirectly	  through	  resolved	  electron	  

density	  of	  a	  K+	  ion	  in	  the	  crystal	  structure	  of	  the	  Tetrahymena	  group	  I	  intron	  at	  the	  

mimicked	  site	  of	  the	  TLR	  RNA.	  (Basu	  et	  al.	  1998)	  As	  a	  result	  there	  is	  a	  total	  of	  two	  

chelated	  K+	  ions	  in	  each	  tetraloop	  receptor	  structural	  unit	  (one	  K+	  per	  tertraloop	  

receptor	  motif).	  K+	  chelation	  is	  further	  supported	  by	  selective	  thermal	  stabilization	  

of	  the	  TLR	  RNA	  by	  K+	  relative	  to	  other	  group	  I	  ions.	  (Lambert	  et	  al.	  2009)	  These	  data	  

support	  the	  claim	  that	  the	  TLR	  RNA	  is	  stabilized	  by	  chelated	  K+	  in	  addition	  to	  cations	  

within	  the	  ion	  atmosphere.	  	  

	   The	  aptamer	  domain	  of	  the	  M-‐Box	  riboswitch	  (M-‐box)	  and	  a	  58mer	  rRNA	  

fragment	  (58mer)	  were	  chosen	  as	  examples	  of	  RNAs	  that	  chelate	  Mg2+.	  Structural	  

studies	  of	  the	  58mer	  RNA	  have	  concluded	  that	  both	  a	  K+	  and	  Mg2+	  are	  chelated	  in	  

close	  proximity	  within	  the	  native	  fold	  of	  the	  58mer.	  (Conn	  et	  al.	  1999;	  Conn	  et	  al.	  

2002)	  This	  RNA	  obtains	  maximum	  stability	  in	  the	  presence	  of	  K+	  relative	  to	  other	  

group	  I	  monovalent	  ions.	  (Shiman	  et	  al.	  2000)	  In	  addition	  NLPB	  calculations	  

concluded	  that	  a	  pocket	  of	  high	  negative	  potential	  on	  the	  RNA	  is	  capable	  of	  

providing	  enough	  free	  energy	  to	  partially	  dehydrate	  and	  bind	  a	  Mg2+	  ion.	  (Misra	  et	  

al.	  2001)	  The	  M-‐box	  riboswitch	  is	  similar	  to	  the	  58mer	  in	  that	  it	  too	  has	  been	  shown	  

to	  chelate	  both	  Mg2+	  and	  K+.	  The	  high	  resolution	  crystal	  structure	  of	  the	  M-‐box	  

riboswitch	  shows	  a	  densely	  packed	  core	  containing	  multiple	  cation	  chelation	  sites.	  

(Dann	  et	  al.	  2007;	  Ramesh	  et	  al.	  2011)	  	  Although	  the	  M-‐box	  has	  been	  shown	  to	  fold	  

in	  response	  to	  differing	  divalent	  ions,	  Mg2+	  is	  most	  likely	  the	  effector	  molecule	  given	  

the	  in	  vivo	  concentration	  under	  which	  it	  functions.	  (Dann	  et	  al.	  2007;	  Ramesh	  et	  al.	  

2011
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Figure	  2-‐2	  

	  

Figure	  2-‐2.	  Melting	  profiles	   of	   the	  A-‐riboswitch	   (left	   column)	   and	  TLR	  RNA	   (right	  
column)	  at	  260	  nm	  (blue)	  and	  280	  nm	  (red).	  Solid	  lines	  are	  least	  squares	  best	  fits	  of	  
sequential	   unfolding	   transitions	   using	   the	   same	   Tm	   and	   ∆H°	   parameters	   for	   both	  
wavelengths.	  The	  Tms	   given	  are	   for	   the	   first	   unfolding	   transition.	   	   Left	   column:	  A-‐
riboswitch	  under	  the	  conditions	  of	  50	  mM	  K+,	  40	  mM	  MOPS	  pH	  6.8,	  20	  µM	  DAP	  and	  
0	   mM	   divalent	   ion,	   Tm	   =	   20.7	   ˚C	   (A),	   0.05	   mM	  MgCl2,	   Tm	   =	   32.8	   ˚C	   (B),	   or	   1mM	  
putrescine2+,	  Tm	  =	  38.6	  ˚C	  (C).	  	  Right	  column:	  TLR	  RNA	  under	  the	  conditions	  of	  300	  
mM	   K+,	   40	  mM	  MOPS	   pH	   6.8,	   and	   0	  mM	   divalent	   ion,	   Tm	   	   =	   33.1˚C	   (D),	   0.1	  mM	  
MgCl2,	   36.0	   ˚C	   (E),	   or	   0.5	  mM	  putrescine2+,	   Tm	   =	   35.1	   ˚C	   (F).	   Arrows	   indicate	   the	  
tertiary	  to	  secondary	  structure	  transition	  for	  the	  TLR.	  
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Thermal	  Melt	  Analysis	  with	  Putrescine2+	  and	  Mg2+	  

	   The	  A-‐riboswitch	  and	  TLR	  RNA	  were	  analyzed	  using	  UV	  absorbance	  

monitored	  thermal	  melts.	  For	  both	  the	  A-‐riboswitch	  and	  TLR	  RNA,	  

folding/unfolding	  can	  be	  observed	  in	  the	  absence	  of	  divalent	  ions.	  This	  is	  achieved	  

by	  stabilizing	  the	  N-‐state	  with	  either	  a	  neutral	  ligand	  (2,6-‐diaminopurine)	  in	  the	  

case	  of	  the	  A-‐riboswitch	  or	  high	  monovalent	  salt	  concentration	  (300	  mM	  KCl)	  in	  the	  

case	  of	  the	  TLR	  RNA.	  For	  the	  A-‐riboswitch,	  a	  distinctive	  change	  in	  the	  UV	  signal	  at	  

260/280nm	  is	  only	  observed	  in	  the	  presence	  of	  ligand	  (2,6-‐diaminopurine).	  The	  

change	  in	  absorbance	  corresponding	  to	  loss	  of	  tertiary	  interactions	  can	  be	  shifted	  to	  

higher	  Tm	  upon	  addition	  of	  putrescine2+	  or	  Mg2+	  (Figure	  2-‐2).	  The	  TLR	  RNA	  is	  also	  

found	  to	  possess	  a	  distinct	  transition	  in	  the	  presence	  of	  putrescine	  or	  Mg2+	  and	  

moderate	  salt	  conditions.	  The	  first	  transition	  of	  the	  TLR	  RNA	  is	  hyperchromic	  at	  

260nm	  and	  hypochromic	  at	  280nm	  (Figure	  2-‐2).	  (Lambert	  et	  al.	  2009)	  	  

Figure	  2-‐3	  shows	  the	  change	  in	  RNA	  stability	  with	  varying	  divalent	  ion	  

concentration	  for	  the	  A-‐riboswitch	  and	  TLR	  RNA.	  The	  data	  were	  analyzed	  by	  

observing	  the	  change	  in	  Tm	  of	  the	  first	  melting	  transition	  (260nm	  and	  280nm,	  Figure	  

2-‐2A).	  These	  transitions	  are	  defined	  here	  as	  the	  native	  (N)	  to	  unfolded	  (I)	  transition	  

where	  “I”	  represents	  a	  partially	  unfolded	  structure	  containing	  only	  secondary	  

structure.	  Through	  implementation	  of	  the	  Van’t	  Hoff	  equation	  (eq	  2-‐3.)	  and	  Wyman	  

linkage	  it	  is	  possible	  to	  relate	  the	  change	  in	  Tm	  to	  the	  change	  in	  the	  number	  of	  ions	  

taken	  up	  in	  the	  transition	  (∆Γ)	  from	  the	  N	  to	  I-‐state	  (eq.	  2-‐1	  and	  2-‐3):	  	  
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Figure	  2-‐3	  

	  

Figure	   2-‐3.	   Relative	   stability	   of	   the	   A-‐riboswitch	   (squares)	   and	   the	   TLR	   RNA	  
(circles)	  with	  varying	  concentrations	  of	  MgCl2	  (green)	  and	  putrescine2+	  (black).	  TLR	  
RNA	  data	  was	  collected	  in	  300	  mM	  KCl	  while	  the	  A-‐riboswitch	  data	  was	  collected	  in	  
50	  mM	  KCl	  and	  20	  µM	  2,6-‐diaminopurine.	  
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where	  Γ2+	  is	  the	  excess	  ions	  interacting	  with	  a	  given	  state	  of	  an	  RNA,	  R	  is	  a	  gas	  

constant,	  T	  is	  the	  temperature	  and	  C2+	  is	  the	  concentration	  of	  divalent	  ion	  under	  

consideration.	  (Anderson	  et	  al.	  1993)	  ∆Γ2+	  varies	  over	  the	  concentration	  range	  of	  

the	  titration	  and	  reaches	  a	  maximum	  at	  the	  midpoint	  of	  the	  curve.	  Figure	  3	  shows	  a	  

clear	  difference	  in	  the	  stability	  imparted	  upon	  the	  RNAs	  when	  comparing	  

putrescine2+	  and	  Mg2+.	  Given	  that	  the	  activities	  of	  these	  two	  ions	  are	  roughly	  the	  

same	  at	  a	  given	  concentration	  (see	  Materials	  an	  Methods),	  the	  difference	  in	  the	  ∆∆G˚	  
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must	  be	  due	  to	  factors	  intrinsic	  to	  the	  counterions.	  The	  maximum	  slope,	  ∂ΔG°obs,+2	  

/∂lnC+2	  is	  roughly	  the	  same	  between	  the	  A-‐riboswitch	  and	  TLR	  RNA;	  both	  slopes	  are	  

slightly more	  negative	  with	  Mg2+	  than	  with	  putrescine2+.	  The	  fact	  that	  these	  slopes	  

are	  negative	  show	  that	  Mg2+	  and	  putrescine2+	  accumulate	  in	  greater	  excess	  around	  

the	  native	  state	  (ΓN2+)	  relative	  to	  the	  I-‐state	  (ΓI2+).	  	  

	   Another	  feature	  of	  Figure	  2-‐3	  is	  that	  the	  TLR	  RNA	  and	  A-‐riboswitch	  do	  not	  

reach	  the	  same	  maximum	  stability	  in	  putrescine2+	  as	  they	  do	  in	  Mg2+.	  The	  maximum	  

stability	  in	  the	  presence	  of	  putrescine2+	  is	  determined	  from	  the	  fit	  to	  data	  preceding	  

10	  mM	  putrescine2+	  concentration.	  Exceeding	  the	  putrescine2+	  concentration	  used	  

in	  these	  experiments	  lacks	  physical	  meaning	  due	  to	  the	  large	  excess	  of	  chloride.	  

(Grilley	  et	  al.	  2009)	  Although,	  one	  could	  argue	  that	  the	  final	  structures	  obtained	  in	  

the	  presence	  of	  putrescine2+	  may	  be	  slightly	  different	  from	  that	  obtained	  by	  Mg2+	  

(see	  discussion	  for	  more	  details).	  

Thermal	  Denaturation	  with	  Various	  Diamines	  

	   To	  better	  understand	  how	  putrescine2+	  interacts	  with	  RNA,	  several	  diamines	  

with	  different	  carbon	  linkers	  (Table	  2-‐1)	  were	  used	  to	  ask	  whether	  RNA	  stability	  

depends	  on	  either	  the	  average	  distance	  between	  amines	  or	  the	  rigidity	  of	  the	  linker.	  

It	  was	  observed	  that	  ΔΓ2+	  did	  not	  vary	  significantly	  between	  different	  diamines.	  On	  

the	  other	  hand,	  ∆∆G˚2+	  at	  a	  particular	  concentration	  of	  diamine	  did	  change	  as	  a	  

function	  of	  both	  carbon	  chain	  length	  and	  saturation.	  We	  hypothesized	  that	  the	  

relative	  change	  in	  free	  energy	  for	  a	  given	  diamine	  was	  correlated	  with	  the	  average	  

intramolecular	  distance	  between	  amine	  groups	  in	  solution.	  In	  order	  to	  test	  this	  

hypothesis	  the	  second	  pKa	  for	  each	  diamine	  was	  obtained	  (Table	  2-‐1.).	  Based	  on	  
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Coulomb’s	  law,	  the	  second	  pKa	  is	  inversely	  proportional	  to	  the	  average	  

intramolecular	  distance	  between	  amine	  groups	  in	  solution.	  	  A	  plot	  of	  ∆∆G˚	  (at	  a	  

given	  diamine	  concentration)	  vs	  the	  1st	  acid	  dissociation	  constant	  of	  the	  counterion	  

results	  in	  an	  approximately	  linear	  trend	  (Figure	  2-‐4	  B).	  	  

	  

Figure	  2-‐4	  

	  

Figure	   2-‐4.	   Stability	   of	   the	   A-‐riboswitch	   in	   the	   presence	   of	   various	   diamines,	   as	  
derived	   from	   thermal	   stability	   measurements.	  A)	   ∆∆G°obs	   of	   the	   A-‐riboswitch	   vs.	  
concentration	  of	  cadaverine	  (blue),	  putrescine2+	  (orange),	  trans-‐1,4-‐diaminobutene	  
(red),	  cis-‐1,4-‐diaminobutene	  (purple)	  and	  1,3-‐diaminopropane	  (green).	  B)	  stability	  
of	  the	  A-‐riboswitch	  at	  2	  mM	  concentration	  of	  the	  diamines	  listed	  above	  vs	  the	  first	  
acid	   dissociation	   constant	   (pKa,	   Table	   1)	   of	   the	   diamine.	   The	   slope	   of	   the	   least	  
squares	  fit	  to	  the	  saturated	  molecules	  (black	  line)	  is	  1.63	  kcal/mol	  (R=0.995).	  	  
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Table	  2-‐1	  

RNA	   divalent	  ion	   pKa	   [2+]0	  (mM)	   ∆∆G°obs,max	  (kcal/mol)	   ∆Γ	  (ions/RNA)	  
A-‐riboswitch	   Mg2+	   -‐	   0.104±	  0.006	   -‐7.3±0.15	   3.31±0.2	  
TLR	  RNA	   Putrescine2+	   9.36	  

(9.35)	  
0.87±	  0.57	   -‐6.36±0.14	   2.39±0.11	  

TLR	  RNA	   Mg2+	   -‐	   0.162±0.31	   -‐5.33±0.43	   2.06±0.3	  
A-‐riboswitch	   Putrescine2+	   9.36	  

(9.35)	  
9.80±3.21	   -‐3.88±0.99	   1.66±0.47	  

A-‐riboswitch	   Cadaverine2+	   (10.05)	   1.3±0.15	   -‐5.83±0.26	   2.16±0.17	  
A-‐riboswitch	   1,3-‐

diaminopropane	  
(8.6)	   0.42±0.2	   6.99±0.12	   2.58±0.13	  

A-‐riboswitch	   cis-‐1,4-‐
diaminobutane	  

8.78	   0.65±0.06	   -‐7.19±0.26	   2.41±0.21	  

A-‐riboswitch	   trans-‐1,4-‐
diaminobutane	  

8.93	   0.89±0.04	   -‐7.09±0.1	   2.36±0.07	  

Table	   2-‐1.	   Values	   of	   parameters	   from	   Figure	   2-‐4	   determined	   from	   fits	   of	   the	   Hill	  
equation	   along	  with	   base	   titration.	   pKa	   values	   in	   parenthesis	  were	   gathered	   from	  
literature	  sources.	  (Perrin	  et	  al.	  1972,	  1981;	  Albert,	  1963;	  Sober,	  1968;	  Serjeant	  et	  
al.	  1979;	  Dawson	  et	  al.	  1986)	  
	  
	   	  

Thermal	  stability	  in	  the	  Presence	  of	  both	  Mg2+	  and	  Putrescine:	  A-‐riboswitch	  and	  TLR	  

RNA	  

	   As	  shown	  in	  Figure	  2-‐3,	  Mg2+	  stabilizes	  the	  A-‐riboswitch	  and	  TLR	  RNA	  more	  

effectively	  than	  putrescine2+.	  Under	  in	  vivo	  conditions	  though,	  RNA	  is	  stabilized	  by	  a	  

mixture	  of	  several	  different	  counter	  ions.	  In	  order	  to	  assess	  how	  mixtures	  of	  

putrescine2+	  and	  Mg2+	  influence	  the	  stability	  of	  RNA	  we	  performed	  thermal	  

denaturation	  on	  four	  RNAs	  with	  varying	  concentrations	  of	  MgCl2	  and	  putrescine	  •	  

2HCl-‐.	  As	  required	  by	  charge	  neutrality,	  an	  excess	  of	  cations	  and	  an	  exclusion	  of	  

anions	  balance	  the	  charge	  of	  anionic	  phosphates	  on	  the	  RNA.	  Thus,	  any	  change	  in	  

ΔΓput	  results	  in	  a	  compensatory	  change	  in	  the	  excess	  of	  other	  ionic	  species	  in	  

solution	  (Equation	  2-‐2).	  	  

	  

€ 

−2ΔΓput = 2ΔΓMg 2+ + ΔΓK + − ΔΓCl − 	   	   	   	   2-‐2)	   	  	  
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Figure	  2-‐5	  

	  

Figure	  2-‐5.	   Effect	   of	   putrescine2+	   on	   the	   stability	   of	  RNAs	  without	  Mg2+	   chelation	  
sites.	  ∆∆G°obs	  for	  both	  RNAs	  was	  measured	  in	  K•MOPS	  -‐	  EDTA	  buffer	  with	  50	  mM	  K+	  
and	  0.1	  mM	  (red),	  0.2	  mM	  (blue)	  or	  0.5	  mM	  (green)	  MgCl2.	  20	  µM	  DAP	  was	  included	  
with	  the	  A-‐riboswitch.	  A)	  A-‐riboswitch;	  B)	  TLR	  RNA.	  	  
	  
	  
	  
	   Figure	  2-‐5A.	  shows	  the	  change	  in	  A-‐riboswitch	  stability	  vs.	  concentration	  of	  

putrescine2+,	  with	  the	  Mg2+	  concentration	  kept	  constant	  at	  the	  indicated	  values.	  The	  

negative	  slope	  of	  this	  curve	  indicates	  that	  there	  is	  a	  greater	  accumulation	  of	  

putrescine2+	  ions	  by	  the	  N	  state	  relative	  to	  the	  I-‐state.	  As	  the	  Mg2+	  concentration	  

increases	  from	  0.1mM	  to	  0.5mM	  the	  resulting	  change	  in	  free	  energy	  upon	  addition	  

of	  putrescine2+	  becomes	  less	  negative.	  From	  these	  data	  we	  see	  that	  uptake	  of	  

putrescine2+	  is	  opposed	  by	  increased	  MgCl2	  concentrations	  as	  expected	  on	  the	  basis	  
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of	  equation	  2-‐2.	  Although	  there	  is	  clearly	  a	  net	  uptake	  of	  putrescine2+,	  the	  resulting	  

changes	  in	  ΔΓMg2+,	  ΔΓK+	  and	  ΔΓCl-‐	  cannot	  be	  determined	  individually.	  The	  TLR	  RNA	  

also	  shows	  a	  net	  stabilization	  upon	  addition	  of	  putrescine2+	  to	  a	  MgCl2	  containing	  

buffer	  (Figure	  2-‐5B).	  	  The	  change	  in	  ∆G˚obs	  is	  qualitatively	  similar	  to	  the	  A-‐

riboswitch	  although	  the	  magnitude	  of	  ∆∆G˚obs	  is	  larger	  for	  the	  TLR	  RNA.	  

	  

Thermal	  stability	  in	  the	  Presence	  of	  both	  Mg2+	  and	  Putrescine2+:	  58mer	  and	  M-‐box	  

	   In	  melting	  studies	  of	  the	  two	  Mg2+-‐chelating	  RNAs,	  the	  58mer	  and	  M-‐box	  

riboswitch,	  no	  transition	  indicative	  of	  tertiary	  structure	  (via	  absorbance	  at	  260,	  280	  

and	  295nm)	  was	  observed	  in	  up	  to	  10	  mM	  putrescine2+	  in	  the	  absence	  of	  Mg2+.	  This	  

is	  interesting	  since	  both	  of	  these	  RNAs	  show	  tertiary	  transitions	  in	  submillimolar	  

concentrations	  of	  MgCl2	  (0.4	  mM	  for	  58mer	  and	  0.6	  mM	  	  for	  M-‐box	  riboswitch).	  In	  

contrast	  to	  the	  TLR	  RNA	  and	  A-‐riboswitch,	  the	  observed	  stability	  for	  the	  Mg2+-‐

chelating	  RNAs	  in	  the	  presence	  of	  Mg2+	  was	  shown	  to	  decrease	  with	  increasing	  

concentration	  of	  putrescine2+	  (Figure	  2-‐6,	  2-‐7).	  The	  58mer	  RNA	  shows	  almost	  no	  

effect	  of	  added	  putrescine2+	  up	  to	  2	  mM,	  and	  at	  higher	  concentrations	  is	  

destabilized.	  Although	  the	  increase	  in	  ∆G˚obs	  of	  the	  58mer	  upon	  addition	  of	  

putrescine	  is	  modest	  (0.6	  kcal/mol	  in	  10mM	  putrescine2+	  and	  1.0mM	  or	  2.0mM	  

MgCl2)	  the	  pattern	  of	  destabilization	  was	  reproduced	  over	  the	  titration	  series	  at	  

varying	  Mg2+	  concentrations	  (Figure	  2-‐7A).	  In	  addition	  the	  tertiary	  transition	  for	  

this	  RNA	  was	  not	  observed	  at	  10mM	  putrescine2+	  and	  0.5	  mM	  MgCl2.	  The	  

requirement	  for	  Mg2+	  in	  folding	  emphasizes	  the	  role	  of	  binding	  a	  specific	  divalent	  
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ion.	  	  Thus	  putrescine	  presumably	  weakens	  this	  chelation	  event	  without	  being	  able	  

to	  compete	  for	  direct	  site	  binding.	  

	   The	  M-‐box	  riboswitch	  shows	  a	  more	  dramatic	  pattern	  of	  destabilization	  with	  

increasing	   putrescine2+	   concentration	   (Figure	   2-‐6B).	   The	   tertiary	   transition	   was	  

destabilized	  by	  as	  much	  as	  1.78	  kcal/mol	  at	  1mM	  MgCl2	  (This	  does	  not	  account	  for	  

the	   conditions	   under	  which	   there	  was	   no	   observed	   tertiary	   transition.).	   It	   is	   also	  

observed	   that	   tertiary	   interactions	   (as	   reported	   by	   the	   260,	   280	   and	   295nm	  

absorbance	   signals)	   could	   be	   completely	   disrupted	   if	   a	   sufficient	   amount	   of	  

putrescine	  was	  added	  to	   the	  system;	   the	  concentration	  of	  putrescine2+	  required	  to	  

disrupt	  tertiary	  interactions	  increased	  with	  the	  concentration	  of	  MgCl2	  present.	  

	  

Discussion	  

In	  vivo	  relevance	  of	  putrescine	  to	  RNA	  folding	  

	   In	  vivo,	  the	  native	  state	  of	  RNA	  is	  stabilized	  by	  many	  different	  solution	  

components.	  The	  three	  most	  abundant	  cations	  in	  the	  cell	  (K+,	  Mg2+	  and	  putrescine2+)	  

are	  believed	  to	  play	  a	  large	  role	  in	  dictating	  the	  stability	  of	  RNA.	  It	  is	  of	  great	  

importance	  to	  understand	  how	  the	  presence	  of	  a	  particular	  cation	  influences	  both	  

the	  ∆Γ2+	  of	  	  each	  species	  as	  well	  as	  the	  change	  in	  ∆G˚obs.	  This	  information	  will	  allow	  

us	  to	  gain	  insight	  into	  the	  importance	  of	  putrescine2+	  in	  RNA	  tertiary	  structure	  

stability	  in	  vivo.	  
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Figure	  2-‐6	  

	  

 
Figure	  2-‐6.	  Melting	  profile	  of	  the	  58mer	  (left	  column)	  and	  M-‐box	  riboswitch	  (right	  
column)	  at	  260	  nm	  (blue)	  and	  280	  nm	  (red).	  Solid	  lines	  are	  global	  least	  squares	  fits	  
to	  the	  data.	   	  Right	  column:	  58mer	  RNA	  under	  the	  conditions	  of	  50	  mM	  K+,	  40	  mM	  
MOPS	  pH	  6.8	  and	  no	  divalent	  ion	  (A),	  1	  mM	  MgCl2,	  Tm	  =	  31.1	  ˚C	  (B)	  or	  1	  mM	  MgCl2	  
and	  1	  mM	  putrescine2+,	  Tm	  =	  31.9	  ˚C	  (C).	  Right	  column:	  M-‐box	  riboswitch	  RNA	  under	  
the	  conditions	  of	  50	  mM	  K+,	  40	  mM	  MOPS	  pH	  6.8,	   and	  no	  divalent	   ion	   (D),	  1	  mM	  
MgCl2,	  Tm	  =	  58.7	  ˚C	  (E),	  or	  1	  mM	  MgCl2	  and	  1	  mM	  putrescine	  2+,	  Tm	  =	  55.7	  ˚C	  (F).	  
	   	  	  

	  

	  



	   48	  

Figure	  2-‐7	  

	  

Figure	  2-‐7.	  Stability	  of	  the	  magnesium-‐chelating	  RNAs	  in	  varying	  concentrations	  of	  
putrescine2+.	  A)	  stability	  of	  the	  58mer	  rRNA	  fragment	  relative	  to	  stability	  in	  buffer	  
with	   50	  mM	  K+	   and	   0.5	  mM	   (green),	   1.0	  mM	   (blue),	   or	   2.0	  mM	   (red)	  MgCl2.	   The	  
green	  "X"	  at	  the	  top	  of	  the	  graph	  represents	  the	  concentration	  of	  putrescine2+	  (with	  
0.5	   mM	   Mg2+)	   at	   which	   the	   tertiary	   structure	   can	   no	   longer	   be	   detected	   in	   the	  
melting	  curves.	  	  B)	  stability	  of	  the	  M-‐box	  RNA	  relative	  to	  buffer	  with	  50	  mM	  K+	  and	  
0.75	  mM	  (green),	  1.0	  mM	  (blue),	  or	  2.0	  mM	  (red)	  MgCl2.	  An	  "X"	  at	  the	  top	  of	  graph	  
represents	   the	   concentration	   of	   putrescine2+	   where	   the	   tertiary	   structure	   is	   no	  
longer	  observed	  with	  0.75	  mM	  (green),	  1	  mM	  (blue),	  or	  2	  mM	  (red)	  Mg2+.	  
	  

	   Given	  that	  the	  data	  in	  the	  present	  report	  uses	  moderate	  salt	  conditions,	  the	  

results	  can	  be	  related	  to	  the	  response	  of	  RNA	  stability	  in	  vivo	  with	  changing	  

concentration	  of	  putrescine2+.	  K+	  activity	  in	  vivo	  is	  ~150	  mM.	  Under	  these	  conditions	  

the	  activity	  of	  Mg2+	  is	  ~1	  mM	  (1%	  of	  the	  total	  concentration).	  If	  Mg2+	  and	  

putrescine2+	  have	  the	  same	  fraction	  of	  active	  molecules	  in	  vivo	  then	  the	  effects	  of	  
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putrescine2+	  on	  RNA	  stability	  would	  be	  negligible.	  Given	  that	  the	  interaction	  of	  Mg2+	  

with	  RNA	  is	  very	  strong	  relative	  to	  putrescine2+	  it	  can	  be	  anticipated	  that	  

putrescine2+	  has	  a	  greater	  fraction	  of	  active	  molecules	  than	  Mg2+	  due	  to	  ion	  

exchange.	  (Braunlin	  et	  al.	  1982)	  Putrescine2+	  activity	  would	  thus	  reside	  in	  a	  

concentration	  range	  of	  a	  couple	  millimolar.	  At	  this	  activity	  putrescine2+	  interactions	  

would	  be	  fairly	  significant	  and	  could	  impose	  dramatic	  consequences	  on	  the	  stability	  

of	  some	  RNAs.	  Given	  the	  changes	  in	  ∆G˚obs	  that	  have	  been	  reported,	  it	  is	  possible	  that	  

some	  RNAs	  may	  have	  evolved	  to	  exploit	  fluctuations	  in	  putrescine2+	  concentration	  

in	  order	  to	  regulate	  cellular	  events.	  In	  particular	  the	  M-‐box	  riboswitch	  shows	  a	  

drastic	  change	  in	  stability	  upon	  addition	  of	  putrescine2+	  suggesting	  that	  polyamines	  

may	  play	  a	  role	  in	  the	  function	  of	  this	  riboswitch.	  In	  order	  to	  accurately	  quantitate	  

RNA	  stability	  in	  response	  to	  changing	  putrescine2+	  activity,	  a	  means	  of	  determining	  

the	  in	  vivo	  activity	  of	  putrescine2+	  must	  be	  worked	  out.	  	  

	   	  

Mechanisms	  of	  stability	  imparted	  by	  divalent	  ions	  

	   Electrostatic	  interactions	  have	  been	  found	  to	  be	  strong	  stabilizing	  factors	  for	  

RNA	  	  tertiary	  structure.	  (Leipply	  et	  al.	  2011)	  	  Previous	  studies	  have	  found	  that	  the	  

majority	  of	  native	  state	  stability	  arises	  from	  an	  entropic	  contribution	  from	  “diffuse”	  

Mg2+	  interactions	  in	  the	  ion	  atmosphere.	  (Misra	  et	  al.	  2000;	  Misra	  et	  al.	  2002)	  It	  is	  

likely	  that	  putrescine2+	  interacts	  with	  RNA	  in	  the	  same	  non-‐bound	  fashion.	  

(Frydman	  et	  al.	  1992)	  	  However,	  when	  comparing	  thermal	  stability	  imparted	  by	  

putrescine2+	  or	  Mg2+	  for	  the	  A-‐riboswitch	  and	  TLR	  RNA	  it	  is	  clear	  that	  Mg2+	  is	  always	  

more	  stabilizing	  to	  the	  native	  state	  than	  putrescine2+	  (Figure	  2-‐3).	  In	  addition	  the	  
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relative	  change	  in	  ∆G˚obs	  decreases	  as	  the	  amount	  of	  Mg2+	  in	  the	  reference	  state	  

increases	  (Figure	  2-‐5A).	  Given	  that	  both	  of	  these	  RNA	  molecules	  do	  not	  chelate	  Mg2+	  

it	  is	  reasonable	  to	  conclude	  that	  putrescine2+	  is	  less	  efficient	  at	  stabilizing	  the	  native	  

state	  for	  reasons	  other	  than	  competitive	  binding	  to	  chelation	  sites.	  

	   As	  a	  means	  of	  determining	  features	  that	  are	  responsible	  for	  the	  discrepancy	  

in	  tertiary	  structure	  stability	  imparted	  by	  Mg2+	  and	  putrescine2+,	  we	  conducted	  a	  

series	  of	  thermal	  melts	  on	  the	  A-‐riboswitch	  in	  the	  presence	  of	  a	  diverse	  set	  of	  

diamines	  (Figure	  2-‐4,	  Table	  2-‐1).	  The	  diamines	  used	  in	  this	  study	  vary	  from	  5	  -‐	  3	  

carbons	  in	  the	  alkyl	  linker	  and	  also	  contain	  differences	  in	  saturation.	  By	  introducing	  

these	  changes	  into	  the	  carbon	  linker	  we	  observe	  a	  distinct	  trend	  relating	  stability	  to	  

the	  linker	  length	  and	  number	  of	  rotatable	  bonds	  (Figure	  2-‐4A).	  A	  similar	  study	  has	  

been	  conducted	  on	  the	  Tetrahymena	  ribozyme	  using	  a	  series	  of	  polyamines	  with	  

varying	  charge	  and	  volume.	  (Koculi	  et	  al.	  2004)	  	  Koculi	  et	  al.	  reported	  that	  the	  

stability	  of	  	  RNA	  is	  dependent	  upon	  the	  charge	  density	  of	  the	  counterion,	  where	  

charge	  density	  is	  defined	  as	  the	  charge	  divided	  by	  the	  Van	  der	  Waals	  molecular	  

volume.	  The	  current	  work	  has	  elaborated	  on	  this	  conclusion	  by	  observing	  the	  

stability	  of	  RNA	  in	  the	  presence	  of	  diamines	  that	  vary	  not	  only	  in	  “charge	  density”	  

but	  also	  carbon	  linker	  saturation.	  In	  addition,	  the	  RNA	  used	  in	  these	  experiments	  

does	  not	  contain	  chelation	  sites	  that	  can	  make	  interpretation	  of	  data	  less	  

straightforward.	  The	  current	  study	  has	  observed	  that	  at	  a	  given	  concentration	  of	  

diamine,	  stability	  is	  correlated	  with	  the	  average	  distance	  between	  amine	  groups	  

(determined	  by	  the	  2nd	  pKa	  of	  each	  diamine).	  As	  the	  length	  of	  the	  carbon	  linker	  in	  

the	  diamine	  increases	  there	  is	  a	  decrease	  in	  the	  stability	  imparted	  upon	  the	  RNA	  
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resulting	  in	  a	  relatively	  linear	  trend	  shown	  in	  Figure	  4B.	  The	  most	  significant	  outlier	  

from	  this	  trend	  line	  is	  the	  trans-‐1,4-‐diaminobutene	  which	  has	  a	  more	  positive	  

∆∆G˚obs	  than	  would	  be	  expected	  from	  relation	  to	  the	  series.	  Since	  the	  trans	  alkene	  

linker	  forces	  the	  dimaines	  to	  be	  more	  separated	  in	  solution	  the	  divergence	  from	  the	  

linearity	  is	  due	  to	  the	  inability	  of	  the	  trans	  butene	  to	  compact	  to	  a	  higher	  charge	  

density	  in	  the	  presence	  of	  the	  RNA.	  Therefore	  counterion	  chain	  entropy	  plays	  a	  role	  

in	  the	  stabilization	  of	  RNA	  by	  diamines.	  	  

	  

Putrescine2+	  interactions	  with	  chelation	  sites	  

	   There	  is	  a	  clear	  difference	  in	  the	  change	  in	  ∆G˚obs	  of	  Mg2+	  -‐chelating	  RNAs	  and	  

non-‐chelators	  to	  the	  presence	  of	  putrescine2+	  (Figures	  2-‐5	  and	  2-‐7).	  	  Wyman	  linkage	  

would	  attribute	  this	  phenomenon	  to	  putrescine2+	  having	  a	  greater	  interaction	  with	  

the	  I-‐state	  of	  Mg2+-‐chelators.	  From	  our	  current	  understanding	  of	  electrostatics	  and	  

RNA	  folding	  it	  is	  apparent	  that	  putrescine2+	  favors	  more	  compact	  states	  of	  RNA	  in	  

both	  chelating	  and	  non-‐chelating	  RNA	  systems.	  (Koculi	  et	  al.	  2004)	  	  	  This	  shows	  that	  

the	  application	  of	  mass	  action	  principles	  to	  these	  systems	  are	  in	  valid.	  The	  

difference	  in	  the	  response	  of	  these	  RNAs	  to	  putrescine2+	  is	  therefore	  related	  to	  

electrostatic	  interactions	  of	  putrescine2+	  with	  Mg2+-‐chelation	  sites.	  	  	  

	   RNAs	  that	  contain	  Mg2+	  chelation	  sites	  are	  highly	  dependent	  on	  chelation	  site	  

occupancy	  for	  stability.	  (Cate	  et	  al.	  1997;	  Lambert	  et	  al.	  2009)	  These	  RNAs	  typically	  

fold	  only	  under	  extreme	  conditions	  in	  the	  absence	  of	  Mg2+	  (i.e.	  8	  m	  TMAO	  or	  1.4	  M	  

NH4+	  for	  the	  58mer)	  while	  non-‐chelators	  fold	  under	  much	  more	  moderate	  

conditions	  (i.e.	  2	  m	  TMAO	  for	  the	  A-‐riboswitch).	  (Lambert	  et	  al.	  2010;	  Bukhman	  et	  
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al.	  1997)	  	  Recent	  work	  has	  elaborated	  on	  these	  findings	  by	  showing	  that	  the	  change	  

in	  free	  energy	  for	  chelation	  site	  occupancy	  is	  a	  significant	  fraction	  of	  the	  total	  Mg2+-‐

RNA	  interaction	  free	  energy.	  (Leipply	  et	  al.	  2011)	  Given	  that	  steric	  constraints	  

prevent	  putrescine2+	  from	  replacing	  Mg2+	  in	  a	  chelation	  site	  it	  is	  clear	  that	  the	  

positive	  change	  in	  ∆G˚obs	  upon	  addition	  of	  putrescine2+	  for	  the	  Mg2+	  chelators	  is	  due	  

to	  repulsive	  electrostatic	  interactions	  rather	  than	  competitive	  binding.	  Therefore	  we	  

believe	  the	  accumulation	  of	  putrescine2+	  in	  the	  ion	  atmosphere	  increases	  the	  

screening	  of	  the	  negative	  potential	  in	  the	  chelation	  site.	  This	  results	  in	  a	  lower	  

propensity	  for	  Mg2+	  chelation.	  In	  addition	  putrescine2+	  residing	  in	  the	  ion	  

atmosphere	  has	  a	  repulsive	  interaction	  with	  cations.	  These	  interactions	  certainly	  

exist	  between	  chelated	  and	  non-‐chelated	  divalent	  ions	  and	  would	  ultimately	  result	  

in	  Mg2+	  being	  expelled	  from	  the	  chelation	  site.	  	  This	  can	  be	  contrasted	  with	  the	  TLR	  

RNA,	  which	  also	  contains	  chelated	  K+.	  	  Lambert	  et	  al.	  have	  shown	  that	  monovalent	  

ion	  chelation	  does	  provide	  a	  significant	  amount	  of	  stability	  to	  the	  N-‐state.	  (Lambert	  

et	  al.	  2009)	  Despite	  putrescine2+	  accumulation	  encouraging	  dissociation	  of	  chelated	  

K+,	  the	  stability	  of	  the	  TLR	  RNA	  increases	  upon	  addition	  of	  putrescine2+.	  This	  

increase	  in	  stability	  is	  a	  result	  of	  putrescine2+	  interactions	  with	  the	  RNA	  that	  more	  

than	  compensate	  for	  the	  change	  in	  ∆G˚obs	  upon	  K+	  dissociation	  from	  the	  chelation	  

site.	  Ultimately	  Mg2+	  chelation	  sites	  provide	  a	  larger	  fraction	  of	  stability	  to	  the	  native	  

state	  than	  K+	  chelation	  sites	  thus	  resulting	  in	  different	  responses	  to	  putrescine2+.	  	  

Recently,	  Leipply	  et	  al.	  have	  shown	  that	  a	  single	  chelation	  site	  in	  the	  58mer	  rRNA	  

fragment	  contributes	  ~10%	  of	  the	  total	  Mg2+-‐RNA	  interaction	  free	  energy	  at	  0.1	  mM	  
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putrescine,	  cis-‐1,4-‐diaminobutene	  and	  trans-‐1,4-‐diaminobutene	  were	  all	  

determined	  using	  a	  standardized	  100mM	  KOH	  solution	  at	  25˙C.	  

	  

All	  RNAs	  were	  transcribed	  using	  	  bacteriophage	  T7	  RNA	  polymerase.	  All	  RNAs	  were	  

transcribed	  from	  plasmid	  DNA	  (pLL2)	  linearized	  with	  a	  SmaI	  endonuclease.	  Each	  

RNA	  sequence	  was	  encoded	  just	  upstream	  of	  a	  T7	  promoter	  sequence	  on	  the	  

plasmid.	  Resulting	  transcription	  products	  were	  purified	  on	  a	  9-‐12%	  Poly	  acrylamide	  

gel	  (19:1).	  UV	  shadowing	  was	  used	  to	  extract	  gel	  slices	  which	  then	  underwent	  

electroelution	  in	  an	  Elutrap	  Electrophoesis	  Chamber.	  Centricon	  filter	  units	  were	  

then	  used	  to	  equilibrate	  RNA	  in	  desired	  buffer.	  	  

	  

Vapor	  Pressure	  Osmometry	  

Vapor	  Pressure	  Osmometry	  measurements	  were	  conducted	  on	  putrescine	  using	  a	  

Wescor	  VAPRO	  5520	  (Logan,	  UT)	  at	  ambient	  temperature.	  Measurements	  were	  

done	  in	  triplicate	  and	  repeated	  5	  times	  with	  fresh	  stocks.	  Data	  was	  fit	  to	  a	  second	  

order	  polynomial	  using	  Kaliedagraph	  (Figure	  A-‐2).	  

	  

UV	  Melting	  

Thermal	  denaturation	  was	  carried	  out	  with	  a	  Cary	  400	  spectrophotometer	  equipped	  

with	  a	  6x6	  thermostatically	  controlled	  cuvette	  holder	  or	  an	  Aviv	  14DS	  5x1	  

thermostatically	  controlled	  cuvette	  holder.	  Each	  instrument	  was	  able	  to	  reproduce	  

the	  results	  of	  the	  other	  within	  error.	  Hysteresis	  was	  not	  observed	  in	  any	  

experiments.	  This	  was	  monitored	  by	  observing	  the	  UV	  absorbance	  at	  260nm,	  
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280nm	  and	  295nm.	  The	  temperature	  schedule	  for	  the	  experiments	  was	  as	  follows:	  

Heat	  from	  room	  temperature	  to	  65°C,	  Hold	  at	  65°C	  for	  5	  minutes,	  cool	  to	  10-‐2°C,	  

followed	  by	  heating	  to	  95°C.	  The	  rate	  of	  change	  for	  the	  temperature	  varied	  from	  

0.5°C/min	  to	  0.66°C/min	  in	  the	  second	  and	  third	  stages.	  Absorbance	  data	  was	  

plotted	  as	  the	  derivative	  of	  absorbance	  with	  respect	  to	  temperature.	  The	  program	  

Global	  Melt	  Fit	  was	  used	  to	  fit	  all	  resulting	  data.	  Simultaneous	  fitting	  of	  260nm	  and	  

280nm	  were	  used	  to	  extract	  values	  for	  both	  Tm	  and	  ΔH°.	  All	  enthalpies	  reporting	  on	  

the	  3˚	  -‐>	  2˚	  transition	  fit	  within	  7%	  error	  of	  one	  another	  when	  allowed	  to	  float	  

during	  boot	  strap	  fit.	  Enthalpies	  were	  then	  fixed	  at	  the	  average	  value	  obtained	  from	  

all	  floating	  fits.	  A	  sample	  plot	  of	  the	  M-‐Box	  riboswitch	  is	  shown	  in	  figure	  2B.	  Error	  in	  

fitted	  parameters	  was	  determined	  using	  a	  boot	  strap	  method.	  Folding	  free	  energies	  

at	  temperature	  T0	  were	  calculated	  from	  Tm	  by	  the	  formula:	  

	  

ΔΔG°	  (T0)	  =	  ΔH°	  (T0)	  (1/Tm	  –	  1/T0)	  	  	   2-‐3)	  

	  

Slopes	  of	  the	  ΔΔG°	  v	  [+2]	  were	  determined	  using	  Kaliedagraph.	  	  
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Chapter	  3:	  
	  

Measurement	  of	  ion	  exchange	  for	  three	  states	  of	  a	  purine	  

riboswitch.	  

	  

Abstract	  

	   Electrostatic	  compensation	  of	  negative	  charges	  is	  essential	  to	  both	  folding	  

and	  function	  of	  RNA.	  Theory	  and	  experiment	  have	  been	  able	  to	  describe	  how	  

monovalent	  and	  divalent	  ions	  mutually	  associate	  with	  polyelectrolytes.	  Although	  

this	  is	  a	  great	  stepping-‐stone,	  RNA	  folding	  as	  it	  occurs	  in	  vivo,	  includes	  the	  

association	  of	  numerous	  types	  of	  ions.	  This	  requires	  that	  different	  varieties	  of	  

divalent	  ions	  interact	  with	  RNA	  simultaneously.	  To	  gain	  further	  insight	  into	  the	  

electrostatic	  interactions	  of	  cations	  and	  RNA,	  we	  performed	  experiments	  equivalent	  

to	  equilibrium	  dialysis	  on	  three	  distinct	  states	  of	  the	  add	  adenine	  riboswitch.	  These	  

experiments	  contained	  Mg2+	  and	  putrescine2+	  as	  well	  as	  a	  large	  excess	  of	  K+	  (similar	  

to	  the	  ionic	  conditions	  in	  E.	  coli).	  From	  these	  experiments	  we	  see	  that	  the	  

competition	  between	  Mg2+	  and	  putrescine2+	  differs	  between	  the	  three	  states	  of	  the	  

A-‐riboswitch.	  These	  results	  are	  directly	  related	  to	  the	  energetics	  of	  folding	  as	  well	  as	  

the	  organization	  of	  the	  ion	  atmosphere	  for	  each	  state	  of	  the	  RNA.	  
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	  	  Introduction	  

	   The	  intracellular	  environment	  is	  in	  a	  constant	  state	  of	  flux.	  During	  the	  initial	  

phase	  of	  osmotic	  stress	  response	  in	  E.	  coli,	  the	  concentrations	  of	  putrescine2+	  (put2+)	  

and	  K+	  change	  in	  an	  anticorrelated	  fashion.	  (Capp	  et	  al.	  1996;	  Cayley	  et	  al.	  1989)	  

This	  process	  allows	  the	  cell	  to	  maintain	  turgor	  pressure	  and	  volume	  while	  

preserving	  electroneutrality.	  (Record	  et	  al.	  1998)	  During	  these	  changes	  the	  total	  

concentrations	  of	  the	  first	  and	  third	  most	  abundant	  cations	  (K+	  and	  put2+	  

respectively)	  change	  drastically	  (~1.0-‐0.25M	  and	  0.06-‐0.01M	  respectively)	  in	  an	  

anti-‐correlated	  fashion	  while	  Mg2+	  (the	  second	  most	  abundant	  cation)	  is	  believed	  to	  

remain	  at	  a	  constant	  concentration	  of	  ~0.1M.	  (Record	  et	  al.	  1998)	  These	  changes	  

can	  have	  a	  significant	  effect	  on	  the	  stability	  of	  RNA	  due	  to	  competition	  between	  ions	  

for	  interaction	  with	  RNA.	  (Trachman	  et	  al.	  2013)	  	  

	   The	  mobile	  network	  of	  ions	  residing	  around	  an	  RNA,	  known	  as	  the	  ion	  

atmosphere,	  is	  a	  highly	  dynamic	  and	  enigmatic	  environment.	  Unlike	  DNA,	  RNA	  

possesses	  complex	  folds	  that	  create	  a	  non-‐uniform	  electrostatic	  potential.	  As	  a	  

result,	  cations	  are	  distributed	  in	  an	  irregular	  fashion	  around	  RNA.	  To	  gain	  further	  

insight	  into	  the	  relationship	  between	  RNA	  structure	  and	  cation	  accumulation,	  both	  

theoretical	  and	  experimental	  studies	  have	  previously	  been	  conducted.	  (Misra	  et	  al.	  

2001;	  Soto	  et	  al.	  2007;	  Grilley	  et	  al.	  2007)	  In	  one	  of	  these	  studies	  it	  has	  been	  shown	  

that	  a	  theoretical	  model	  comes	  within	  ~30%	  agreement	  of	  experimental	  data	  when	  

considering	  the	  interactions	  of	  K+	  and	  Mg2+	  with	  both	  the	  N	  and	  I-‐state	  of	  RNA.	  (Soto	  

et	  al.	  2007)	  The	  30%	  discrepancy	  is	  due	  to	  the	  simplifying	  assumptions	  that	  are	  

inherent	  to	  the	  NLPB	  calculations	  (e.g.	  implicit	  solvent,	  no	  discrete	  ions).	  	  This	  is	  
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troubling	  given	  that	  the	  discrepancies	  between	  electrostatic	  theory	  and	  

experimental	  observation	  will	  most	  likely	  worsen	  as	  we	  try	  to	  recapitulate	  the	  

intercellular	  environment.	  In	  vivo,	  RNA	  is	  capable	  of	  interacting	  with	  a	  multitude	  of	  

diverse	  cations.	  (Record	  et	  al.	  1998)	  With	  this	  in	  mind,	  we	  have	  sought	  to	  gain	  

further	  insight	  into	  how	  the	  three	  most	  prevalent	  cations	  in	  E.	  coli	  (K+,	  Mg2+,	  and	  

put2+)	  mutually	  interact	  with	  RNA.	  	  

	   Using	  a	  method	  analogous	  to	  equilibrium	  dialysis	  we	  have	  quantified	  the	  

excess	  Mg2+	  ions	  interacting	  with	  the	  native	  (N),	  intermediate	  (I),	  and	  partially	  

folded	  ensemble	  (En)	  states	  of	  the	  add	  adenine	  riboswitch	  (A-‐riboswitch)	  with	  

varying	  concentrations	  of	  put2+.	  From	  these	  experiments	  we	  are	  able	  to	  observe	  the	  

free	  energy	  of	  RNA-‐Mg2+	  interaction	  between	  the	  N	  and	  I-‐states.	  These	  results	  show	  

that	  put2+	  has	  a	  larger	  impact	  on	  the	  interaction	  free	  energy	  of	  Mg2+	  with	  the	  I-‐state	  

than	  the	  N-‐state.	  This	  difference	  is	  a	  direct	  result	  of	  how	  the	  ion	  atmosphere	  of	  these	  

two	  states	  organize	  to	  accommodate	  put2+	  and	  Mg2+.	  	  	  

	   	  

Background	  

	   Polyelectrolytes	  such	  as	  RNA	  maintain	  charge	  neutrality	  through	  an	  

accumulation	  of	  excess	  cations	  and	  a	  depletion	  of	  anions	  in	  the	  vicinity	  of	  the	  

macromolecule.	  These	  principles	  are	  readily	  captured	  in	  an	  equilibrium	  dialysis	  

experiment.	  In	  such	  an	  experiment	  a	  polyanionic	  molecule	  such	  as	  RNA	  or	  DNA	  is	  

localized	  inside	  a	  container	  with	  semi-‐permeable	  walls	  (dialysis	  bag).	  The	  

polyelectrolyte	  containing	  dialysis	  bag	  is	  placed	  in	  a	  solution	  and	  allowed	  to	  reach	  

equilibrium	  whereby	  the	  chemical	  potential	  of	  the	  individual	  components	  is	  the	  
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	   The	  linkage	  between	  ion	  exchange	  and	  changes	  in	  folding	  free	  energy	  is	  not	  

new	  to	  the	  RNA	  folding	  field.	  One	  of	  the	  main	  driving	  forces	  for	  RNA	  folding	  under	  

physiological	  conditions	  is	  the	  exchange	  process	  by	  which	  1	  Mg2+	  ion	  replaces	  ~2	  K+	  

ions	  in	  the	  ion	  atmosphere.	  (Misra	  et	  al.	  2000)	  This	  results	  in	  a	  net	  release	  of	  ions	  

and	  increase	  in	  entropy,	  thus	  decreasing	  free	  energy	  of	  the	  system.	  A	  greater	  

number	  of	  Mg2+	  ions	  accumulate	  in	  excess	  around	  the	  N-‐state	  relative	  to	  the	  I-‐state.	  

The	  result	  is	  a	  more	  negative	  free	  energy	  of	  RNA-‐	  Mg2+	  interaction	  for	  the	  N-‐state	  

(∆GN	  RNA-‐Mg2+)	  than	  the	  I-‐state	  (∆GI	  RNA-‐Mg2+).	  As	  shown	  previously	  (Grilley	  et	  al.	  

2006),	  the	  number	  of	  excess	  Mg2+	  ions	  (ΓMg2+)	  interacting	  with	  a	  given	  state	  of	  an	  

RNA	  can	  be	  related	  to	  the	  free	  energy	  of	  Mg2+-‐RNA	  interaction	  (eq	  3-‐3)	  where	  CMg2+	  

is	  the	  bulk	  concentration	  of	  Mg2+.	  

	  

	   	   3-‐3)	  

	  

By	  determining	  the	  number	  of	  excess	  ions	  interacting	  with	  each	  state	  of	  an	  RNA	  as	  

well	  as	  the	  relative	  change	  in	  folding	  free	  energy	  (∆G˚obs),	  one	  can	  compose	  a	  

thermodynamic	  cycle	  relating	  Mg2+	  excess	  and	  ion	  exchange	  to	  the	  observed	  folding	  

free	  energies	  (Figure	  1-‐4).	  

	   	  Combining	  thermodynamic	  cycles	  for	  both	  Mg2+	  and	  put2+	  addition	  generates	  

a	  thermodynamic	  cube	  (Figure	  3-‐1B).	  The	  cube	  can	  be	  decomposed	  into	  three	  

general	  processes:	  	  
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i)	  the	  	  folding	  free	  energy	  (∆G˚obs,	  represented	  on	  the	  x-‐axis).	  	  

ii)	  the	  free	  energy	  of	  Mg2+	  interacting	  with	  the	  a	  single	  state	  of	  the	  RNA	  (∆GMg2+-‐RNA,	  

represented	  on	  the	  y-‐axis).	  

	  iii)	  the	  free	  energy	  of	  put2+	  interacting	  with	  a	  single	  state	  of	  the	  RNA	  (∆GRNA-‐Put2+,	  

represented	  on	  the	  z-‐axis).	  	  

	  

From	  these	  free	  energy	  values	  and	  thermodynamic	  linkage,	  information	  can	  be	  

extracted	  not	  only	  on	  the	  interactions	  of	  ions	  with	  the	  RNA,	  but	  also	  the	  extent	  of	  ion	  

exchange	  between	  excess	  put2+	  and	  Mg2+.	  

	  
Results	  
	  
Characterization	  of	  the	  folded	  and	  extended	  adenine	  riboswitch.	  
	  
	   The	  aptamer	  domain	  of	  the	  add	  adenine	  riboswitch	  (A-‐riboswitch)	  has	  been	  

shown	  to	  be	  an	  exceptional	  system	  for	  the	  study	  of	  RNA	  folding	  (Figure	  A-‐1).	  This	  

RNA	  couples	  the	  docking	  of	  kissing	  loops	  to	  the	  binding	  of	  adenine	  or	  adenine	  

derivatives,	  and	  when	  in	  conjunction	  with	  its	  expression	  platform,	  regulates	  

translation	  of	  a	  gene	  product	  responsible	  for	  adenine	  metabolism.	  (Mandal	  et	  al.	  

2004)	  Previous	  reports	  have	  shown	  that	  when	  ligand	  is	  present	  in	  high	  enough	  

concentrations	  the	  N-‐state	  dominates	  the	  conformational	  ensemble	  even	  in	  the	  

absence	  of	  Mg2+.	  (Lemay	  et	  al.	  2009;	  Leipply	  et	  al.	  2010)	  Thus,	  in	  the	  presence	  of	  

saturating	  ligand,	  the	  free	  energy	  of	  RNA-‐Mg2+	  interaction	  with	  the	  N-‐state	  may	  be	  

determined	  through	  the	  application	  of	  equation	  3-‐3.	  
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Figure	  3-‐2	  
	  

	  
	  
	  
Figure	  3-‐2.	  Folding	  of	  the	  A-‐riboswitch.	  A)	  Radius	  of	  gyration	  of	  the	  A-‐riboswitch	  as	  
monitored	   by	   small	   angle	   x-‐ray	   scattering	   upon	   addition	   of	   divalent	   ion:	   closed	  
symbols,	  wild	  type	  sequence	  in	  the	  absence	  of	  ligand	  titrated	  by	  either	  Mg2+	  (green,	  
data	   from	   Leipply	   et	   al.	   2011)	   or	   put2+	   (black	   circles).	   Dashed	   portion	   of	   wt	   A-‐
riboswitch	   curve	   from	   5-‐50	   mM	   put2+	   represents	   uncertainty	   of	   fit	   due	   to	   high	  
chloride	  concentrations	  above	  10	  mM	  titrated	   ion.	   I-‐state	  mimic	  (C60G	  mutant)	   in	  
the	  presence	  and	  absence	  of	  put2+	  is	  shown	  in	  open	  black	  circles	  the	  Rg	  for	  the	  folded	  
structure	  is	  represented	  by	  the	  red	  square.	  Double	  black	  curves	  on	  x-‐axis	  represents	  
break	   point	   used	   to	   show	   0	   point	   on	   log	   scale.	   See	   figure	   A-‐3	   for	   P(r)	   plots.	   B)	  
Normalized	  change	  in	  absorbance	  at	  260	  nm	  in	  the	  presence	  of	  2,6-‐diaminopurine	  
(closed	  symbols)	  and	  absence	  of	  ligand	  (open	  symbols)	  with	  the	  same	  color	  scheme	  
as	  shown	  in	  panel	  A.	  
	  

	   To	  impose	  the	  I-‐state	  conformation,	  a	  base	  involved	  in	  a	  kissing	  loop	  

interaction	  can	  be	  mutated	  (C60G)	  to	  prevent	  a	  long	  range	  tertiary	  interaction.	  

(Lemay	  et	  al.	  2006)	  This	  mutation	  causes	  the	  RNA	  to	  maintain	  an	  	  extended	  

structure	  even	  in	  the	  presence	  of	  1	  mM	  Mg2+.	  (Leipply	  et	  al.	  2011)	  NMR	  experiments	  

from	  the	  Schwalbe	  lab	  have	  shown	  that	  mutations	  disrupting	  the	  kissing	  loop	  

interaction	  of	  the	  pbuX	  guanine	  sensing	  riboswitch	  (a	  highly	  similar	  riboswitch)	  

impose	  a	  requirement	  for	  high	  concentrations	  of	  Mg2+	  in	  order	  to	  fold	  and	  bind	  
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ligand.	  (Buck	  et	  al.	  2010)	  To	  monitor	  the	  effect	  of	  put2+	  on	  the	  extended	  structure,	  

SAXS	  measurements	  were	  carried	  out	  on	  the	  C60G	  mutant.	  As	  expected,	  addition	  of	  

put2+	  caused	  no	  change	  in	  Rg	  under	  the	  conditions	  tested	  (Figure	  3-‐2A).	  Introduction	  

of	  the	  C60G	  mutation	  thus	  prevents	  coupled	  folding	  upon	  addition	  of	  divalent	  ions.	  

	   We	  have	  previously	  shown	  that	  both	  Mg2+	  and	  put2+	  stabilize	  the	  folded	  state	  

of	  the	  A-‐riboswitch.	  (Trachman	  et	  al.	  2013)	  These	  experiments	  required	  the	  

presence	  of	  a	  purine	  ligand	  to	  resolve	  a	  sharp	  melting	  transition.	  From	  this	  it	  was	  

determined	  that	  organization	  of	  the	  ligand	  binding	  pocket	  is	  required	  to	  resolve	  a	  

transition	  from	  the	  N	  to	  I-‐state	  via	  a	  UV	  absorbance	  signal.	  To	  observe	  the	  folding	  of	  

the	  A-‐riboswitch	  in	  the	  absence	  of	  ligand	  we	  employed	  small	  angle	  x-‐ray	  scattering	  

(SAXS)	  and	  UV	  absorbance	  titrations	  under	  isothermal	  conditions	  (Figure	  3-‐2	  A,B).	  

The	  Rgs	  determined	  from	  the	  SAXS	  profiles	  report	  mainly	  on	  the	  distance	  between	  

helices	  P2	  and	  P3	  while	  the	  hyperchromic	  effect	  observed	  in	  the	  UV	  absorbance	  

experiments	  report	  on	  base	  stacking	  interaction	  in	  both	  the	  binding	  pocket	  and	  the	  

kissing	  loop	  interaction.	  Upon	  addition	  of	  put2+	  or	  Mg2+	  the	  wt	  A-‐riboswitch	  

decreases	  its	  Rg	  (Figure	  3-‐2	  A).	  While	  titration	  of	  Mg2+	  in	  the	  absence	  of	  ligand	  

results	  in	  the	  RNA	  folding	  to	  approximatley	  the	  same	  dimensions	  as	  the	  crystal	  

structure	  (Leipply	  et	  al.	  2011),	  put2+	  is	  only	  observed	  to	  reduce	  the	  Rg	  by	  2.5	  Å.	  The	  

decreased	  ability	  of	  put2+	  to	  promote	  folding	  can	  be	  ascribed	  to	  the	  high	  

concentrations	  of	  chloride	  at	  the	  upper	  end	  of	  the	  curve	  (Other	  factors	  may	  be	  

causing	  this	  phenomenon	  as	  well,	  see	  Discussion).	  Comparison	  of	  the	  wt	  structure	  

with	  the	  C60G	  mutant	  upon	  addition	  of	  put2+	  suggests	  that	  put2+	  folds	  the	  RNA	  to	  a	  

state	  that	  is	  dependent	  on	  the	  potential	  for	  tertiary	  structure	  formation.	  	  
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	   Isothermal	  UV	  titrations	  of	  the	  A-‐riboswitch	  monitor	  the	  stacking	  of	  

nucleotide	  bases	  upon	  addition	  divalent	  ion.	  A	  hyperchromic	  change	  is	  observed	  

upon	  addition	  of	  both	  put2+	  and	  Mg2+.	  (Trachman	  et	  al.	  2013)	  In	  the	  presence	  of	  

ligand	  	  both	  Mg2+	  and	  put2+	  induce	  the	  same	  maximum	  change	  in	  absorbance.	  This	  

suggests	  that	  the	  two	  divalent	  ions	  promote	  folding	  to	  a	  highly	  similair	  if	  not	  

identical	  structure.	  

	  

Measurement	  of	  excess	  Mg2+	  upon	  additon	  of	  putrescine2+	  

	   It	  has	  previously	  been	  reported	  that	  excess	  Mg2+	  ions	  interacting	  with	  an	  

RNA	  can	  be	  quantified	  using	  a	  flourescent	  reporter	  8-‐hydroxyquinoline	  sulfonic	  acid	  

(HQS).	  (Grilley	  et	  al.	  2006;	  Das	  et	  al.	  2005)	  In	  accordance	  with	  the	  thermodynamic	  

cube	  outlined	  in	  Figure	  1B	  and	  equation	  3-‐3,	  determining	  ΓMg2+	  is	  essential	  in	  

understanding	  how	  the	  free	  energy	  of	  RNA-‐Mg2+	  interaction	  relates	  to	  both	  folding	  

and	  RNA-‐Put2+	  interaction.	  To	  gain	  further	  insight	  into	  how	  put2+	  and	  Mg2+	  interact	  

in	  the	  vicinity	  of	  an	  RNA	  we	  conducted	  HQS	  titrations	  in	  the	  presence	  of	  varying	  

concentrations	  of	  put2+.	  These	  experiments	  were	  performed	  on	  the	  wt	  A-‐riboswitch	  

in	  the	  presence	  and	  absence	  of	  ligand	  (Figure	  3-‐3	  A,C	  respectively)	  as	  well	  as	  with	  

the	  C60G	  I-‐state	  mimic	  (Figure	  3-‐3B).	  	  
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Figure	  3-‐3	  
	  

	  
	  
Figure	  3-‐3.	  HQS	  Titrations	  of	  the	  A-‐riboswitch	  excess	  Mg2+	  (Γ2+)	  as	  a	  function	  of	  bulk	  
Mg2+	   concentration	   (CMg2+)	   of	   the	  A-‐riboswitch	   in	   50	  mM	  K+,	   pH	  6.8	   (20°C)	   and	  0	  
(red),	  1	  mM	  (orange),	  2mM	  (yellow),	  5	  mM	  (green)	  and	  10	  mM	  (blue)	  put2+.	  A)	  N-‐
state	  A-‐riboswitch	  in	  250	  µM	  2,6-‐diaminopurine.	  	  B)	  I-‐state	  (C60G)	  mutant.	  C)	  wt	  A-‐
riboswitch	  in	  the	  absence	  of	  ligand.	  D)	  Curves	  for	  the	  N-‐state	  A-‐riboswitch	  (red),	  wt	  
A-‐riboswitch	  w/o	  ligand	  purple	  and	  I-‐state	  (C60G)	  mutant	  (green)	  in	  the	  presence	  
of	  5	  mM	  put2+.	  
	  

	   The	  titration	  curves	  show	  that	  increasing	  put2+	  concentration	  for	  any	  of	  the	  

three	  states	  results	  in	  a	  net	  decrease	  in	  ΓMg2+	  over	  the	  entire	  curve.	  This	  result	  is	  

exactly	  what	  would	  be	  expected	  on	  the	  basis	  of	  equation	  3-‐2.	  Ion	  exchange	  by	  Mg2+	  
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with	  an	  ion	  atmosphere	  composed	  of	  put2+,	  K+,	  and	  Cl-‐,	  is	  less	  favored	  than	  it	  would	  

be	  in	  an	  ion	  atmosphere	  composed	  of	  K+	  and	  Cl-‐	  alone.	  	  

	   It	  is	  also	  observed	  that	  ΓMg2+	  depends	  on	  the	  dimensions	  of	  the	  RNA,	  with	  the	  

more	  compact	  form	  (N-‐state)	  posessing	  a	  larger	  ΓMg2+	  than	  the	  less	  compact	  I-‐state	  

and	  ensemble	  system,	  when	  compared	  under	  the	  same	  conditions	  (Figure	  3-‐4,D).	  

This	  can	  also	  be	  contrasted	  with	  Figures	  A-‐6,7	  which	  shows	  variation	  in	  excess	  ions	  

for	  four	  different	  RNAs	  with	  different	  degrees	  of	  compaction.	  Leipply	  et	  al.	  obtained	  

similar	  results,	  finding	  that	  even	  a	  small	  change	  in	  Rg	  (corresponding	  to	  local	  

organization	  within	  the	  RNA)	  can	  be	  associated	  with	  a	  large	  increase	  in	  ΓMg2+.	  

(Leipply	  et	  al.	  2011)	  Figure	  3-‐3	  D	  shows	  that	  when	  compared	  under	  the	  same	  ionic	  

conditions	  (50	  mM	  K+	  and	  5	  mM	  Put2+),	  ΓNMg2+	  ≥	  ΓEnMg2+	  ≥	  ΓIMg2+	  for	  bulk	  Mg2+	  

concentrations	  exceeding	  10	  µM,	  	  (superscripts	  denote	  the	  state	  of	  the	  RNA,	  folded,	  

ensemble	  and	  extended,	  respectively).	  The	  ensemble	  and	  intermediate	  systems	  

possess	  the	  same	  ΓMg2+	  at	  concentrations	  lower	  than	  10	  µM.	  	  

	  

Free	  energies	  of	  RNA-‐Mg2+	  interaction	  

	   By	  integrating	  the	  ΓMg2+	  curves	  in	  Figure	  3-‐3	  (A,B),	  free	  energy	  values	  that	  

express	  the	  RNA-‐Mg2+	  interaction	  are	  obtained	  (Figure	  3-‐5).	  (Grilley	  	  et	  al.	  2007)	  It	  

should	  be	  noted	  that	  only	  the	  curves	  for	  the	  N	  and	  I-‐states	  provide	  accurate	  ∆GRNA-‐

Mg2+	  values	  since	  these	  structures	  are	  constant	  throughout	  the	  titration.	  This	  

analysis	  shows	  that	  the	  decrease	  in	  RNA-‐Mg2+	  interaction	  energy	  is	  much	  more	  

dramatic	  for	  the	  I-‐state	  of	  the	  A-‐riboswitch	  than	  the	  N-‐state.	  The	  increased	  

sensitivity	  to	  putrescine2+	  is	  evident	  by	  the	  larger	  slope	  at	  the	  titration	  midpoint	  of	  
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the	  I-‐state	  (4.5x)	  than	  the	  N-‐state	  (2x).	  This	  contributes	  to	  the	  increased	  stability	  of	  

the	  N-‐state	  in	  the	  presence	  of	  put2+,	  Mg2+	  and	  K+	  chloride	  salts.	  These	  results	  are	  in	  

agreement	  with	  our	  previous	  report	  showing	  that	  the	  A-‐riboswitch	  folding	  free	  

energy	  becomes	  more	  negative	  upon	  addition	  of	  put2+	  to	  a	  mixed	  Mg2+,	  K+	  system.	  

(Trachman	  et	  al.	  2013)	  	  

Figure	  3-‐4	  

	  
Figure	   3-‐4.	  The	  RNA-‐Mg2+	   interaction	   free	   energy	   calculated	   at	   0.1	  mM	  Mg2+	   as	   a	  
function	  of	  bulk	  put2+	  concentration	  for	  the	  N-‐state	  (red)	  and	  I-‐state	  (green).	  Solid	  
trend	   lines	   are	   the	   linear	   least	   square	   fits	   of	   ∆GRNA-‐Mg2+	   from	   1	   –	   10	   mM	  
concentration	  of	  putrescine2+	  for	  the	  N-‐state	  (red)	  and	  I-‐state	  (green).	  Dashed	  lines	  
indicate	  the	  value	  of	  ∆GRNA-‐Mg2+	  at	  0	  mM	  putrescine2+	  (same	  color	  scheme)	  with	  the	  
free	  energy	  value	  also	  indicated	  by	  a	  circle	  on	  the	  y-‐axis.	  	  	  
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Comparison	  of	  ΓMg2+	  for	  three	  states	  upon	  addition	  of	  putrescine2+	  
	  
	   It	  is	  apparent	  from	  the	  data	  in	  Figure	  3-‐3	  that	  the	  three	  states	  of	  the	  A-‐

riboswitch	  differ	  in	  the	  response	  of	  ΓMg2+	  to	  the	  addition	  of	  put2+.	  A	  scheme	  that	  

quantifies	  the	  exchange	  of	  put2+	  with	  Mg2+	  is	  essential	  for	  understanding	  how	  these	  

systems	  differ	  in	  their	  interaction	  with	  divalent	  ions.	  As	  one	  way	  to	  quantify	  the	  

energetics	  of	  Mg2+-‐put2+	  exchange	  we	  looked	  at	  the	  change	  in	  excess	  Mg2+	  as	  put2+	  is	  

titrated	  under	  constant	  bulk	  concentration	  of	  Mg2+	  (Figure	  3-‐5).	  So	  as	  to	  make	  a	  

direct	  comparison	  between	  the	  different	  systems	  of	  the	  RNA,	  titrations	  starting	  from	  

the	  same	  initial	  excess	  Mg2+	  are	  compared.	  Each	  system	  contains	  a	  different	  bulk	  

concentration	  of	  Mg2+	  at	  the	  same	  excess	  of	  Mg2+.	  To	  correct	  for	  the	  difference	  in	  

bulk	  Mg2+	  between	  the	  states,	  the	  x-‐axis	  is	  plotted	  as	  the	  ratio	  of	  the	  bulk	  put2+	  

concentration	  relative	  to	  the	  constant	  bulk	  concentration	  of	  Mg2+.	  This	  is	  

proportional	  to	  the	  change	  in	  chemical	  potential	  of	  divalent	  ions	  (eq	  3-‐4).	  	  

	   	   	   	   	   3-‐4)	  

From	  this	  analysis	  we	  see	  how	  ΓMg2+	  is	  affected	  by	  the	  change	  in	  chemical	  potential	  

of	  the	  divalent	  ion,	  essentially	  normalizing	  for	  the	  initial	  bulk	  Mg2+.	  **	  
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Figure	  3-‐5	  

	  
Figure	   3-‐5.	   ΓMg2+	   as	   a	   function	   of	   the	   ratio	   of	   added	   put2+	   to	   initial	   Mg2+	   (held	  
constant)	  for	  the	  native	  (red),	  intermediate	  (green)	  and	  ensemble	  (purple).	  A)	  Initial	  
excess	  Mg2+	  of	  five	  ions	  per	  RNA.	  B)	  Initial	  excess	  Mg2+	  of	  three	  ions	  per	  RNA.	  
	  

	   By	  comparing	  the	  three	  states	  for	  the	  A-‐riboswitch	  using	  the	  method	  

described	  above	  we	  see	  distinct	  differences	  between	  how	  ΓMg2+	  changes	  with	  added	  

put2+.	  The	  I-‐state	  is	  much	  more	  sensitive	  to	  added	  put2+	  than	  the	  N-‐state.	  The	  N-‐

state	  requires	  an	  order	  of	  magnitude	  larger	  ∆µ2+	  in	  order	  to	  reach	  half	  of	  the	  initial	  

ΓMg2+.	  This	  is	  consistent	  for	  all	  initial	  ΓMg2+	  values	  tested.	  From	  this	  we	  conclude	  that	  

put2+	  is	  more	  effective	  at	  replacing	  Mg2+	  in	  the	  ion	  atmosphere	  of	  lower	  charge	  

density	  RNA	  structures.	  Further	  support	  of	  this	  concept	  is	  obtained	  upon	  comparing	  

the	  ensemble	  with	  the	  native	  and	  intermediate	  state	  structures.	  Measurements	  of	  Rg	  

on	  the	  wt	  ensemble	  show	  that	  the	  RNA	  reduces	  in	  dimensions	  in	  the	  presence	  of	  

put2+.	  Despite	  a	  moderate	  reduction	  in	  Rg,	  the	  midpoint	  of	  the	  Mg2+-‐put2+	  exchange	  

resides	  approximately	  half	  way	  between	  the	  native	  and	  intermediate	  curves.	  The	  

ensemble	  also	  has	  a	  slope	  of	  ~1	  at	  the	  midpoint	  of	  the	  curve,	  similar	  to	  the	  I-‐state	  



	   75	  

curve.	  We	  believe	  these	  slopes	  are	  related	  to	  the	  exchange	  between	  put2+	  and	  Mg2+,	  

which	  is	  directly	  correlated	  with	  the	  charge	  density	  of	  the	  RNA.	  

	  

The	  stoichiometry	  of	  Mg2+/Putrescine2+	  exchange	  

	   As	  described	  previously	  in	  this	  manuscript,	  electroneutrality	  must	  be	  

maintained	  in	  solution.	  For	  RNA,	  this	  means	  that	  an	  excess	  of	  cations	  and	  depletion	  

of	  anions	  neutralize	  the	  negative	  charges	  that	  accompany	  the	  phosphates	  on	  the	  

RNA	  backbone.	  In	  the	  specific	  case	  described	  here,	  Mg2+	  and	  put2+	  activities	  are	  

varied	  while	  ΓMg2+	  is	  monitored.	  An	  important	  question	  to	  ask	  from	  these	  data	  is,	  

how	  many	  Mg2+	  ions	  are	  displaced	  for	  every	  put2+	  ion	  added	  to	  the	  ion	  atmosphere?	  

Given	  that	  both	  put2+	  and	  Mg2+	  are	  divalent,	  one	  would	  imagine	  that	  one	  put2+	  ion	  

would	  displace	  exactly	  one	  Mg2+	  (at	  constant	  divalent	  ion	  activity)	  thus	  maintaining	  

electroneutrality.	  However	  the	  ion	  atmosphere	  can	  reorganize	  in	  a	  number	  of	  ways.	  

This	  may	  involve	  interactions	  that	  are	  unique	  for	  a	  particular	  type	  of	  ion	  (e.g.	  

chelation).	  It	  is	  also	  known	  that	  put2+	  is	  far	  less	  effective	  at	  stabilizing	  RNA	  native	  

structure	  therefore,	  the	  stoichiometry	  may	  diverge	  from	  a	  one	  to	  one	  ratio.	  

	   	  By	  determining	  the	  ratio	  of	  the	  number	  of	  put2+	  ions	  required	  to	  replace	  a	  

single	  Mg2+	  ion,	  organizational	  detail	  of	  the	  ion	  atmosphere	  may	  be	  inferred.	  This	  

information	  is	  readily	  accessible	  from	  the	  HQS	  titration	  data	  shown	  in	  Figure	  3-‐3.	  

This	  analysis	  asks	  the	  question,	  if	  a	  given	  amount	  of	  put2+	  is	  added	  to	  a	  system	  with	  

an	  initial	  ΓMg2+,	  how	  much	  Mg2+	  must	  also	  be	  added	  in	  order	  to	  return	  to	  the	  same	  

value	  of	  ΓMg2+?	  	  

	   The	  stoichiometry	  of	  ion	  exchange	  with	  an	  RNA	  is	  given	  by	  the	  reaction:	  
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	   Figure	  3-‐6.	  provides	  the	  slopes	  described	  in	  equation	  3-‐8	  for	  the	  N,	  En	  and	  I-‐

states	  at	  various	  constant	  values	  of	  ΓMg2+.	  The	  range	  of	  ΓMg2+	  values	  over	  which	  we	  

can	  determine	  a	  slope	  is	  very	  limited	  in	  the	  case	  of	  the	  I-‐state,	  where	  the	  maximum	  

ΓMg2+	  value	  that	  can	  be	  compared	  over	  the	  put2+	  titration	  is	  1.05.	  This	  is	  due	  to	  the	  

limited	  Mg2+	  range	  accessible	  to	  our	  experiments.	  When	  comparing	  the	  three	  states	  

of	  the	  A-‐riboswitch	  with	  the	  excess	  of	  1.05	  Mg2+,	  ion	  exchange	  is	  correlated	  with	  the	  

charge	   density	   of	   the	   RNA.	   In	   the	   I-‐state,	   the	   Mg2+-‐put2+	   exchange	   factor	   is	  

approximately	   a	   one	   to	   one	   ratio.	   As	   helices	   P2	   and	   P3	  move	   closer	   in	   proximity	  

(ensemble	   state)	   the	   exchange	   decreases	   to	   approximately	   0.6.	   The	   native	   state,	  

with	   an	   organized	   binding	   pocket	   and	   docked	   kissing	   loops	   has	   an	   exchange	   of	  

approximately	   0.2.	   This	   single	   Mg2+	   ion	   interacting	   with	   the	   N-‐state	   has	   an	  

interaction	   energy	   strong	   enough	   to	   require	   5	   times	   as	  much	   put2+	   to	   displace	   a	  

single	  Mg2+	  ion.	  This	  is	  a	  result	  of	  a	  difference	  in	  the	  radial	  distribution	  of	  Mg2+	  and	  

putrescine2+	  ions	  in	  the	  ion	  atmosphere.	  	  

	   The	  ratio	  of	  exchange	  for	  the	  N-‐state	  is	  always	  ≥	  2:1	  (put2+:	  Mg2+)	  for	  all	  ΓMg2+	  

tested.	  As	  the	  constant	  ΓMg2+	  value	  increases	  from	  1.05	  –	  3.6	  for	  the	  N-‐state	  (the	  

accessible	  range	  of	  our	  experiments)	  the	  slope	  in	  equation	  3-‐8	  also	  increases	  from	  

0.19	  to	  0.52.	  This	  is	  rationalized	  by	  the	  fact	  that	  the	  free	  energy	  required	  to	  remove	  

a	  Mg2+	  ion	  from	  an	  ion	  atmosphere	  decreases	  as	  the	  number	  of	  excess	  Mg2+	  ions	  

increases.	  This	  is	  due	  to	  the	  Mg2+	  ion	  population	  distributing	  to	  regions	  of	  lower	  

interaction	  free	  energy	  in	  the	  ion	  atmosphere.	  As	  the	  number	  of	  excess	  Mg2+	  ions	  
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populating	  the	  ion	  atmosphere	  increases,	  the	  radial	  distribution	  of	  Mg2+	  will	  extend	  

to	  distances	  further	  from	  the	  RNA	  surface	  (Figure	  3-‐7).	  	  

Figure	  3-‐7	  

	  

Figure	  3-‐7.	  Conceptual	  diagram	  of	  the	  radial	  distribution	  of	  Mg2+	  (green)	  and	  
putrescine2+	  (black)	  around	  the	  native	  state	  (left)	  and	  intermediate	  state	  (right)	  of	  
the	  A-‐riboswitch.	  The	  excess	  of	  each	  ion	  as	  a	  function	  of	  distance	  from	  the	  surface	  of	  
the	  RNA	  is	  plotted.	  Dashed	  grey	  line	  represents	  the	  distance	  from	  the	  surface	  of	  the	  
RNA	  where	  the	  primary	  hydration	  layer	  of	  the	  RNA	  ends.	  	  
	  

Discussion	  	  

	   In	  vivo	  there	  are	  a	  multitude	  of	  interactions	  that	  drive	  the	  folding	  of	  RNA.	  

(Lambert	  et	  al.	  2010;	  Kilburn	  et	  al.	  2012;	  Winkler	  et	  al.	  2004;	  Draper,	  2004)	  One	  of	  

the	  main	  driving	  forces	  of	  RNA	  folding	  is	  the	  preferential	  association	  of	  cations	  with	  

the	  folded	  state	  over	  the	  unfolded	  state.	  Divalent	  cations	  have	  been	  shown	  to	  be	  

particularly	  stabilizing	  to	  the	  folded	  state	  of	  RNA.	  (Draper	  et	  al.	  2008)	  In	  this	  work,	  

we	  look	  at	  how	  the	  two	  most	  abundant	  divalent	  ions	  in	  E.	  coli	  (Mg2+	  and	  put2+)	  

accumulate	  in	  excess	  around	  three	  states	  of	  the	  A-‐riboswitch	  RNA.	  This	  is	  
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accomplished	  by	  observing	  how	  excess	  Mg2+	  changes	  as	  a	  function	  of	  bulk	  put2+	  

concentration.	  	  

	  

Ion-‐RNA	  interactions	  

	   Given	  that	  put2+	  and	  Mg2+	  have	  very	  different	  molecular	  properties,	  it	  is	  

important	  to	  discuss	  how	  these	  ions	  interact	  with	  the	  A-‐riboswitch.	  Mg2+	  -‐RNA	  

interactions	  have	  been	  well	  documented	  and	  fairly	  well	  characterized.	  (Lynch	  	  et	  al.	  

1974;	  Stein	  	  et	  al.	  1976;	  Draper,	  2008)	  From	  previous	  studies	  it	  is	  clear	  that	  Mg2+	  

can	  stabilize	  the	  N-‐state	  of	  RNA	  through	  either	  “chelation”	  where	  the	  ion	  makes	  at	  

least	  two	  direct	  contacts	  with	  the	  RNA	  or	  through	  interactions	  within	  the	  ion	  

atmosphere.	  Ions	  residing	  in	  the	  ion	  atmosphere	  are	  typically	  mobile	  and	  well	  

hydrated	  but	  may	  reside	  on	  the	  surface	  of	  RNA	  mediated	  by	  a	  single	  hydration	  layer.	  

(Draper,	  2004)	  Chelated	  interactions	  are	  fairly	  rare	  in	  RNA	  structures	  since	  high	  

charge	  density	  folds	  are	  required	  to	  form	  chelation	  sites.	  (Misra	  et	  al.	  2001)	  

Likewise	  most	  of	  the	  Mg2+-‐RNA	  interaction	  free	  energy	  derives	  from	  ions	  within	  the	  

ion	  atmosphere.	  (Leipply	  et	  al.	  2011)	  From	  previous	  studies	  it	  is	  clear	  the	  A-‐

riboswitch	  is	  exclusively	  stabilized	  by	  ions	  residing	  in	  the	  ion	  atmosphere.	  (Leipply	  

et	  al.	  2011;	  Lambert	  et	  al.	  2009)	  

	   Put2+-‐RNA	  interactions	  are	  far	  less	  well	  characterized	  than	  Mg2+-‐RNA	  

interactions.	  (Koculi	  et	  al.	  2004;	  Heerschap	  et	  al.	  1985)	  For	  the	  most	  part,	  our	  

current	  knowledge	  of	  this	  subject	  is	  extrapolated	  from	  studies	  of	  polyamines	  

(particularly	  spermidine3+	  and	  spermine4+)	  with	  DNA.	  (Braunlin	  et	  al.	  1982)	  Both	  

spermine4+	  and	  spermidine3+	  have	  been	  shown	  to	  directly	  contact	  nucleic	  acids	  in	  
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solution	  and	  can	  cause	  DNA	  to	  form	  unusual	  condensed	  structures.	  (Hud	  et	  al.	  2005)	  

As	  one	  would	  imagine,	  this	  is	  likely	  due	  to	  the	  ability	  of	  the	  amine	  groups	  to	  

hydrogen	  bond	  with	  functional	  groups	  of	  nucleic	  acids.	  Furthermore,	  the	  

hydrocarbon	  linkers	  of	  polyamines	  have	  the	  ability	  to	  form	  van	  der	  Waals	  

interactions	  within	  the	  major	  groove.	  Despite	  all	  of	  these	  findings	  there	  is	  little	  

evidence	  that	  put2+	  forms	  direct	  contacts	  with	  RNA.	  In	  fact,	  Frydman	  et	  al.	  found	  that	  

put2+	  did	  not	  make	  direct	  contacts	  with	  tRNA	  as	  evidenced	  by	  a	  lack	  of	  correlation	  

between	  the	  tumbling	  times	  of	  put2+	  and	  tRNA.	  (Frydman	  et	  al.	  1992)	  Their	  work	  

also	  showed	  that	  both	  spermine4+	  and	  spermidine3+	  posses	  interactions	  with	  RNA	  

(presumably	  hydrogen	  bonds)	  in	  addition	  to	  the	  expected	  electrostatic	  forces.	  These	  

results	  are	  consistent	  with	  reports	  from	  other	  groups	  in	  the	  field	  suggesting	  direct	  

contact	  of	  spermine4+	  with	  tRNA.	  (Jovine	  et	  al.	  2000;	  Frydman	  et	  al.	  1996)	  From	  our	  

current	  and	  previous	  work	  we	  observe	  that	  put2+	  is	  capable	  of	  folding	  the	  A-‐

riboswitch	  to	  a	  compact	  ligand	  bound	  state,	  in	  the	  presence	  of	  2,6-‐diaminopurine	  as	  

observed	  by	  UV	  absorbance.	  (Trachman	  et	  al.	  2013)	  From	  these	  studies	  we	  attribute	  

the	  increased	  stability	  of	  RNA	  tertiary	  structure	  in	  the	  presence	  of	  put2+	  to	  diffuse	  

electrostatic	  interactions.	  

	   It	  is	  no	  surprise	  that	  Mg2+	  and	  put2+	  interact	  with	  RNA	  in	  different	  manners.	  

Mg2+	  is	  a	  monatomic	  divalent	  ion	  with	  high	  charge	  density	  while	  put2+	  is	  an	  organic	  

divalent	  ion	  with	  low	  charge	  density.	  The	  presence	  of	  a	  flexible	  linker	  adds	  a	  

significant	  amount	  of	  complexity	  to	  put2+.	  We	  have	  previously	  shown	  that	  

eliminating	  the	  free	  rotation	  of	  a	  single	  bond	  in	  the	  carbon	  linker	  of	  put2+	  increases	  

the	  stability	  of	  the	  RNA	  by	  ~1	  kcal/mol	  at	  approximately	  the	  same	  activity	  of	  



	   82	  

counterion.	  (Trachman	  et	  al.	  2013)	  Thus,	  linker	  flexibility	  is	  an	  important	  factor.	  

Another	  question	  is,	  how	  does	  the	  distance	  between	  the	  amine	  groups	  influence	  the	  

interaction	  free	  energy	  with	  RNA?	  Within	  an	  electric	  field,	  two	  charges	  separated	  by	  

a	  constant	  short	  distance	  will	  experience	  a	  force	  that	  is	  dependent	  on	  their	  average	  

distance	  from	  the	  source	  of	  the	  field.	  At	  a	  large	  distance	  from	  the	  source,	  the	  two	  

point	  charges	  are	  approximated	  as	  a	  single	  divalent	  point	  charge.	  As	  the	  charges	  

move	  toward	  the	  source	  of	  the	  field	  the	  force	  experienced	  by	  each	  charge	  resembles	  

that	  of	  two	  monovalent	  charges	  separated	  by	  a	  constant	  distance.	  In	  relating	  this	  to	  

RNA-‐put2+	  interaction,	  two	  aspects	  must	  be	  considered:	  i)	  as	  put2+	  approaches	  the	  

surface	  of	  an	  RNA	  it	  must	  bring	  its	  amine	  groups	  into	  close	  proximity	  in	  order	  to	  

maximize	  the	  interaction	  energy	  with	  the	  RNA	  and	  ii)	  the	  “compaction”	  of	  put2+	  

results	  in	  an	  entropic	  penalty	  which	  manifests	  in	  the	  free	  energy.	  This	  is	  a	  classic	  

case	  of	  enthalpy/entropy	  compensation	  although	  hydration	  of	  the	  ion	  is	  significant	  

and	  must	  be	  accounted	  for	  as	  well.	  (Draper	  et	  al.	  2013)	  	  	  	  

	  

Characteristics	  of	  the	  ion	  atmosphere	  

	   Both	  composition	  and	  organization	  are	  elusive	  properties	  of	  an	  RNA	  ion	  

atmosphere.	  (Bia	  et	  al.	  2007;	  Kirmizialtin	  et	  al.	  2012)	  In	  this	  work,	  we	  are	  able	  to	  

determine	  the	  excess	  Mg2+	  for	  three	  states	  of	  the	  A-‐riboswitch	  under	  biologically	  

relevant	  solution	  conditions.	  As	  an	  unexpected	  result	  we	  found	  that	  the	  exchange	  

between	  put2+	  and	  Mg2+	  differs	  between	  the	  states	  of	  the	  A-‐riboswitch.	  Given	  that	  

these	  two	  divalent	  ions	  interact	  with	  the	  A-‐riboswitch	  in	  a	  diffuse	  manner,	  we	  

attribute	  the	  difference	  in	  exchange	  between	  the	  N	  and	  I-‐state	  to	  a	  discrepancy	  of	  
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ion	  atmosphere	  organization,	  ultimately	  manifesting	  in	  how	  each	  ion	  radially	  

distributes	  from	  the	  RNA	  surface.	  	  

	   It	  has	  previously	  been	  shown	  that	  the	  radial	  distribution	  of	  excess	  Mg2+	  ions	  

in	  the	  I-‐state	  is	  more	  dispersed	  than	  the	  N-‐state.	  (Draper,	  2004)	  Our	  findings	  show	  

that	  the	  exchange	  between	  put2+	  and	  Mg2+	  is	  1:1	  for	  the	  I-‐state	  of	  the	  A-‐riboswitch	  

while	  the	  exchange	  factor	  is	  ~5:1	  for	  the	  N-‐state.	  These	  results	  can	  be	  rationalized	  

by	  Mg2+	  having	  a	  higher	  propensity	  to	  populate	  areas	  close	  to	  the	  surface	  of	  the	  N-‐

state	  with	  putrescine2+	  ions	  distributing	  on	  average	  at	  a	  greater	  distance	  from	  the	  

RNA	  surface.	  In	  contrast,	  the	  I-‐state	  accumulates	  excess	  Mg2+	  that	  radially	  distribute	  

in	  a	  manner	  creating	  a	  greater	  overlap	  between	  the	  populations	  of	  Mg2+	  and	  

putrescine2+	  in	  the	  ion	  atmosphere.	  In	  the	  I-‐state	  both	  ions	  are	  capable	  of	  populating	  

the	  same	  areas,	  therefore	  they	  may	  have	  an	  equal	  effect	  on	  each	  other.	  	  	  

	   The	  more	  compact	  ensemble	  state	  of	  the	  A-‐riboswitch	  shows	  an	  exchange	  

that	  is	  intermediate	  between	  the	  N	  and	  I-‐state.	  When	  taken	  together	  with	  the	  

exchange	  data	  for	  the	  N	  and	  I-‐state,	  it	  is	  clear	  that	  there	  is	  a	  range	  of	  ion	  atmosphere	  

organization	  that	  is	  dependent	  on	  the	  charge	  density	  of	  the	  RNA.	  As	  the	  helices	  of	  

the	  A-‐riboswitch	  move	  closer	  in	  proximity,	  the	  average	  distance	  to	  the	  excess	  ions	  

from	  the	  RNA	  surface	  decreases	  more	  dramatically	  for	  Mg2+	  ions	  than	  for	  

putrescine2+	  ions.	  This	  requires,	  for	  a	  given	  increase	  in	  CMg2+,	  that	  a	  greater	  amount	  

of	  put2+	  be	  added	  to	  solution	  to	  maintain	  constant	  ΓMg2+.	  

	   The	  N-‐state	  possesses	  a	  dense	  ion	  atmosphere.	  Since	  put2+	  is	  large,	  it	  is	  more	  

difficult	  for	  this	  ion	  to	  occupy	  the	  smaller	  volume	  of	  the	  N-‐state	  ion	  atmosphere.	  For	  

the	  same	  reason	  Mg2+	  is	  much	  more	  likely	  to	  occupy	  areas	  of	  high	  negative	  potential	  
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found	  in	  folded	  RNA	  structures.	  As	  shown	  previously,	  organization	  of	  the	  ligand	  

binding	  pocket	  results	  in	  a	  large	  increase	  in	  excess	  Mg2+.	  (Leipply,	  2011)	  This	  region	  

of	  the	  RNA	  creates	  a	  large	  negative	  potential,	  therefore	  creating	  a	  strong	  association	  

with	  Mg2+	  ions.	  In	  order	  to	  replace	  these	  Mg2+	  ions	  put2+	  must	  approach	  the	  surface	  

of	  the	  folded	  RNA.	  In	  doing	  so	  put2+	  must	  compact	  and	  restrict	  its	  conformational	  

landscape.	  This	  imposes	  an	  energetic	  penalty	  on	  the	  system	  for	  the	  loss	  of	  

conformational	  entropy	  in	  the	  carbon	  linker.	  Although	  this	  energetic	  penalty	  is	  not	  

extremely	  large	  (~1	  kcal/mol	  per	  bond),	  it	  is	  worth	  mentioning.	  (Trachman,	  2013)	  

The	  major	  component	  to	  the	  deviation	  from	  1:1	  exchange	  between	  put2+	  and	  Mg2+	  is	  

a	  difference	  in	  organization	  of	  the	  ion	  atmosphere.	  Under	  the	  conditions	  tested	  here	  

there	  are	  few	  Mg2+	  ions	  populating	  the	  ion	  atmosphere.	  These	  ions	  will	  

preferentially	  populate	  areas	  of	  high	  negative	  potential	  close	  to	  or	  on	  the	  surface	  of	  

the	  RNA.	  (Leipply	  et	  al.	  2011)	  	  As	  the	  number	  of	  excess	  Mg2+	  ions	  increases	  the	  

exchange	  factor	  between	  put2+	  and	  Mg2+	  also	  increases.	  This	  can	  be	  attributed	  to	  

put2+	  exchanging	  with	  Mg2+	  ions	  populating	  the	  ion	  atmosphere	  further	  from	  the	  

surface	  of	  the	  RNA.	  Thus,	  a	  visual	  interpretation	  of	  the	  ion	  atmosphere	  organization	  

(Figure	  3-‐7)	  may	  arise	  from	  the	  relative	  differences	  in	  ion	  exchange.	  	  	  

	  

Concluding	  remarks	  	  

	   	  Ion	  exchange	  is	  a	  complex	  phenomena	  that	  is	  relevant	  to	  biological	  

processes.	  Here	  we	  have	  shown	  that	  three	  distinct	  states	  of	  an	  RNA	  differ	  in	  the	  

degree	  to	  which	  the	  two	  ions	  compete.	  This	  difference	  in	  exchange	  is	  a	  contributing	  

factor	  to	  the	  difference	  in	  free	  energy	  between	  the	  native	  and	  intermediate	  states	  of	  



	   85	  

the	  A-‐riboswitch.	  In	  addition,	  the	  difference	  in	  ion	  exchange	  provides	  insight	  into	  

the	  composition	  and	  organization	  of	  the	  ion	  atmosphere.	  In	  recent	  years	  simulations	  

have	  been	  very	  successful	  in	  incorporating	  preferential	  interaction	  coefficients	  as	  a	  

means	  of	  interpreting	  the	  interactions	  of	  ions	  with	  RNA.	  (Chen	  et	  al.	  2009;	  Hayes	  et	  

al.	  2012)	  	  Although	  simulations	  have	  yet	  to	  capture	  the	  complexities	  of	  put2+,	  the	  

distinct	  quantitative	  difference	  between	  exchange	  with	  the	  native	  and	  intermediate	  

state	  is	  a	  result	  that	  simulations	  should	  aim	  to	  reproduce.	  	  

	  
	  
Materials	  and	  Method	  
Solutions	  and	  Samples.	  	  

All	  solutions	  were	  prepared	  using	  water	  at	  18.3	  MΩ	  resistivity.	  All	  buffers	  and	  salts	  

were	  ≥	  99.5%	  purity.	  MOPS	  buffer	  was	  obtained	  from	  Sigma,	  and	  brought	  to	  pH	  6.8	  

with	  KOH	  (K•MOPS).	  The	  standard	  buffer	  was	  40	  mM	  K•MOPS	  (with	  13	  mM	  K+)	  and	  

10	  µM	  EDTA	  (Sigma).	  KCl	  (Fluka)	  	  was	  added	  to	  give	  the	  indicated	  total	  

concentrations	  of	  K+,	  e.g.	  37	  mM	  KCl	  to	  give	  50	  mM	  K+.	  MgCl2,	  and/or	  diamine	  were	  

also	  added	  as	  indicated.	  (At	  pH	  6.8,	  the	  diamines	  used	  in	  this	  study	  are	  all	  greater	  

than	  98%	  of	  the	  di-‐protonated	  species.)	  Solutions	  of	  MgCl2	  (Fluka)	  were	  

standardized	  by	  titration	  into	  an	  EDTA	  solution	  (pH	  8.0)	  of	  known	  concentration,	  

while	  monitoring	  absorbance	  at	  230	  nm.	  

	  

All	  RNAs	  were	  prepared	  by	  transcription	  of	  linearized	  plasmid	  DNA	  with	  a	  histidine-‐

tagged	  bacteriophage	  T7	  RNA	  polymerase.	  	  Transcription	  products	  were	  purified	  by	  

preparative	  electrophoresis	  on	  denaturing,	  12%	  polyacrylamide	  gels.	  The	  desired	  
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product	  band	  was	  excised	  from	  the	  gel,	  from	  which	  the	  RNA	  was	  electroeluted	  in	  an	  

Elutrap	  Electrophoresis	  Chamber	  (Schleicher	  &	  Schuell).	  Centricon	  filter	  units	  

(Millipore)	  were	  used	  to	  equilibrate	  an	  RNA	  in	  the	  desired	  buffer.	  

	  

HQS	  Titrations.	  	  

HQS	  titration	  experiments	  were	  carried	  out	  on	  an	  Aviv	  ATF	  105	  outfitted	  with	  a	  

Hamilton	  automatic	  titrator.	  Each	  experiment	  contained	  20	  µM	  HQS	  and	  2-‐4	  mM	  of	  

PO4	  from	  the	  given	  RNA.	  Raw	  data	  was	  analyzed	  as	  described	  previously.	  (Grilley	  et	  

al.	  2006)	  

	  

X-‐ray	  Scattering.	  	  

RNA	  samples	  (1-‐2	  mg/ml)	  were	  exchanged	  extensively	  into	  buffer	  containing	  40	  

mM	  MOPS	  pH	  6.8	  with	  50	  mM	  K+	  at	  the	  final	  concentration.	  Buffers	  contained	  the	  

appropriate	  amount	  of	  put2+	  as	  indicated.	  The	  samples	  were	  heated	  to	  65˚C	  for	  5	  

minutes	  and	  incubated	  at	  RT	  for	  at	  least	  30	  minutes.	  SAXS	  measurements	  were	  

performed	  at	  beamline	  12-‐ID	  at	  the	  Advanced	  Photon	  Source	  (APS)	  at	  Argonne	  

National	  Laboratory.	  The	  beam	  energy	  was	  set	  to	  12	  keV	  with	  an	  exposure	  time	  of	  

1.5s.	  Samples	  were	  moved	  through	  an	  X-‐ray	  flow	  cell	  to	  minimize	  radiation	  damage.	  

The	  ambient	  temperature	  was	  ~29˚C.	  Thirty	  data	  sets	  were	  collected	  for	  each	  

sample	  condition	  in	  order	  to	  obtain	  good	  statistics.	  Rgs	  were	  determined	  from	  the	  

Guinier	  fit	  to	  averaged	  data	  and	  P(r)	  plots	  were	  generated	  using	  GNOM,	  Figure	  A-‐3.	  

(Semenyuk	  et	  al.	  1991)	  
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Chapter	  4:	  
	  

Stabilization	  of	  Native	  RNA	  Structure	  by	  Divalent	  Cations.	  

	  

Abstract	  

	   Cations	  may	  populate	  regions	  in	  or	  near	  an	  RNA,	  requiring	  different	  

considerations	  when	  describing	  the	  energetics	  of	  association.	  To	  gain	  further	  insight	  

into	  how	  divalent	  cations	  interact	  with	  RNA,	  and	  impart	  stability	  to	  the	  native	  state,	  

the	  folding	  of	  four	  different	  RNAs	  and	  ligand	  binding	  to	  the	  add	  adenine	  riboswitch	  

was	  monitored	  upon	  titration	  with	  diamines	  and	  group	  II	  ions.	  We	  observe	  a	  clear	  

difference	  in	  the	  folding	  response	  of	  RNAs	  known	  to	  chelate	  Mg2+	  vs	  non-‐chelators	  

upon	  titration	  with	  low	  charge	  density	  cations.	  RNAs	  lacking	  chelation	  sites	  show	  

only	  subtle	  differences	  in	  folding	  behavior	  when	  stabilized	  by	  different	  group	  II	  ions.	  

As	  an	  unexpected	  result,	  putrescine2+	  was	  shown	  to	  stabilize	  the	  native	  structure	  of	  

the	  add	  adenine	  riboswitch	  in	  complex	  with	  N6	  substituted	  ligands	  but	  not	  in	  the	  

apo	  or	  N6-‐unsubstituted	  ligand	  bound	  state.	  These	  results	  show	  that	  the	  difference	  

in	  folding	  behavior	  between	  group	  II	  ions	  and	  diamines	  can	  be	  attributed	  to	  poor	  

electrostatic	  compensation	  by	  lower	  charge	  density	  cations.	  Therefore	  the	  native	  

fold	  does	  not	  require	  specific	  coordination	  of	  Mg2+.	  Yet,	  Mg2+	  stabilizes	  a	  native-‐like	  

intermediate	  while	  other	  counterions	  are	  unable	  to	  drive	  the	  RNA	  into	  the	  same	  

intermediate	  structure.	  These	  results	  support	  a	  folding	  pathway	  tuned	  for	  Mg2+	  

without	  requiring	  chelation.	  
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Introduction	  

	   The	  divalent	  ion	  magnesium	  (Mg2+)	  has	  been	  implicated	  in	  providing	  a	  large	  

fraction	  of	  stabilizing	  energy	  to	  the	  native	  state	  of	  RNA	  upon	  folding.	  (Stein	  et	  al.	  

1974)	  However,	  the	  field	  of	  RNA	  folding	  is	  not	  unified	  on	  how	  magnesium,	  or	  other	  

divalent	  ions,	  interact	  with	  RNA	  in	  order	  to	  impart	  stability	  to	  the	  native	  state.	  RNA	  

folding	  studies	  have	  used	  various	  types	  of	  cations	  to	  mimic	  the	  interactions	  of	  

biogenic	  ions	  and	  gain	  insight	  into	  how	  Mg2+	  and	  other	  natural	  cations	  stabilize	  

RNA.	  (Auffinger	  et	  al.	  2011;	  Chowrira	  et	  al.	  1993;	  Noeske	  et	  al.	  2007)	  For	  the	  most	  

part,	  these	  reports	  have	  focused	  on	  characterizing	  RNAs	  with	  Mg2+	  chelation	  sites.	  

(Koculi	  et	  al.	  2007;	  Bukhman	  et	  al.	  1997)	  Most	  studies	  looking	  at	  the	  divalent	  ion	  

dependence	  of	  RNA	  folding	  have	  sought	  to	  find	  the	  characteristics	  that	  determine	  

chelation	  specificity.	  (Travers	  et	  al.	  2007)	  Such	  reports	  have	  suggested	  that	  the	  size	  

of	  the	  divalent	  counterion	  is	  the	  main	  determinant	  of	  chelation	  site	  occupancy.	  This	  

can	  be	  rationalized	  by	  the	  fact	  that	  these	  chelation	  sites	  are	  buried,	  requiring	  cations	  

of	  specific	  dimensions	  and	  hydration	  properties	  in	  order	  to	  occupy	  chelation	  sites.	  

What	  is	  not	  evident	  from	  these	  experiments	  is	  how	  the	  ion	  atmosphere	  (all	  non	  

chelated	  ions)	  is	  organized	  in	  the	  presence	  of	  non-‐biogenic	  cations	  and	  what	  

influence	  this	  has	  on	  RNA	  folding.	  Given	  the	  diversity	  of	  RNA	  folds	  found	  in	  nature,	  

we	  seek	  to	  provide	  a	  general	  understanding	  of	  how	  divalent	  ions	  interact	  with	  RNA	  

by	  expanding	  the	  survey	  of	  divalent	  ions	  to	  include	  a	  number	  of	  RNAs	  with	  varying	  

degrees	  of	  divalent	  cation	  burial.	  	  	  
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 Various	  types	  of	  interactions	  between	  cations	  and	  RNA	  have	  previously	  been	  

described	  (Draper	  et	  al.	  2004)	  ranging	  from	  chelated	  (cation	  is	  partially	  dehydrated	  

and	  makes	  at	  least	  two	  direct	  contacts	  with	  electronegative	  groups)	  to	  diffuse	  

(cation	  remains	  mobile	  and	  hydrated	  in	  the	  vicinity	  of	  the	  RNA).	  Each	  one	  of	  these	  

types	  of	  interactions	  imparts	  stability	  to	  the	  RNA,	  with	  energetic	  terms	  from	  site	  

binding	  and	  electrostatic	  interactions	  in	  the	  ion	  atmosphere	  needing	  to	  be	  

accounted	  for	  separately.	  (Leipply	  et	  al.	  2011)	  To	  survey	  the	  effects	  of	  varying	  

divalent	  cations	  on	  the	  folding	  of	  RNA,	  four	  RNAs	  with	  different	  degrees	  of	  cation	  

burial	  in	  their	  native	  structures	  were	  selected	  for	  study	  (Figure	  4-‐1).	  The	  resulting	  

spectrum	  of	  RNA-‐ion	  interactions	  afforded	  by	  the	  diversity	  of	  these	  structures	  

allows	  for	  a	  broad	  study	  on	  how	  divalent	  ions	  interact	  with	  local	  environments	  in	  an	  

RNA	  structure.	  	  

	   RNAs	  that	  bury	  or	  partially	  bury	  cations	  have	  been	  shown	  to	  have	  a	  strong	  

dependence	  on	  cation	  size	  /	  charge	  density	  for	  folding.	  (Moghaddam	  et	  al.	  2009;	  

Travers	  et	  al.	  2007)	  The	  two	  left	  most	  structures	  in	  Figure	  4-‐1	  (M-‐box	  riboswitch	  

aptamer	  domain	  and	  58mer	  rRNA	  fragment)	  have	  been	  shown	  to	  bury	  and	  chelate	  

cations	  upon	  folding.	  (Misra	  et	  al.	  2001;	  Leipply	  et	  al.	  2011;	  Ramesh	  et	  al.	  2011;	  

Pyle,	  2002)	  The	  M-‐box	  riboswitch	  regulates	  the	  activity	  of	  Mg2+	  in	  vivo	  by	  coupling	  

the	  binding	  of	  at	  least	  three	  Mg2+	  ions	  to	  the	  folding	  of	  an	  aptamer	  domain	  and	  

subsequent	  accessibility	  of	  an	  expression	  platform.	  (Dann	  et	  al.	  2008)	  The	  

appropriate	  size	  and	  geometry	  of	  the	  counterions	  in	  the	  local	  environment	  of	  the	  

RNA	  is	  essential	  for	  the	  folding	  and	  ultimately	  the	  switching	  of	  the	  regulatory	  

circuit.	  (Ramesh	  et	  al.	  2011)	  Like	  the	  M-‐box	  RNA,	  the	  58mer	  rRNA	  fragment	  
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chelates	  and	  partially	  buries	  both	  a	  Mg2+	  and	  K+	  ion.	  (Conn	  et	  al.	  1999;	  Conn	  et	  al.	  

2002)	  It	  has	  been	  shown	  through	  both	  theory	  and	  experiment	  that	  occupancy	  of	  

these	  chelation	  sites	  provides	  a	  significant	  amount	  of	  free	  energy	  to	  the	  native	  

structure,	  thus	  imposing	  the	  requirement	  for	  Mg2+	  to	  fold	  under	  physiological	  

conditions.	  (Misra	  et	  al.	  2001;	  Leipply	  et	  al.	  2011;	  Lambert	  et	  al.	  2009)	  

	   Not	  all	  RNAs	  have	  a	  strict	  dependence	  on	  the	  types	  of	  ions	  required	  to	  fold.	  

The	  two	  right	  most	  structures	  in	  Figure	  4-‐1,	  the	  FMN	  riboswitch	  and	  the	  A-‐

riboswitch,	  have	  each	  been	  shown	  to	  fold	  upon	  addition	  of	  divalent	  ions	  other	  than	  

Mg2+.	  (Serganov	  et	  al.	  2009;	  Trachman	  et	  al.	  2013)	  The	  A-‐riboswitch	  crystal	  

structure	  does	  not	  resolve	  any	  buried	  or	  partially	  buried	  cations.	  As	  expected	  this	  

RNA	  does	  not	  show	  any	  selectivity	  for	  monovalent	  ions,	  thus	  supporting	  the	  notion	  

that	  the	  majority	  of	  ion	  induced	  stability	  arises	  from	  interactions	  in	  the	  ion	  

atmosphere.	  (Lambert	  et	  al.	  2009)	  Like	  the	  A-‐riboswitch,	  the	  FMN	  riboswitch	  shows	  

no	  preference	  for	  group	  II	  ions	  with	  respect	  to	  binding	  FMN	  despite	  the	  presence	  of	  

a	  partially	  buried	  cation	  adjacent	  to	  the	  phosphate	  of	  the	  ligand	  in	  the	  crystal	  

structure.	  (Serganov	  et	  al.	  2009)	  In	  the	  absence	  of	  FMN	  and	  divalent	  ions	  the	  RNA	  

adopts	  native-‐like	  dimensions	  in	  solution.	  (Baird	  et	  al.	  2009)	  In	  addition,	  there	  is	  no	  

electron	  density	  corresponding	  to	  a	  divalent	  ion	  in	  the	  ligand	  binding	  pocket	  of	  the	  

apo	  structure.	  (Vicens	  et	  al.	  2011)	  These	  data	  support	  the	  idea	  that	  this	  RNA	  can	  fold	  

in	  the	  absence	  of	  ligand	  to	  a	  non-‐chelating	  state.	  

 RNA folding can be observed as a divalent ion is titrated into solution while 

monitoring a spectroscopic signal. Titration curves monitoring a two state RNA folding 

process have three distinct characteristics, the midpoint of folding, the slope at the 
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midpoint of folding (the Hill coefficient), and the total change in signal for the folding 

transition (e.g. Minimum Relative Absorbance). Each one of these parameters is a 

descriptor of the folding process and when compared with folding curves generated with 

divalent ions of varying charge density, principles regarding cation induced folding of 

RNA can be extracted. 

 When fit to the Hill equation, characteristics of RNA folding reactions can be 

extracted from the fitted parameters. The midpoint of a transition (C1/2) is the 

concentration of ion at which the free energy to transition between the I to N‐state is 

zero.  The slope at C1/2 also has physical meaning. Known as the Hill coefficient, this 

parameter is a measure of the difference in ion excess between the N and I‐state (ΔΓ2+). 

(Leipply, 2010) The native state is more compact than the intermediate state, causing a 

larger excess of cations to accumulate in the vicinity of the native state. (Grilley et al. 

2006) The hyperchromic effect is a result of bases stacking upon folding. The minimum 

relative absorbance (Rel. Abs.Min) is related to the fraction of folded RNA by the degree 

of base stacking occuring. If the same Rel. Abs.Min is obtained with different divalent 

ions, the RNA is believed to fold to the same structure in both counterions. Taken 

together, these values provide insight into the folding of RNA. 

	   Through	  the	  use	  of	  UV	  absorbance	  spectroscopy	  we	  have	  compared	  the	  

folding	  of	  four	  RNAs	  upon	  titration	  of	  both	  diamines	  and	  group	  II	  ions.	  We	  observe	  

that	  the	  burial	  or	  partial	  burial	  of	  cations	  in	  the	  native	  structure	  imposes	  a	  

constraint	  on	  the	  size	  of	  counterions	  capable	  of	  folding	  RNA	  to	  the	  native	  state.	  

RNAs	  that	  do	  not	  bury	  cations	  in	  the	  native	  structure	  show	  no	  dependence	  on	  the	  

size	  of	  group	  II	  ions	  for	  folding	  by	  UV	  absorbance.	  To	  probe	  further	  into	  this	  



	   96	  

phenomenon	  we	  looked	  at	  UV	  absorbance	  profile	  for	  folding	  the	  add	  adenine	  

riboswitch	  (A-‐riboswitch)	  upon	  titration	  with	  Mg2+	  or	  putrescine2+	  and	  with	  various	  

purine	  ligands.	  We	  found	  that	  for	  adenine	  and	  2,6-‐diaminopurine	  (DAP)	  both	  

putrescine2+	  and	  Mg2+	  induced	  the	  same	  absolute	  change	  in	  hyperchromicity	  while	  

the	  apo	  and	  2-‐aminopurine	  bound	  state	  did	  not	  achieve	  the	  same	  change	  in	  

hyperchromicity	  upon	  titration	  of	  putrescine2+.	  Binding	  studies	  of	  2-‐aminopurine	  

showed	  that	  these	  results	  are	  possibly	  due	  to	  the	  requirement	  of	  Mg2+	  for	  

stabilization	  of	  the	  native	  state	  in	  the	  absence	  of	  an	  N6	  substituted	  ligand.	  These	  

results	  show	  that	  small	  perturbations	  in	  the	  RNA	  can	  create	  rather	  large	  changes	  in	  

the	  ion	  dependence	  of	  folding.	  	  

Figure	  4-‐1	  

    

Figure	  4-‐1.	  Structures	  of	  the	  four	  RNAs	  used	  in	  this	  study.	  M-‐box	  riboswitch	  shows	  
the	  chelation	  sites	  for	  K+	  (purple	  spheres)	  and	  Mg2+	  (green	  spheres)	  PDB	  ID:	  3PDR.	  
58mer	  rRNA	  fragment	  showing	  the	  chelation	  sites	  for	  K+	  (purple	  spheres)	  and	  Mg2+	  
(green	  sphere)	  PDB	  ID:	  1HC8.Crystal	  structure	  of	  the	  apo	  FMN	  riboswitch	  PDB	  ID:	  
2YIF	  and	  the	  add	  adenine	  riboswitch	  PDB	  ID:	  1Y26.	  
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Results	  
	  
 
Folding	  of	  Mg2+	  Chelators	  

	   Figure	  4-‐2	  A	  shows	  the	  change	  in	  absorbance	  for	  the	  M-‐box	  riboswitch	  

aptamer	  domain	  upon	  titration	  of	  various	  divalent	  ions.	  Titration	  of	  the	  natural	  

effector	  molecule	  for	  this	  riboswitch,	  Mg2+,	  initially	  induces	  a	  collapse	  transition	  to	  a	  

reduced	  I-‐state	  ensemble	  followed	  by	  a	  cooperative	  folding	  transition	  to	  the	  N-‐state.	  

Similar	  three	  state	  folding	  schemes	  have	  been	  observed	  by	  multiple	  methods	  for	  

other	  large	  RNA	  structures.	  (Das	  et	  al.	  2003;	  Rangan	  et	  al.	  2003)	  For	  the	  M-‐box,	  the	  

initial	  collapse	  phase	  observed	  here	  by	  UV	  absorbance	  is	  correlated	  with	  a	  small	  

decrease	  in	  Rg,	  which	  is	  also	  observed	  with	  a	  mutant	  of	  the	  M-‐box	  (M3)	  incapable	  of	  

chelating	  Mg2+.	  (Dann	  et	  al.	  2007;	  Leipply	  ,	  2011)	  The	  decrease	  in	  Rg	  at	  10	  mM	  MgCl2	  

is	  35%	  of	  the	  initial	  Rg	  in	  the	  absence	  of	  Mg2+	  for	  the	  wt	  M-‐box	  while	  the	  M3	  mutant	  

M-‐box	  only	  decreases	  its	  Rg	  by	  6.5%	  of	  the	  initial	  Rg	  in	  10	  mM	  MgCl2.	  Therefore,	  at	  

least	  partial	  organization	  of	  a	  chelation	  site	  is	  required	  for	  the	  folding	  transition	  to	  

take	  place.	  These	  data	  show	  that	  a	  collapse	  transition	  results	  in	  reduced	  dimensions	  

while	  the	  folding	  transition	  couples	  the	  formation	  of	  tertiary	  interactions	  with	  the	  

subsequent	  organization	  of	  chelation	  sites	  upon	  binding	  divalent	  ions.	  

	   	  The	  Ca2+	  titration	  of	  the	  M-‐box	  is	  similar	  to	  the	  curve	  generated	  by	  Mg2+	  

although	  the	  folding	  transition	  is	  induced	  in	  half	  the	  concentration	  required	  for	  

Mg2+.	  In	  terms	  of	  free	  energy	  there	  is	  not	  a	  significant	  difference	  between	  these	  two	  

ions.	  The	  high	  concentration	  of	  Ca2+	  required	  to	  induce	  the	  folding	  transition	  (237	  

µM)	  is	  much	  larger	  than	  what	  would	  be	  found	  under	  physiological	  conditions.	  Other	  
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RNA	  structures	  that	  chelate	  Mg2+	  have	  also	  displayed	  a	  preference	  for	  Ca2+,	  although	  

they	  do	  not	  necessarily	  bind	  Mg2+	  in	  vivo.	  (Kang	  et	  al.	  2010;	  Klein	  et	  al.	  2009)	  In	  

some	  cases	  selectivity	  or	  preference	  for	  Ca2+	  can	  be	  selected	  for	  by	  mutations	  

adjacent	  to	  Mg2+	  chelation	  sites.	  (Lau	  et	  al.	  2013;	  Perrotta	  et	  al.	  2007)	  This	  

phenomenon	  is	  due	  to	  the	  lower	  enthalpy	  of	  hydration	  of	  Ca2+	  along	  with	  its	  similar	  

ionic	  radius	  that	  allows	  the	  cation	  to	  be	  easily	  accommodated	  into	  chelation	  sites.	  	  

	   In	  contrast	  to	  Mg2+,	  both	  Sr2+	  and	  Ba2+	  induce	  collapse	  at	  a	  lower	  

concentration,	  although	  they	  do	  not	  induce	  a	  folding	  transition.	  These	  results	  are	  

not	  surprising	  given	  that	  even	  the	  high	  charge	  density	  trivalent	  ion,	  cobalt	  

hexamine,	  does	  not	  induce	  folding	  of	  the	  M-‐box	  riboswitch.	  (Ramesh	  et	  al.	  2011)	  

Folding	  studies	  of	  similarly	  large	  RNAs	  (Azoarcus	  and	  Tetrahymena	  ribozymes)	  have	  

shown	  that	  neither	  Ba2+	  nor	  Sr2+	  induced	  the	  same	  minimum	  Rg	  as	  Mg2+,	  although	  

the	  differences	  in	  the	  minimum	  Rg	  are	  very	  small.	  (Moghaddam	  et	  al.	  2009)	  

Hydroxyl	  radical	  footprinting	  studies	  of	  the	  P4P6	  RNA	  indicate	  that	  neither	  Sr2+	  nor	  

Ba2+	  are	  chelated,	  though	  smaller	  divalent	  ions	  are.	  (Travers	  et	  al.	  2007)	  From	  figure	  

4-‐2	  A,	  we	  believe	  that	  folding	  and	  local	  organization	  of	  chelation	  sites	  is	  coupled	  to	  

cation	  chelation,	  and	  sterically	  excluded	  cations	  cannot	  organize	  chelation	  sites	  

through	  electrostatic	  interactions	  in	  the	  ion	  atmosphere.	  
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Figure	  4-‐2	  

	  	  	  	  	  	   	  

Figure	  4-‐2.	  Relative	  UV	  absorbance	  of	   the	  Mg2+	  chelators	  at	  260	  nm.	  Mg2+	  (green),	  
Ca2+	   (blue),	   Sr2+	   (red),	   Ba2+	   (orange),	   1,3-‐diaminopropane2+	   (light	   grey)	   or	  
putrescine2+	   (grey)	   for	   the	   M-‐box	   riboswitch	   (A)	   and	   58mer	   rRNA	   fragment	   (B).	  
Cadaverine2+	   did	   not	   induce	   a	   significant	   change	   in	   absorbance	   over	   the	  
concentrations	  tested.	  	  
	  

	   The	  58mer	  rRNA	  fragment	  shows	  only	  a	  single	  transition	  upon	  titration	  of	  

divalent	  ions.	  There	  is	  a	  fairly	  small	  difference	  in	  the	  Rel.	  AbsMin	  between	  the	  group	  

II	  ions	  for	  the	  58mer	  rRNA.	  Both	  Mg2+	  and	  Ca2+	  obtain	  the	  same	  minimum	  relative	  

absorbance	  (0.962).	  Once	  again	  the	  midpoint	  of	  the	  Ca2+	  induced	  transition	  (92	  µM	  

±	  2)	  occurs	  at	  approximately	  half	  the	  concentration	  required	  by	  Mg2+	  (224	  µM	  ±	  1.5)	  

with	  approximately	  the	  same	  Hill	  coefficient.	  The	  difference	  in	  the	  Rel.	  AbsMin	  

between	  the	  small	  group	  II	  ions	  (Mg2+	  and	  Ca2+)	  and	  the	  large	  group	  II	  ions	  (Sr2+	  and	  

Ba2+)	  is	  only	  ~0.02	  or	  (~15%	  of	  the	  total	  signal).	  This	  modest	  difference	  between	  

these	  ions	  is	  contrasted	  by	  a	  rather	  large	  difference	  in	  the	  Hill	  coefficients	  between	  

the	  small	  (Mg2+	  and	  Ca2+)	  and	  large	  (Sr2+	  and	  Ba2+)	  group	  II	  ions.	  These	  results	  may	  
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be	  due	  to	  the	  presence	  of	  a	  size	  selective	  cation	  binding	  site	  in	  the	  native	  state	  and	  

or	  alternative	  cation	  interactions	  with	  the	  intermediate	  state.	  	  

	  

Table	  4-‐1:	  UV	  absorbance	  titrations	  of	  the	  M-‐box	  riboswitch	  at	  260	  nm.	  

M-‐box	   C1/2,	  collapse	  (µM)	   n	  collapse	   C1/2,folding	  (µM)	   n	  folding	   Rel.	  Absmin	  
Mg2+ 45.0	  ±	  2.1	   1.02	  ±	  0.03	   491.6	  ±	  5.5	   8.50	  ±	  0.72	   0.952	  ±	  0.0003	  
Ca2+ 23.6	  ±	  6.0	   1.09	  ±	  0.04	   237.6	  ±	  3.5	   7.14	  ±	  0.44	   0.945	  ±	  0.0004	  
Sr2+ 13.0	  ±	  5.2	   0.57	  ±	  0.03	   -‐	   -‐	   0.970	  ±	  0.0015	  
Ba2+ 

	  
14.9	  ±	  7.2	   0.61	  ±	  0.04	   -‐	   -‐	   0.972	  ±	  0.002	  

1,3- 
diamine2+ 

	  

809	  ±	  32	   0.71	  ±	  0.01	   -‐	   -‐	   0.971	  ±	  0.0006	  

Putrescine2+ 
	  

1044	  ±	  121	   0.57	  ±	  0.02	   -‐	   -‐	   0.982	  ±	  0.0005	  

 

	   Neither	  the	  M-‐box	  riboswitch	  nor	  the	  58mer	  rRNA	  obtain	  the	  same	  relative	  

absorbance	  upon	  titration	  with	  organic	  divalent	  ions	  as	  with	  Mg2+.	  The	  minimum	  

relative	  absorbance	  for	  the	  diamines	  is	  only	  a	  fraction	  of	  the	  change	  in	  absorbance	  

obtained	  by	  Mg2+.	  The	  largest	  change	  in	  absorbance	  is	  observed	  for	  1,3-‐

diaminopropane	  while	  cadaverine2+,	  the	  diamine	  with	  the	  lowest	  charge	  density,	  

does	  not	  show	  a	  significant	  change	  in	  absorbance	  over	  the	  concentration	  range	  

tested	  (data	  not	  shown).	  These	  data	  suggest	  that	  charge	  density	  is	  a	  significant	  

factor	  in	  inducing	  collapse	  of	  RNA	  while	  appropriate	  counterion	  size	  is	  essential	  for	  

chelation	  and	  ultimately	  folding.	  

	  

Folding	  of	  Non-‐chelators	  

	   Both	  the	  FMN	  riboswitch	  and	  A-‐riboswitch	  have	  been	  shown	  to	  fold	  to	  

compact	  states	  in	  the	  absence	  of	  their	  respective	  ligands	  upon	  addition	  of	  Mg2+	  and	  

are	  believed	  to	  do	  so	  without	  invoking	  Mg2+	  chelation.	  (Baird	  et	  al.	  2010;	  Leipply	  et	  
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al.	  2011;	  Vicens	  et	  al.	  2011)	  	  As	  a	  testament	  to	  this,	  both	  of	  these	  RNAs	  reach	  the	  

same	  relative	  absorbance	  in	  all	  of	  the	  group	  II	  ions	  used	  in	  this	  study	  (Figure	  4-‐3).	  In	  

addition	  the	  Hill	  coefficients	  for	  the	  transition	  from	  the	  I	  to	  N-‐state	  are	  similar	  

between	  the	  different	  group	  II	  ions.	  These	  results	  suggest	  that	  all	  group	  II	  ions	  

induce	  folding	  to	  the	  same	  state	  and	  are	  thus	  non-‐specific	  in	  their	  interaction	  with	  

these	  RNAs.	  

	  

Table	  4-‐2:	  UV	  absorbance	  titrations	  of	  the	  58mer	  rRNA	  at	  260	  nm.	  

58mer	  rRNA	   C1/2	  (µM)	   n	   ∆Absmin	  
Mg2+	   219.5	  ±	  12.2	   1.61	  ±	  0.11	   0.962	  ±	  0.001	  
Ca2+	   93.8	  ±	  6.56	   1.50	  ±	  0.09	   0.962	  ±	  0.0015	  
Sr2+	   193.4	  ±	  19.4	   1.1	  ±	  0.07	   0.966±	  0.0015	  
Ba2+	   154.9	  ±	  21.7	   0.95	  ±	  0.09	   0.965	  ±	  0.0008	  

1,3-‐diamine2+	   466	  ±	  99.6	   0.75	  ±	  0.06	   0.979	  ±	  0.0017	  
Putrescine2+	   389.7±	  141.5	   1.35	  ±	  1.39	   0.99	  ±	  0.0018	  

	  

	   The	  FMN	  riboswitch	  undergoes	  a	  single	  folding	  transition	  to	  its	  folded	  apo	  

state	  (Figure	  4-‐3	  A).	  	  The	  group	  II	  ions	  used	  in	  this	  study	  induce	  folding	  to	  the	  same	  

relative	  absorbance	  for	  the	  FMN	  riboswitch.	  There	  is	  a	  three-‐fold	  difference	  in	  the	  

range	  of	  the	  midpoints	  for	  these	  group	  II	  ions	  (Table	  4-‐3).	  This	  difference	  is	  due	  to	  

different	  degrees	  of	  interaction	  with	  the	  native	  and	  intermediate	  state	  of	  the	  RNA.	  

Although	  it	  is	  difficult	  to	  observe	  interactions	  of	  group	  II	  ions	  with	  the	  intermediate	  

state,	  crystallography	  can	  provide	  insight	  into	  the	  interaction	  of	  ions	  with	  the	  native	  

state.	  Crystal	  soaks	  of	  the	  FMN	  riboswitch-‐Mg2+	  complex	  with	  BaCl2	  showed	  that	  

Ba2+	  is	  capable	  of	  replacing	  Mg2+	  in	  a	  buried	  chelation	  site	  along	  with	  occupying	  

additional	  sites	  on	  the	  structure	  (Figure	  A-‐4).	  (Serganov	  et	  al.	  2009)	  The	  additional	  
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sites	  occupied	  by	  Ba2+	  were	  most	  often	  found	  adjacent	  to	  N7	  atoms	  of	  purine	  bases.	  

These	  interactions	  are	  typical	  of	  soft	  transition	  metals	  and	  highlight	  the	  potential	  

soft	  /	  polarizable	  nature	  of	  Ba2+	  and	  Sr2+.	  (Bock	  et	  al.	  1999;	  Bronnval	  et	  al.	  2001)	  

These	  results	  show	  that	  discrepancies	  between	  group	  II	  ions	  may	  arise	  from	  factors	  

other	  than	  steric	  exclusion	  from	  chelation	  sites,	  complicating	  comparisons	  between	  

group	  II	  ions.	  What	  is	  clear	  from	  this	  and	  other	  studies	  is	  that	  ions	  other	  than	  Mg2+	  

are	  capable	  of	  folding	  the	  FMN	  to	  a	  native	  conformation	  in	  both	  the	  apo	  and	  holo	  

state.	  

	  

Figure	  4-‐3	  

	  

Figure	  4-‐3.	  Relative	  UV	  absorbance	  at	  260	  nm	  of	  the	  non-‐chelators	  as	  a	  function	  of	  
Mg2+	   (green),	   Ca2+	   (blue),	   Sr2+	   (red),	   Ba2+	   (orange),	   1,3-‐diaminopropane2+	   (light	  
grey),	   putrescine2+	   (grey)	   or	   cadaverine2+	   (black)	   concentration	   for	   the	   Apo	   FMN	  
riboswitch	  (A)	  and	  Apo	  A-‐riboswitch	  (B).	  
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Table	  4-‐3:	  UV	  absorbance	  titrations	  of	  the	  Apo	  FMN	  riboswitch	  and	  Apo	  
	  A-‐riboswitch	  at	  260	  nm.	  

	  

	  
	  

	   The	  A-‐riboswitch	  is	  one	  of	  the	  most	  well-‐characterized	  RNAs	  with	  regards	  to	  

folding	  and	  structure.	  The	  two	  most	  prominent	  characteristics	  of	  the	  A-‐riboswitch	  

topology	  are	  the	  central	  ligand	  binding	  pocket	  and	  the	  distal	  kissing	  loops.	  These	  

two	  regions	  switch	  from	  a	  disordered	  to	  an	  ordered	  state	  upon	  folding	  in	  the	  

appropriate	  solution	  conditions.	  The	  result	  is	  a	  folding	  scheme	  that	  is	  composed	  of	  

four	  distinct	  states	  (Figure	  4-‐4).	  Titration	  of	  Mg2+	  in	  the	  absence	  of	  ligand	  produces	  

RNA	  dimensions	  similar	  to	  the	  native	  structure	  (Leipply	  et	  al.	  2011).	  The	  resulting	  

transition	  from	  an	  extended	  (E)	  to	  an	  intermediate	  docked	  conformation	  (IDock)	  is	  

characterized	  by	  docked	  kissing	  loops	  with	  only	  partial	  organization	  of	  the	  ligand	  

binding	  pocket.	  	  It	  has	  been	  shown	  through	  HSQC	  experiments	  that	  ligand	  is	  

required	  to	  completely	  organize	  the	  ligand	  binding	  pocket	  although	  Mg2+	  can	  

partially	  organize	  this	  region	  in	  the	  absence	  of	  ligand.	  (Noeske	  et	  al.	  2007)	  UV	  

(Apo)	  
FMN	  riboswitch	  

C1/2	  (µM)	   n	   Rel.	  Absmin	   (Apo)	  
A-‐riboswitch	  

C1/2	  (µM)	   n	   Rel.	  
Absmin	  

Mg2+	   78.9	  ±	  5.2	   1.22	  ±	  
0.02	  

0.942	   Mg2+	   120.5	  ±	  
9.4	  
	  

1.61	  ±	  
0.12	  
	  

0.949	  
	  

Ca2+	   42.3	  ±	  1.5	   1.72	  ±	  
0.04	  

0.943	   Ca2+	   48.0	  ±	  
0.67	  
	  

1.93	  ±	  
0.04	  
	  

0.949	  
	  

Sr2+	   147.8	  ±	  
2.1	  

1.22	  ±	  
0.01	  

0.942	   Sr2+	   50.4	  ±	  7.5	  
	  

1.56	  ±	  
0.30	  
	  

0.949	  
	  

Ba2+	  
	  

94.1	  ±	  3.1	   1.09	  ±	  
0.03	  

0.942	   Ba2+	  
	  

73.1	  ±	  3.1	  
	  

1.67	  ±	  
0.09	  
	  

0.949	  
	  

1,3-‐	  
diaminopropane2+	  

	  

-‐	   -‐	   -‐	   1,3-‐	  
diaminopropane2+	  

	  

294.8	  ±	  
15.5	  
	  

2.06	  ±	  
0.22	  
	  

0.9566	  
	  

Putrescine2+	  
	  

485.4	  ±	  
19.1	  

0.89	  ±	  
0.02	  

0.965	   Putrescine2+	  
	  

523.3	  ±	  
12.2	  
	  

1.66	  ±	  
0.06	  
	  

0.954	  
	  

Cadaverine2+	  
	  

-‐	   -‐	   -‐	   Cadaverine2+	  
	  

720	  ±	  20.1	  
	  

1.52	  ±	  
0.11	  
	  

0.964	  
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absorbance	  measurements	  show	  that	  all	  group	  II	  ions	  induce	  the	  same	  Rel.	  AbsMin	  

(Figure	  4-‐3	  B).	  This	  suggests	  that	  the	  group	  II	  ions	  induce	  folding	  to	  the	  same	  IDock	  

state.	  Despite	  going	  through	  the	  same	  transition,	  the	  midpoints	  of	  each	  transition	  

differ,	  with	  Mg2+	  requiring	  the	  highest	  concentration	  to	  induce	  folding	  (Table	  4-‐3).	  

From	  the	  current	  results,	  we	  see	  no	  obvious	  trend	  in	  terms	  of	  counterion	  

characteristics	  that	  govern	  the	  folding	  from	  an	  E	  to	  IDock	  conformation.	  	  	  

	  

Figure	  4-‐4	  

	  

Figure	   4-‐4.	   Folding	   pathway	   for	   the	  A-‐riboswitch.	   Four	   states	   of	   the	   A-‐riboswitch	  
are	   defined	   by	   the	   organization	   of	   the	   ligand-‐binding	   pocket	   and	   docked	   kissing	  
loops.	  These	  structures	  can	   interconvert	  during	   folding	  and	  unfolding	  of	   the	  wt	  A-‐
riboswitch	  while	  the	  E	  and	  ILBP	  structures	  can	  be	  isolated	  in	  solution	  with	  the	  use	  of	  
a	  C60G	  mutant.	  Adapted	  from	  Leipply	  et	  al.	  2011.	  
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	   Neither	  the	  apo-‐FMN	  riboswitch	  nor	  the	  apo-‐A-‐riboswitch	  obtain	  the	  same	  

relative	  absorbance	  upon	  titration	  of	  diamines	  as	  found	  with	  Mg2+	  or	  the	  other	  

group	  II	  ions.	  These	  results	  are	  consistent	  with	  previous	  reports	  suggesting	  that	  

diamines	  are	  incapable	  of	  folding	  structured	  RNAs	  to	  their	  native	  state.	  (Koculi	  et	  al.	  

2004)	  See	  Discussion	  for	  more	  details.	  	  

	  

Folding	  and	  ligand	  binding	  of	  the	  A-‐riboswitch	  	  	  

	   The	  structure	  of	  the	  A-‐riboswitch	  ligand	  binding	  pocket	  contains	  a	  sharp	  

kink,	  bringing	  phosphate	  oxygens	  within	  3.6	  Å	  of	  one	  another.	  As	  a	  result,	  a	  large	  

amount	  of	  energy	  (~5	  kcal/mol)	  is	  required	  to	  organize	  the	  binding	  pocket	  of	  this	  

RNA.	  (Leipply	  et	  al.	  2011)	  Despite	  this	  fact,	  saturating	  conditions	  of	  2,6-‐

diaminopurine,	  in	  the	  absence	  of	  divalent	  ions,	  are	  capable	  of	  providing	  enough	  free	  

energy	  to	  organize	  this	  region	  and	  fold	  the	  A-‐riboswitch	  (Leipply	  et	  al	  2011).	  	  As	  a	  

means	  of	  looking	  at	  how	  organization	  of	  the	  ligand	  binding	  pocket	  influences	  the	  ion	  

dependence	  of	  folding	  the	  A-‐riboswitch,	  we	  monitored	  UV	  absorbance	  in	  the	  

presence	  and	  absence	  of	  different	  purines	  known	  to	  bind	  the	  A-‐riboswitch	  (Figure	  

4-‐5).	  These	  experiments	  observe	  the	  hyperchromic	  response	  of	  the	  RNA	  as	  it	  

transitions	  from	  an	  E-‐state	  to	  the	  N-‐state,	  where	  both	  docked	  loops	  and	  an	  

organized	  binding	  pocket	  are	  present.	  As	  expected,	  Mg2+	  induces	  folding	  at	  

significantly	  lower	  concentration	  than	  putrescine2+	  in	  both	  the	  presence	  and	  

absence	  of	  ligand.	  Interestingly,	  Mg2+	  and	  putrescine2+	  do	  not	  obtain	  the	  same	  Rel.	  

AbsMin	  in	  the	  absence	  of	  ligand	  or	  in	  the	  presence	  of	  2-‐AP.	  This	  can	  be	  contrasted	  

with	  the	  ligands	  2,6-‐diaminopurine	  and	  adenine	  which	  both	  obtain	  the	  same	  
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relative	  absorbance	  upon	  titration	  with	  Mg2+	  or	  putrescine2+.	  Comparison	  of	  the	  

ligands	  and	  UV	  monitored	  folding	  response	  implicates	  the	  N6	  position	  of	  the	  ligand	  

in	  the	  folding	  discrepancy	  between	  Mg2+	  and	  putrescine2+.	  Therefore,	  N6	  substituted	  

purines	  are	  capable	  of	  organizing	  the	  ligand	  binding	  pocket	  in	  the	  absence	  of	  

divalent	  ions,	  allowing	  for	  low	  charge	  density	  counterions	  such	  as	  diamines	  to	  

stabilize	  the	  native	  state.	  

	   The	  Rel.	  AbsMin	  for	  the	  A-‐riboswitch	  significantly	  changes	  depending	  on	  the	  

ligand	  present	  in	  solution	  (Figure	  4-‐5).	  The	  difference	  between	  the	  Rel.	  AbsMin	  for	  

the	  apo	  and	  holo	  forms	  can	  be	  rationalized	  by	  a	  difference	  in	  binding	  pocket	  

organization.	  However,	  Mg2+	  titrations	  in	  the	  presence	  of	  2,6-‐diaminopurine	  and	  2-‐

aminopurine	  result	  in	  the	  same	  Rel.	  AbsMin	  while	  Rel.	  AbsMin	  for	  adenine	  is	  0.04	  

lower.	  One	  possible	  explanation	  is	  that	  the	  decrease	  in	  Rel.	  Abs.	  results	  from	  the	  

decrease	  in	  absorbance	  of	  the	  free	  adenine	  upon	  binding	  to	  the	  A-‐riboswitch.	  Of	  the	  

three	  ligands	  used,	  adenine	  is	  the	  only	  one	  that	  shows	  a	  large	  absorbance	  signal	  at	  

260	  nm	  under	  the	  conditions	  tested.	  At	  a	  concentration	  of	  ~1	  µM	  A-‐riboswitch,	  

stoichiometric	  binding	  of	  adenine	  will	  cause	  a	  maximum	  decrease	  in	  Abs	  of	  0.025	  

for	  the	  free	  ligand	  (adenine	  ε	  =	  14.4	  /	  mM).	  Yet,	  this	  does	  not	  account	  for	  the	  total	  

difference	  in	  signal	  of	  0.04	  that	  we	  observe.	  It	  is	  possible	  that	  there	  is	  an	  additional	  

decrease	  in	  absorbance	  of	  the	  RNA	  upon	  stacking	  with	  adenine	  that	  does	  not	  occur	  

with	  the	  other	  ligands.	  Another	  explanation	  is	  that	  the	  adenine	  ligand	  resides	  in	  a	  

different	  orientation	  in	  the	  binding	  pocket	  than	  2-‐aminopurine	  or	  2,6-‐

diaminopurine	  causing	  a	  larger	  hypochromicity.	  In	  the	  presence	  of	  ligand,	  purine	  

riboswitches	  have	  been	  shown	  to	  fold	  to	  the	  same	  structure	  regardless	  of	  the	  ligand	  
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occupying	  the	  binding	  site	  (Gilbert	  et	  al.	  2006;	  Serganov	  et	  al.	  2004)	  suggesting	  that	  

orientation	  is	  not	  the	  cause	  of	  the	  ∆Rel	  AbsMin.	  Further	  experiments	  are	  required	  to	  

determine	  the	  cause	  of	  the	  difference	  in	  absorbance.	  

	  

Figure	  4-‐5	  

	  

Figure	  4-‐5.	  Effect	  of	  ligand	  structure	  on	  RNA	  folding.	  Relative	  UV	  absorbance	  at	  260	  
nm	  as	  a	  function	  of	  Mg2+	  (green)	  or	  putrescine2+	  (grey)	  for	  the	  A-‐riboswitch	  in	  the	  
absence	  of	  ligand	  (A),	  presence	  of	  16	  µM	  2-‐aminopurine	  (B),	  24	  µM	  adenine	  (C)	  or	  8	  
µM	  2,6-‐diaminopurine	  (D).	  
	  

	   As	  a	  means	  of	  looking	  further	  into	  the	  difference	  between	  putrescine	  and	  

Mg2+	  in	  the	  presence	  of	  2-‐aminopurine	  (Figure	  4-‐5),	  the	  study	  was	  expanded	  to	  

include	  the	  group	  II	  ions	  Ca2+,	  Sr2+	  and	  Ba2+	  (Figure	  4-‐6	  A).	  All	  of	  the	  group	  II	  ions	  

tested	  obtained	  approximately	  the	  same	  relative	  absorbance	  as	  that	  of	  Mg2+	  (~0.93).	  

These	  results	  show	  that	  a	  high	  charge	  density	  counterion	  is	  required	  in	  order	  to	  

transition	  from	  an	  extended	  state	  to	  the	  native	  state	  in	  the	  presence	  of	  2-‐
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aminopurine.	  Therefore	  a	  size	  selective	  chelation	  site	  is	  not	  formed	  upon	  altering	  

the	  purine	  ligand.	  	  

	  

Figure	  4-‐6	  

	  
Figure	   4-‐6.	   RNA	   folding	   and	   ligand	   binding	   in	   2-‐aminopurine	   (A)	   Relative	   UV	  
absorbance	  at	  260	  nm	  for	  the	  A-‐riboswitch	  in	  the	  presence	  of	  16	  µM	  2-‐aminopurine	  
upon	   titrating	   Mg2+	   (green),	   Ca2+	   (blue),	   Sr2+	   (red),	   Ba2+	   (orange)	   or	   putrescine2+	  
(grey).	  (B)	  Fluorescence	  quenching	  of	  2-‐aminopurine	  upon	  titration	  of	  A-‐riboswitch	  
in	   the	  presence	  of	  350	  µM	  of	   group	   II	   ions	  or	  5	  mM	  of	  diamines.	  Color	   scheme	   is	  
identical	  to	  (A)	  with	  the	  addition	  of	  50	  mM	  K+	  only	  (purple)	  1,3-‐diaminopropane2+	  
(light	  grey)	  and	  cadaverine2+	  (black).	  
	  
	  
Table	  4-‐4	  
	  
260nm	  
Abs.	  

C1/2	  (µM)	   n	   Rel.	  Abs	  max	   370nm	  Fl.	   C1/2	  (µM)	   n	   Rel.	  Flmax	  

Mg2+	   57.7	  ±	  2.2	  	   1.31	  ±	  
0.057	  

0.931	  ±	  
0.0006	  

Mg2+	   138.5	  ±	  1.3	   1.43	  ±	  
0.02	  

0.091	  ±	  0.003	  

Ca2+	   39.1	  ±	  1.1	   1.86	  ±	  
0.081	  

0.931	  ±	  
0.0006	  

Ca2+	   106.8	  ±	  1.0	   1.47	  ±	  
0.02	  

0.088	  ±	  0.002	  

Sr2+	   37.6	  ±	  3.7	   1.51	  ±	  
0.033	  	  

0.930	  ±	  
0.0003	  

Sr2+	   122.1	  ±	  1.2	   1.54	  ±	  
0.02	  

0.080	  ±	  0.002	  

Ba2+	   78.3	  ±	  2.8	   1.54	  ±	  
0.048	  

0.934	  ±	  
0.0006	  	  

Ba2+	   170.3	  ±	  5.6	   1.32	  ±	  
0.07	  

0.010	  ±	  0.001	  

1,3-‐
diamine2+	  

-‐	   -‐	   -‐	   1,3-‐diamine2+	   252.7	  ±	  6.7	   0.97	  ±	  
0.02	  

0.121	  ±	  0.006	  

Putrescine2+	   356.7	  ±	  
35.4	  

1.68	  ±	  
0.007	  

0.947	  ±	  
0.0003	  

Putrescine2+	   925.9	  ±	  35.3	   1.03	  ±	  
0.03	  

0.180	  ±	  0.011	  

Cadaverine2
+	  

-‐	   -‐	   -‐	   Cadaverine2+	   3623.2	  ±	  83.5	   1.07	  ±	  
0.02	  

0.216	  ±	  0.017	  
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	   As	  a	  complementary	  experiment	  to	  the	  ion	  dependence	  of	  folding,	  the	  

fluorescence	  quenching	  of	  2-‐aminopurine	  was	  monitored	  upon	  binding	  A-‐

riboswitch	  (Figure	  4-‐6	  B).	  (Lemay	  et	  al.	  2006)	  For	  this	  study	  the	  concentration	  of	  

group	  II	  ions	  was	  kept	  constant	  at	  350	  µM	  while	  the	  concentration	  of	  diamines	  was	  

maintained	  at	  5	  mM.	  At	  these	  two	  concentrations,	  the	  Tm	  for	  the	  native	  to	  

intermediate	  transition	  is	  the	  same	  for	  put2+	  and	  Mg2+.	  (Trachman	  et	  al.	  2013)	  Upon	  

titration	  of	  A-‐riboswitch,	  binding	  of	  2-‐aminopurine	  occurs	  in	  both	  the	  diamine	  and	  

group	  II	  ion	  containing	  solutions	  with	  no	  binding	  being	  observed	  in	  the	  50	  mM	  K+	  

containing	  solution.	  From	  these	  results	  it	  is	  clear	  that	  divalent	  ions	  promote	  binding	  

of	  ligand.	  

	   The	  2-‐aminopurine	  binding	  series	  shows	  a	  biased	  behavior	  in	  regards	  to	  

folding	  in	  the	  presence	  of	  group	  II	  ions	  relative	  to	  diamines.	  All	  of	  the	  group	  II	  ions	  

promote	  binding	  to	  approximately	  the	  same	  degree	  as	  indicated	  by	  similar	  

midpoints	  (~200	  pM)	  and	  maximum	  fluorescence	  quenching	  (~90.5%).	  This	  is	  

contrary	  to	  the	  diamine	  series,	  which	  shows	  a	  dramatic	  difference	  in	  binding	  of	  2-‐

aminopurine	  for	  each	  diamine	  tested.	  The	  midpoint	  and	  the	  fractional	  change	  in	  

fluorescence	  are	  minimized	  and	  maximized	  (respectively)	  with	  decreasing	  linker	  

length	  (charge	  density)	  of	  the	  diamine.	  These	  results	  indicate	  that	  the	  quenching	  of	  

the	  ligand	  signal	  is	  dependent	  on	  charge	  density	  of	  the	  diamines.	  The	  question	  still	  

remains	  as	  to	  what	  is	  the	  meaning	  of	  the	  maximum	  fluorescence	  quenching.	  Given	  

that	  each	  curve	  contains	  saturating	  amounts	  of	  A-‐riboswitch,	  the	  fraction	  of	  bound	  

ligand	  should	  approach	  100%	  at	  the	  lower	  end	  of	  each	  curve.	  The	  maximum	  

fluorescence	  quenching	  will	  report	  on	  the	  local	  environment	  (binding	  pocket	  
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organization)	  of	  the	  fluorophore	  (2-‐aminopurine)	  rather	  than	  the	  fraction	  of	  bound	  

fluorophore.	  Therefore,	  high	  counterion	  charge	  density	  is	  capable	  of	  compensating	  

for	  the	  lack	  of	  a	  N6	  substituted	  ligand	  and	  promotes	  a	  native-‐like	  organization	  to	  the	  

ligand-‐binding	  pocket.	  

	  

2-‐aminopurine	  binding	  upon	  titration	  with	  cations	  

	  

	   Previous	  work	  has	  looked	  at	  both	  the	  binding	  of	  ligand	  and	  folding	  of	  the	  A-‐

riboswitch	  upon	  titration	  with	  Mg2+	  and	  other	  cations.	  (Leipply	  et	  al.	  2011;	  Noeske	  

et	  al.	  2007)	  Both	  reports	  observed	  that	  the	  folding	  of	  this	  RNA	  occurs	  through	  a	  

cooperative	  process	  where	  the	  docking	  of	  the	  kissing	  loops	  is	  coupled	  to	  

organization	  of	  the	  binding	  pocket	  upon	  interaction	  with	  ligand.	  As	  a	  means	  of	  

looking	  at	  how	  cations	  influence	  the	  organization	  of	  the	  ligand	  binding	  pocket	  we	  

observed	  2-‐aminopurine	  binding	  in	  both	  the	  cooperative	  (wild	  type)	  and	  uncoupled	  

(C60G	  mutant)	  systems	  (Figure	  4-‐7).	  In	  addition	  to	  the	  group	  II	  ions	  and	  

putrescine2+,	  cobalt	  hexamine	  and	  MnCl2	  were	  titrated	  to	  draw	  a	  comparison	  with	  

NMR	  experiments	  designed	  to	  observe	  Mg2+	  interaction	  sites	  on	  the	  A-‐riboswitch.	  

(Noeske	  et	  al.	  2007;	  Buck	  et	  al.	  2010)	  

	   A	  major	  difference	  between	  the	  2-‐aminopurine	  binding	  titrations	  is	  the	  

maximum	  fluorescence	  quenching.	  Due	  to	  the	  nature	  of	  ensemble	  measurements	  

the	  difference	  in	  fluorescence	  quenching	  can	  be	  attributed	  to	  either	  the	  formation	  of	  

an	  alternative	  structure	  that	  does	  not	  produce	  the	  same	  fluorescence	  quenching	  at	  

saturation	  and	  /	  or	  a	  lower	  fraction	  of	  bound	  ligand.	  We	  believe	  that	  this	  difference	  

in	  quenching	  is	  due	  to	  a	  slightly	  different	  orientation	  of	  the	  ligand	  in	  the	  binding	  
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pocket.	  If	  the	  difference	  in	  baseline	  signal	  were	  due	  to	  a	  lower	  fraction	  of	  bound	  

ligand,	  high	  concentrations	  of	  A-‐riboswitch	  would	  saturate	  binding.	  This	  is	  not	  

observed	  in	  Figure	  4-‐6	  B.	  	  

	   For	  the	  wt	  A-‐riboswitch,	  all	  of	  the	  ions	  tested	  except	  putrescine2+	  promote	  

fluorescence	  quenching	  to	  the	  same	  degree	  as	  Mg2+	  (Figure	  4-‐7A).	  This	  is	  consistent	  

with	  the	  UV	  absorbance	  data	  in	  the	  presence	  of	  2-‐aminopurine,	  which	  shows	  that	  

the	  RNA	  does	  not	  obtain	  the	  same	  structure	  in	  the	  presence	  of	  putrescine2+	  as	  in	  the	  

other	  divalent	  ions	  (Figure	  4-‐6A).	  Upon	  uncoupling	  of	  binding	  pocket	  organization	  

with	  loop	  docking	  through	  the	  C60G	  mutation,	  the	  same	  maximum	  relative	  

fluorescence	  obtained	  by	  the	  wild	  type	  A-‐riboswitch	  with	  all	  group	  II	  ions	  and	  cobalt	  

hexamine	  (10.0	  %)	  is	  only	  achieved	  in	  the	  presence	  of	  Mg2+	  (Figure	  4-‐7	  B).	  The	  

divalent	  ions	  Ca2+	  and	  Sr2+,	  and	  the	  trivalent	  ion	  Cobalt	  hexamine	  only	  quench	  to	  

14%	  of	  the	  initial	  signal	  while	  Mn2+	  can	  only	  induce	  quenching	  to	  18%.	  The	  

difference	  in	  fluorescence	  quenching	  between	  Mg2+	  and	  the	  other	  cations	  can	  be	  

rationalized	  by	  Mg2+	  actively	  promoting	  organization	  of	  the	  ligand	  binding	  pocket	  or	  

by	  the	  other	  cations	  promoting	  non-‐native	  states	  in	  the	  absence	  of	  coupled	  folding.	  	  

	   Titration	  of	  the	  C60G	  mutant	  with	  putrescine2+	  exhibits	  a	  marginal	  binding	  of	  

ligand	  with	  a	  midpoint	  shifted	  two	  orders	  of	  magnitude	  higher	  in	  concentration	  than	  

the	  wild	  type	  titrated	  with	  putrescine2+.	  Although	  this	  is	  a	  drastic	  change,	  caution	  

should	  used	  when	  extracting	  information	  from	  these	  data	  given	  the	  high	  

concentration	  of	  Cl-‐	  at	  the	  high	  end	  of	  the	  curve.	  In	  addition,	  the	  Rg	  of	  the	  C60G	  A-‐

riboswitch	  shows	  no	  change	  upon	  titration	  of	  5	  mM	  putrescine2+	  while	  the	  addition	  

of	  1	  mM	  Mg2+	  is	  capable	  of	  decreasing	  the	  dimensions	  of	  this	  RNA	  (Figure	  A-‐3).	  
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(Leipply	  et	  al.	  2011)	  Together	  these	  results	  show	  that	  organization	  of	  the	  binding	  

pocket	  and	  ultimately	  folding	  is	  dependent	  on	  a	  high	  charge	  density	  (charge	  divided	  

by	  Van	  der	  Waals	  volume)	  counterion.	  

	  

Figure	  4-‐7	  

	  

Figure	   4-‐7.	   2-‐aminopurine	   fluorescence	   quenching	   for	   the	   extended	   to	   native	  
transition	  (wild	  type,	  closed	  symbols)	  (A)	  and	  the	  extended	  to	  ILBP	  transition	  (C60G	  
mutant,	   open	   symbols)	   (B)	   upon	   titration	   of	   different	   cations.	   (A)	   Wild	   type	   A-‐
riboswitch	   upon	   titration	   with	   cobalt	   hexamine	   (orange),	   CaCl2	   (blue),	   MgCl2	  
(green),	  SrCl2	  (red)	  and	  putrescine2+	  (grey).	  (B)	  C60G	  mutant	  upon	  titration	  with	  the	  
ions	   listed	   in	   (A)	   in	   addition	   to	  MnCl2	   (purple).	   The	  wild	   type	   A-‐riboswitch	   upon	  
titration	  with	  MgCl2	   (green,	  closed	  symbols)	   from	  panel	  A	   is	  shown	  as	  a	  reference	  
point.	  	  	  
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Discussion	  
	  
RNA	  folding	  induced	  by	  diamines	  
	  

	   RNA	  folding	  is	  highly	  dependent	  on	  the	  ionic	  conditions	  present	  in	  solution.	  

In	  this	  chapter,	  we	  try	  to	  gain	  insight	  into	  the	  principles	  governing	  RNA	  folding	  by	  

observing	  the	  folding	  of	  four	  different	  RNAs	  with	  a	  series	  of	  divalent	  cations.	  To	  our	  

best	  knowledge	  the	  activity	  coefficients	  of	  the	  cations	  used	  in	  this	  study	  are	  nearly	  

identical	  to	  each	  other	  over	  the	  concentration	  ranges	  reported.	  (Robinson	  et	  al.	  

1948;	  Trachman	  et	  al.	  2013)	  Therefore	  the	  differences	  in	  RNA	  folding	  behavior	  

observed	  here	  are	  due	  to	  structural	  and	  physical	  properties	  of	  cations	  rather	  than	  

differences	  in	  effective	  concentration.	  

	   Four	  RNAs,	  classified	  by	  the	  degree	  of	  interaction	  they	  have	  with	  divalent	  

ions,	  were	  studied	  in	  parallel.	  The	  M-‐box	  riboswitch	  and	  58mer	  rRNA	  fragment	  

were	  chosen	  to	  represent	  “Mg2+	  chelators”	  (see	  Results	  for	  description)	  while	  the	  

FMN	  riboswitch	  and	  A-‐riboswitch	  represent	  the	  “non-‐chelators”.	  There	  were	  

distinct	  differences	  between	  spectroscopic	  signals	  of	  the	  Mg2+-‐chelating	  RNAs	  upon	  

titration	  of	  low	  charge	  density	  counterions	  (Sr2+,	  Ba2+,	  1,3-‐diaminopropane2+,	  

putrescine2+	  and	  cadaverine2+)	  than	  with	  the	  high	  charge	  density	  counterions	  (Mg2+	  

and	  Ca2+).	  These	  results	  are	  consistent	  with	  the	  requirement	  for	  a	  high	  charge	  

density	  counterion	  to	  occupy	  and	  organize	  a	  chelation	  site(s)	  in	  order	  for	  folding	  to	  

take	  place.	  It	  should	  be	  noted	  that	  under	  extreme	  conditions	  (1.6	  M	  NH4+	  or	  8	  m	  

TMAO)	  the	  58mer	  is	  as	  able	  to	  fold	  in	  the	  absence	  of	  Mg2+,	  showing	  that	  alternative	  

folding	  mechanisms	  lead	  to	  the	  same	  native	  state,	  showing	  that	  the	  chelated	  cation	  
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is	  not	  an	  integral	  part	  of	  the	  native	  state.	  (Bukhman	  et	  al.	  1997;	  Lambert	  et	  al.	  2010)	  

The	  non-‐chelators	  (FMN	  riboswitch	  and	  A-‐riboswitch),	  in	  the	  absence	  of	  ligand,	  fold	  

to	  the	  same	  state	  in	  group	  II	  ions,	  but	  are	  unable	  to	  properly	  fold	  upon	  titration	  of	  

diamines	  (Figures	  4-‐3).	  Comparison	  of	  the	  folding	  curves	  of	  the	  non-‐chelators	  shows	  

no	  obvious	  pattern	  to	  the	  stabilization	  by	  group	  II	  ions.	  From	  these	  results,	  

counterion	  charge	  density	  is	  not	  the	  sole	  determinant	  of	  RNA	  folding	  efficiency;	  

factors	  such	  as	  polarizability	  and	  hydration	  potentially	  contribute.	  	  

	   Despite	  the	  varying	  properties	  of	  group	  II	  ions,	  they	  appear	  to	  fold	  the	  RNA	  

non-‐chelators	  to	  the	  same	  state	  as	  assessed	  by	  UV	  absorbance.	  Although	  the	  

midpoints	  of	  the	  folding	  transitions	  differ	  between	  the	  various	  cations	  used	  in	  this	  

study,	  the	  total	  change	  in	  signal	  for	  each	  of	  the	  titrations	  is	  consistently	  the	  same	  for	  

the	  group	  II	  ions	  tested.	  For	  the	  A-‐riboswitch,	  both	  diamines	  and	  group	  II	  ions	  

promote	  ligand	  binding,	  although	  only	  group	  II	  ions	  organize	  the	  ligand	  binding	  

pocket	  to	  the	  same	  extent	  as	  Mg2+	  for	  the	  wt	  A-‐riboswitch	  (Figures	  4-‐6,	  4-‐7).	  This	  

demonstrates	  that	  specific	  coordination	  of	  counterions	  by	  electronegative	  RNA	  

groups	  is	  not	  a	  requirement	  to	  reach	  the	  native	  state.	  

	   	   Consistent	  with	  a	  previous	  study	  of	  diamine	  effects	  on	  RNA	  folding	  

(Koculi	  et	  al.	  2004)	  and	  results	  from	  chapter	  2,	  we	  find	  clear	  differences	  in	  RNA	  

folding	  behavior	  as	  the	  carbon	  chain	  length	  of	  diamines	  is	  altered.	  For	  instance,	  for	  

most	  of	  the	  RNAs	  examined,	  the	  total	  change	  in	  signal	  (either	  fluorescence	  or	  UV	  

absorbance)	  was	  larger	  for	  Mg2+	  than	  for	  diamines2+.	  These	  results	  suggest	  that	  the	  

final	  structures	  stabilized	  by	  each	  ion	  are	  different,	  with	  the	  diamines2+	  stabilizing	  a	  

less	  compact,	  non-‐native	  state	  (Figure	  3-‐2	  A).	  This	  is	  consistent	  with	  previous	  
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hypotheses	  that	  diamines2+	  can	  disrupt	  folding	  to	  the	  native	  state	  by	  interacting	  

with	  phosphate	  groups	  thus	  preventing	  efficient	  packing	  of	  helices	  and	  tertiary	  

interactions	  or	  that	  the	  excluded	  volume	  of	  large	  counterions	  prevents	  a	  sufficient	  

number	  of	  counterions	  from	  interacting	  with	  the	  RNA.	  (Koculi	  et	  al.	  2004)	  An	  

exception	  is	  the	  A-‐riboswitch	  in	  the	  presence	  of	  N6	  substituted	  purine	  ligands	  (2,6-‐

diaminopurine	  and	  adenine),	  where	  both	  Mg2+	  and	  putrescine2+	  are	  shown	  to	  fold	  

the	  A-‐riboswitch	  to	  the	  same	  state	  (Figure	  4-‐5).	  It	  is	  not	  clear	  why	  an	  N6	  substituted	  

purine	  ligand	  would	  relieve	  a	  group	  II	  ion	  dependence	  on	  RNA	  folding.	  The	  

orientation	  of	  the	  ligand	  and	  structure	  of	  purine	  riboswitches	  seem	  to	  be	  invariable,	  

provided	  that	  compensatory	  alterations	  are	  made	  between	  the	  two	  molecules.	  	  

(Gilbert	  et	  al.	  2009)	  The	  results	  are	  rationalized	  by	  the	  inability	  of	  2-‐aminopurine	  to	  

organize	  the	  ligand	  binding	  pocket	  to	  the	  same	  degree	  as	  adenine	  or	  2,6-‐

diaminopurine,	  requiring	  greater	  electrostatic	  compensation	  from	  high	  charge	  

density	  counterions	  to	  reach	  the	  native	  state	  (Figure	  4-‐6	  B).	  	  

	   Given	  that	  the	  Mg2+-‐chelators,	  apo-‐FMN-‐riboswitch	  as	  well	  as	  group	  I	  introns	  

are	  not	  able	  to	  efficiently	  fold	  in	  the	  presence	  of	  diamines	  the	  obvious	  question	  is:	  

what	  enables	  an	  A-‐riboswitch-‐N6	  substituted	  ligand	  complex	  to	  fold	  in	  either	  group	  

II	  ions	  or	  diamines?	  SAXS	  studies	  have	  reveled	  that	  the	  A-‐riboswitch	  can	  fold	  to	  

native-‐like	  dimensions	  in	  the	  absence	  of	  divalent	  ions	  in	  saturating	  concentrations	  

of	  2,6-‐diaminopurine	  or	  in	  the	  absence	  of	  ligand	  with	  Mg2+.	  (Leipply	  et	  al.	  2011)	  

This	  contrasts	  with	  folding	  in	  the	  presence	  of	  putrescine2+	  and	  absence	  of	  ligand	  

which	  only	  reduces	  the	  Rg	  of	  the	  A-‐riboswitch	  by	  50%	  of	  the	  total	  change	  expected	  

(Figure	  3-‐2	  A).	  This	  shows	  that	  there	  is	  a	  large	  energy	  barrier	  to	  both	  folding	  and	  
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organizing	  the	  ligand	  binding	  pocket	  that	  putrescine2+	  is	  unable	  of	  over	  come.	  In	  

sub-‐saturating	  concentrations	  of	  2,6-‐diaminopurine,	  the	  free	  energy	  required	  to	  

cooperatively	  fold	  the	  A-‐riboswitch	  is	  relatively	  low,	  allowing	  for	  putrescine2+	  to	  

stabilize	  the	  native	  state	  of	  the	  A-‐riboswitch.	  Cations	  induce	  folding	  of	  the	  A-‐

riboswitch-‐ligand	  complex	  (and	  other	  RNAs)	  by	  accumulating	  in	  sufficiently	  greater	  

excess	  in	  the	  native	  state	  relative	  to	  the	  intermediate	  state.	  Since	  the	  difference	  in	  

excess	  putrescine2+	  (∆Γput)	  is	  sufficiently	  large	  to	  stabilize	  the	  native	  state,	  the	  

excluded	  volume	  of	  cations	  does	  not	  seem	  to	  be	  a	  concern	  in	  folding	  the	  A-‐

riboswitch.	  However,	  ∆Γput	  for	  the	  A-‐riboswitch-‐ligand	  complex	  is	  rather	  small,	  1.54	  

±	  0.06	  and	  1.00	  ±	  0.06	  ions	  for	  2,6-‐diaminopurine	  and	  adenine	  respectively.	  For	  

RNAs	  with	  large	  free	  energy	  barriers	  to	  folding,	  the	  difference	  in	  excess	  diamine	  

required	  to	  induce	  folding	  may	  be	  much	  larger,	  causing	  excluded	  volume	  imposed	  

by	  excess	  counterions	  to	  become	  a	  significant	  barrier	  to	  folding.	  	  	  	  

	   It	  is	  obvious	  that	  the	  influential	  factors	  determining	  RNA-‐diamine2+	  

interactions	  are	  very	  different	  from	  RNA-‐group	  II	  ion	  interactions.	  From	  the	  results	  

in	  this	  chapter	  as	  well	  as	  chapter	  2	  and	  the	  literature	  (Koculi	  et	  al.	  2004)	  we	  

conclude	  that	  diamines	  are	  unable	  to	  stabilize	  some	  native	  folds	  due	  to	  i)	  steric	  

exclusion	  from	  chelation	  sites	  ii)	  lower	  counterion	  charge	  density,	  which	  prevents	  

efficient	  electrostatic	  compensation	  of	  local	  regions	  with	  high	  negative	  potential	  and	  

iii)	  an	  entropic	  penalty	  imposed	  on	  counterions	  with	  internal	  degrees	  of	  freedom	  

interacting	  with	  RNA.	  From	  our	  results	  with	  the	  A-‐riboswitch	  we	  do	  not	  see	  a	  

restriction	  on	  folding	  based	  on	  excluded	  volume,	  although	  excluded	  volume	  effects	  

may	  become	  more	  significant	  for	  larger	  RNAs.	  Differences	  in	  hydration	  between	  
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cations	  may	  also	  contribute	  to	  altered	  folding	  behavior	  of	  RNA;	  the	  data	  collected	  

within	  this	  chapter	  are	  unable	  to	  draw	  conclusions	  on	  such	  matters.	  

	  

Mg2+	  promotes	  native-‐like	  interactions	  	  

	   	   Folding	  of	  the	  A-‐riboswitch	  in	  the	  presence	  of	  ligand	  occurs	  through	  a	  

cooperative	  process,	  where	  the	  interaction	  of	  the	  kissing	  loops	  is	  coupled	  to	  

organization	  of	  the	  ligand-‐binding	  pocket.	  (Leipply	  et	  al.	  2011;	  Noeske	  et	  al.	  2007;	  

Lemay	  et	  al.	  2006)	  	  Upon	  disruption	  of	  the	  kissing	  loop	  interaction	  through	  the	  C60G	  

mutation	  these	  interactions	  become	  decoupled.	  In	  this	  uncoupled	  system	  only	  Mg2+	  

is	  capable	  of	  organizing	  the	  ligand	  binding	  pocket	  to	  the	  same	  degree	  as	  that	  found	  

in	  the	  wild	  type	  structure	  as	  indicated	  by	  fluorescence	  quenching	  of	  2-‐aminopurine.	  

Like	  the	  group	  I	  intron,	  the	  uncoupled	  A-‐riboswitch	  requires	  Mg2+	  to	  organize	  RNA	  

junctions	  at	  the	  core	  of	  the	  structure.	  (Rangan	  et	  al.	  2003)	  But	  unlike	  the	  group	  I	  

intron,	  the	  A-‐riboswitch	  does	  not	  show	  any	  indication	  of	  cation	  chelation	  in	  its	  core.	  

(Cate	  et	  al.	  1997)	  From	  these	  results	  we	  reach	  the	  conclusions	  that	  i)	  Mg2+	  has	  

unique	  properties,	  which	  stabilize	  a	  native-‐like	  intermediate	  in	  the	  ligand	  binding	  

pocket	  of	  the	  A-‐riboswitch	  and	  ii)	  the	  kissing	  loop	  interaction	  enables	  ions	  other	  

than	  Mg2+	  to	  fold	  the	  A-‐riboswitch	  to	  the	  native	  state	  due	  to	  the	  energetic	  coupling	  

of	  interactions.	  It	  is	  this	  coupled	  interaction	  network	  that	  can	  mask	  a	  non-‐chelating	  

RNAs	  preference	  for	  Mg2+.	  	  

	   How	  does	  Mg2+	  promote	  a	  native-‐like	  organization	  to	  the	  ligand	  binding	  

pocket?	  One	  plausible	  explanation	  is	  that	  Mg2+	  binds	  to	  the	  RNA	  surface	  biasing	  the	  

conformational	  landscape.	  An	  extensive	  NMR	  study	  using	  chemical	  shift	  
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perturbations	  and	  line	  broadening	  techniques	  suggested	  the	  presence	  of	  Mg2+	  

binding	  sites	  near	  the	  A-‐riboswitch	  ligand	  binding	  pocket.	  (Noeske	  et	  al.	  2007)	  

However,	  these	  experiments	  used	  cobalt	  hexamine	  and	  Mn2+	  as	  Mg2+	  mimics.	  Given	  

the	  results	  from	  Figure	  4-‐7,	  these	  ions	  are	  not	  necessarily	  interacting	  with	  the	  A-‐

riboswitch	  in	  the	  same	  surface	  locations	  as	  Mg2+	  since	  they	  are	  unable	  to	  induce	  the	  

same	  degree	  of	  fluorescence	  quenching	  of	  ligand	  in	  the	  C60G	  mutant.	  Due	  to	  a	  lack	  

of	  high	  resolution	  techniques	  for	  observing	  Mg2+-‐nucleic	  acid	  interactions,	  

rationalizing	  the	  unique	  influence	  of	  Mg2+	  on	  the	  ligand	  binding	  pocket	  will	  probably	  

have	  to	  wait	  for	  the	  development	  of	  reliable	  microsecond	  computer	  simulations	  of	  

RNA	  with	  hydrated	  Mg2+.	  	  

	   All	  of	  the	  data	  collected	  within	  this	  chapter	  have	  been	  under	  the	  conditions	  of	  

thermodynamic	  equilibrium.	  The	  ability	  of	  Mg2+	  to	  promote	  native-‐like	  

intermediates	  may	  also	  play	  a	  significant	  role	  in	  the	  folding	  landscape	  and	  kinetics	  

of	  this	  and	  other	  RNAs.	  (Heilman-‐Miller	  et	  al.	  2001)	  

	  

Conclusions	  

	   The	  folding	  of	  RNA	  to	  compact	  native	  structures	  requires	  that	  the	  large	  

electrostatic	  potential	  created	  by	  bringing	  phosphates	  into	  close	  proximity	  are	  

compensated	  for	  by	  solution	  components.	  In	  this	  chapter	  we	  observed	  that	  both	  size	  

and	  charge	  density	  of	  divalent	  ions	  are	  important	  in	  organizing	  regions	  of	  

structured	  RNAs	  containing	  large	  electrostatic	  potentials.	  Although	  low	  charge	  

density	  counterions	  such	  as	  putrescine2+	  were	  not	  capable	  of	  stabilizing	  the	  native	  

state	  on	  their	  own,	  increased	  organization	  of	  the	  RNA	  by	  a	  ligand	  enabled	  folding	  to	  
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the	  native	  structure.	  Therefore,	  putrescine2+	  is	  capable	  of	  accumulating	  in	  sufficient	  

excess	  to	  stabilize	  the	  native	  state.	  This	  shows	  that	  RNA	  folding,	  in	  the	  absence	  of	  

cation	  chelation	  sites,	  can	  be	  generally	  viewed	  as	  an	  issue	  of	  electrostatic	  

compensation	  without	  requiring	  specific	  interactions	  of	  cations.	  The	  folding	  of	  RNA	  

is	  highly	  dependent	  on	  the	  sequence	  of	  the	  RNA,	  with	  cooperative	  interactions	  

guiding	  folding	  to	  the	  native	  state.	  These	  cooperative	  interactions	  can	  mask	  ion	  

preferences	  that	  smooth	  the	  folding	  energy	  landscape.	  From	  our	  results,	  it	  is	  clear	  

that	  RNA	  folding	  studies	  must	  account	  for	  Mg2+	  interactions	  with	  both	  the	  native	  

and	  intermediate	  state	  and	  further	  methods	  development	  focusing	  on	  RNA-‐Mg2+	  

interactions	  is	  necessary.	  

	  

Materials	  and	  Methods	  

Chemicals	  and	  RNA	  

All	  solutions	  were	  prepared	  using	  distilled	  deionized	  water	  at	  18.3	  MΩ	  resistivity.	  

MOPS	  Buffer	  was	  obtained	  from	  Sigma	  and	  was	  ≥	  99.5%	  purity.	  All	  buffers	  where	  

brought	  to	  pH	  6.8	  using	  Sigma	  KOH	  ≥	  99.5%	  purity.	  KCl	  from	  Fluka	  ≥	  99.5%	  purity	  

was	  then	  added	  to	  a	  final	  concentration	  of	  50	  mM.	  All	  buffers	  contained	  10µM	  EDTA	  

(Sigma	  ≥	  99.5%	  purity)	  in	  order	  to	  scavenge	  free	  transition	  metals.	  MgCl2	  was	  

purchased	  from	  Fluka	  ≥	  99.5%	  purity.	  All	  goup	  II	  ion	  solutions	  were	  calibrated	  

against	  a	  know	  standard	  of	  EDTA	  by	  looking	  at	  absorbance	  at	  230nm	  at	  pH	  8.	  

	  

All	  RNAs	  were	  transcribed	  using	  	  bacteriophage	  T7	  RNA	  polymerase.	  All	  RNAs	  were	  

transcribed	  from	  plasmid	  DNA	  (pLL2)	  linearized	  with	  a	  SmaI	  endonuclease.	  Each	  



	   120	  

RNA	  sequence	  was	  encoded	  just	  upstream	  of	  a	  T7	  promoter	  sequence	  on	  the	  

plasmid.	  Resulting	  transcription	  products	  were	  purified	  on	  a	  9-‐12%	  Poly	  acrylamide	  

gel	  (19:1).	  UV	  shadowing	  was	  used	  to	  extract	  gel	  slices	  which	  then	  underwent	  

electroelution	  in	  an	  Elutrap	  Electrophoesis	  Chamber.	  Centricon	  filter	  units	  were	  

then	  used	  to	  equilibrate	  RNA	  in	  desired	  buffer.	  

	  

UV	  Titrations	  

UV	  absorbance	  titrations	  were	  carried	  out	  an	  Aviv	  14-‐DS	  while	  observing	  the	  260	  

and	  280	  nm	  wavelengths.	  Titrations	  were	  carried	  out	  with	  either	  a	  Hamilton	  

automatic	  titrator	  or	  through	  manual	  titrations.	  Both	  methods	  resulted	  in	  similar	  

results.	  Samples	  contained	  an	  appropriate	  amount	  of	  RNA	  so	  that	  the	  initial	  

absorbance	  in	  the	  absence	  of	  divalent	  ions	  was	  approximately	  0.6	  Abs.	  at	  260nm.	  

The	  relative	  absorbance	  (Rel.	  Abs.)	  was	  determined	  by	  dividing	  the	  absorbance	  at	  a	  

given	  concentration	  of	  divalent	  ion	  by	  the	  initial	  absorbance	  in	  the	  absence	  of	  

divalent	  ion.	  Resulting	  titrations	  were	  fit	  to	  the	  Hill	  equation	  while	  allowing	  the	  hill	  

coefficient	  to	  float.	  	  

	  

2-‐AP	  Binding	  Experiments	  

Florescence	  measurements	  were	  performed	  on	  an	  Aviv	  ATF	  105.	  2-‐aminopurine	  

was	  excited	  at	  320	  nm	  while	  emission	  collection	  was	  performed	  at	  370	  nm.	  2-‐AP	  

binding	  studies	  were	  carried	  out	  in	  the	  presence	  of	  100	  nM	  2-‐aminopurine.	  

Experiments	  performed	  by	  titrating	  a	  solution	  of	  RNA	  were	  equilibrated	  with	  a	  
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given	  amount	  of	  divalent	  ion	  (Group	  II:	  350	  µM,	  Organic	  cations:	  5	  mM)	  in	  order	  to	  

maintain	  relatively	  constant	  bulk	  concentration	  of	  cation.	  	  

	  

Experiments	  performed	  through	  the	  addition	  of	  cation	  solutions	  containing	  10	  µM	  

A-‐riboswitch	  in	  addition	  to	  the	  divalent	  cation	  chloride	  salt	  being	  titrated.	  The	  

relative	  fluorescence	  (Rel.	  Fl.)	  was	  determined	  by	  dividing	  all	  fluorescence	  

intensities	  at	  370	  nm	  by	  the	  initial	  fluorescence	  signal	  in	  the	  absence	  of	  divalent	  

ions.	  
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Chapter	  5:	  

	  
Conclusions	  

	  

	   The	  diversity	  of	  RNA	  structures	  allows	  for	  a	  broad	  range	  of	  functional	  roles	  

for	  this	  biomolecule.	  In	  order	  to	  expand	  functional	  diversity,	  RNA	  has	  evolved	  to	  

exploit	  interactions	  with	  cations.	  In	  doing	  so,	  cation-‐RNA	  interactions	  range	  from	  

being	  long	  range	  and	  diffuse	  to	  buried	  and	  chelated.	  What	  is	  not	  so	  well	  understood	  

is	  how	  the	  stability	  of	  differing	  RNA	  folds,	  which	  range	  in	  the	  extent	  to	  which	  cations	  

are	  excluded	  from	  solvent,	  are	  coupled	  to	  solution	  conditions.	  	  

	   In	  the	  first	  part	  of	  this	  thesis	  we	  looked	  at	  how	  four	  different	  RNAs	  respond	  

to	  the	  presence	  of	  putrescine2+,	  a	  biologically	  relevant	  organic	  cation.	  In	  solutions	  

containing	  a	  single	  monovalent	  counterion	  only	  the	  non-‐Mg2+	  chelating	  RNAs	  

showed	  increased	  stability	  in	  the	  presence	  of	  putrescne2+.	  The	  stability	  imparted	  by	  

diamines	  was	  shown	  to	  be	  a	  function	  of	  charge	  density	  as	  related	  to	  the	  distance	  

between	  the	  amine	  groups	  in	  solution.	  In	  addition,	  RNAs	  that	  were	  found	  not	  to	  

chelate	  Mg2+	  obtained	  increased	  stability	  upon	  addition	  of	  putrescine2+	  to	  solutions	  

containing	  both	  magnesium	  and	  potassium	  chloride.	  On	  the	  other	  hand	  RNAs	  shown	  

to	  chelate	  Mg2+	  were	  destabilized	  by	  the	  presence	  of	  putrescine2+.	  The	  discrepancy	  

between	  these	  two	  genres	  of	  RNA	  is	  attributed	  to	  the	  repulsive	  electrostatic	  

interactions	  between	  diffuse	  putrescine2+	  cations	  and	  the	  chelated	  Mg2+	  ions.	  

	   Next,	  we	  used	  the	  add	  adenine	  riboswitch	  as	  a	  model	  system	  to	  look	  at	  how	  

excess	  Mg2+	  is	  altered	  by	  the	  presence	  of	  putrescine2+.	  The	  system	  was	  presented	  as	  
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a	  polyelectrolyte	  that	  is	  allowed	  to	  undergo	  ion	  exchange	  with	  its	  environment	  in	  

order	  to	  maintain	  electroneutrality.	  Ion	  exchange	  was	  measured	  for	  both	  the	  folded	  

and	  unfolded	  state	  providing	  information	  on	  the	  folding	  free	  energy	  landscape.	  

Putrescine2+	  was	  shown	  to	  have	  a	  greater	  exchange	  with	  Mg2+	  in	  the	  vicinity	  of	  the	  

intermediate	  state	  of	  the	  A-‐riboswitch	  than	  for	  the	  native	  state.	  This	  was	  suggested	  

to	  be	  due	  to	  the	  difference	  in	  how	  these	  two	  ions	  populate	  the	  ion	  atmosphere	  of	  

this	  RNA.	  

	   In	  order	  to	  probe	  deeper	  into	  the	  organization	  and	  specificity	  of	  cations	  

interacting	  with	  RNA,	  a	  divalent	  ion	  survey	  consisting	  of	  diamines	  and	  group	  II	  ions	  

was	  conducted	  on	  four	  characterized	  RNAs.	  The	  RNAs	  used	  in	  this	  study	  ranged	  in	  

the	  extent	  to	  which	  they	  bury	  Mg2+	  ions	  within	  their	  native	  structures.	  There	  were	  

clear	  differences	  in	  the	  spectroscopic	  signals	  observed	  upon	  folding	  Mg2+	  chelating	  

RNAs	  as	  apposed	  to	  non-‐chelating	  RNAs.	  As	  indicated	  by	  the	  slopes	  of	  the	  folding	  

curves,	  ∆Γ	  differs	  between	  the	  divalent	  ions	  for	  a	  given	  RNA.	  This	  was	  attributed	  to	  

the	  soft	  nature	  of	  the	  Sr2+	  and	  Ba2+.	  Almost	  universally,	  the	  organic	  ions	  were	  unable	  

to	  induce	  the	  same	  change	  UV	  absorbance	  as	  found	  with	  Mg2+.	  This	  was	  not	  the	  case	  

for	  the	  A-‐riboswitch	  in	  the	  presence	  of	  adenine	  or	  2,6-‐diaminopurine.	  This	  

phenomena	  was	  attributed	  to	  the	  N6	  position	  of	  the	  purine	  ligand	  compensating	  for	  

a	  divalent	  cation	  binding	  interaction.	  Further	  investigation	  by	  fluorescence	  binding	  

assay	  showed	  that	  this	  cation	  binding	  site	  is	  selective	  for	  Mg2+	  despite	  not	  showing	  

characteristic	  signs	  of	  being	  a	  true	  chelation	  site.	  
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Appendix	  
	  
Figure	  A-‐1	  
	  

	  
Figure	   A-‐1.	   The	   secondary	   structure	   map	   of	   all	   the	   RNAs	   used	   throughout	   this	  
thesis.	   add	   adenine	   riboswitch	   (A),	   58mer	   rRNA	   fragment	   (B),	   homodymeric	  
tetraloop	   receptor	   (C),	   mgtE	   M-‐box	   riboswitch	   (D),	   L-‐box	   lysine	   riboswitch	   (E),	  
P4P6	  Tetrahymina	  ribozyme	  fragment	  (F)	  and	  the	  FMN	  riboswitch.	  Figure	  adapted	  
from	  Trachman	  et	   al.	   2013,	  Baird	   et	   al	   2009,	  Murphy	   et	   al.	   1993	   and	  Vicens	   et	   al	  
2011	  
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Figure	  A-‐2	  

	  
Figure	  A-‐2.	  Vapor	  pressure	  osmometry	  measurements	  of	  MgCl2	  (blue)	  (Kumbhar	  et	  
al.	  2007)	  or	  putrescine	  •	  2HCl	  (red).	  Data	  have	  been	  fit	  to	  second	  order	  polynomials	  
through	  the	  origin.	  
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Figure	   A-‐3.	   P(r)	   plots	   for	   the	   A-‐riboswitch.	   wild	   type	   (reds)	   and	   C60G	   mutant	  
(greens)	  SAXS	  data	  were	  collected	  in	  KMOPS	  buffer	  at	  pH	  6.8	  with	  50	  mM	  K+	  and	  20	  
µM	   EDTA.	   30	   shots	   with	   an	   exposure	   time	   of	   1.6s	   at	   1	   keV	   were	   averaged	   with	  
subtraction	  of	  buffer.	  All	  data	  were	  collected	  at	  APS	  beamline	  12-‐ID.	  
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Figure	  A-‐4.	  Excess	  Mg2+	  per	  nucleotide	  as	  a	  function	  of	  bulk	  Mg2+	  for	  the	  M-‐box	  
riboswitch	  in	  the	  presence	  of	  0	  (blue),	  1	  mM	  (red)	  and	  2	  mM	  (purple)	  bulk	  
putrescine2+.	  Data	  shows	  the	  best	  fit	  of	  three	  independent	  runs.	  
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Figure	  A-‐5.	  Structures	  of	  the	  FMN	  riboswitch	  (A)	  Structure	  of	  the	  FMN	  bound	  FMN	  
riboswitch	   crystalized	   in	   the	   presence	   of	   Mg2+	   (green	   spheres)	   and	   with	   BaCl2	  
(orange	   spheres)	   soak	   (B).	   Ions	  making	   crystal	   contacts	  were	   removed	   from	  both	  
structures.	  PDB	  ID:	  3F2W	  and	  3F2Q	  respectively.	  	  	  
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Figure	   A-‐6.	   HQS	   titrations	   of	   the	   160	   nt	   RNAs.	   Excess	   Mg2+	   per	   nucleotide	   as	   a	  
function	   of	   bulk	   Mg2+	   for	   the	   L-‐box	   riboswitch	   (blue),	   M-‐box	   riboswitch	   (green)	  
P4P6	  extended	  state	  mutant	  pB55a	  (purple)	  and	  P4P6	  RNA	  (red).	  Data	  is	  plotted	  as	  
the	  best	  fit	  of	  three	  independent	  runs.	  
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Figure	  A-‐7.	  Radius	  of	  gyration	  for	  the	  160	  nt	  RNAs	  determined	  from	  fit	  of	  Guinier	  
approximation.	  SAXS	  experiments	  were	  conducted	  at	  pH	  6.8	  (20	  mM	  MOPS)	  with	  50	  
mM	  K+	  and	  10	  µM	  EDTA.	  Data	  for	  the	  M-‐box	  riboswitch	  was	  collected	  by	  Desirae	  
Leipply.	  All	  data	  were	  collected	  at	  APS	  beamline	  12-‐ID.	  
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