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Ribosomen gehçren zu den
komplexesten makromolekula-
ren Maschinerien der Zelle. Sie
katalysieren die Bildung von
Peptidbindungen und ermçgli-
chen die zellul�re Proteinbiosyn-
these. In Eukaryonten bestehen
sie aus 4 RNAs und etwa 80
Proteinen, gehçren also zu den
Ribonucleoproteinen (RNPs);
hinzu kommen zahlreiche weite-
re Proteine wie Initiations-,
Elongations- und Recycling-
faktoren, die die Funktion der
Ribosomen sicherstellen.[1] Die
Regulierung der Biogenese von
Ribosomen ist eine unabdingbare
Voraussetzung f�r die zellul�re
Homçostase. Der komplexe
Aufbau und die große Zahl ein-
zelner Komponenten entlang des
R�ckgrats der ribosomalen RNA
(rRNA) machen die geordnete
Biogenese von Ribosomen je-
doch zu einem schwierigen Unterfangen.

Interessanterweise wird die rRNA nach der Transkription
stark modifiziert. W�hrend dieser Reifung wird sie gespalten
und auf ihre korrekte L�nge gek�rzt.[2] Dar�ber hinaus, und
das steht nicht in allen Lehrb�chern, wird sie auch gezielt
posttranskriptionell modifiziert (Abbildung 1). Die h�ufigs-
ten dieser rund hundert verschiedenen Modifizierungen sind
Methylierungen und Pseudouridin-Modifizierungen,[3] die –
wie auch die vor kurzem entdeckten DNA-Modifizierungen –

als eine weitere Ebene des zellul�ren Informationsaustauschs
angesehen werden kçnnen.

Die RNA-vermittelte RNA-Modifizierung zur Reifung
der rRNA ist ein essenzieller Schritt in der eukaryontischen
Ribosomenbiogenese. Ein Beispiel hierf�r ist die S-Adeno-
sylmethionin(SAM)-abh�ngige Methylierung der 2’-Hydro-
xygruppe von RNA-Nucleotiden durch den Box-C/D-RNP-
Komplex in Eukaryonten. Dieser Komplex dient als mole-
kulare Plattform zur Erkennung des Substrats und zur Ka-
talyse der chemischen Modifizierung.[4] Hierf�r wird eine
kleine nucleol�re RNA (snoRNA) bençtigt, die zwei augen-
scheinlich unabh�ngige „Guide“-Sequenzen (D und D’) ent-
h�lt. Diese geben durch Bildung kanonischer Watson-Crick-
Basenpaarung vor, welche Sequenz die Substrat-RNA auf-
weisen muss. In Archaeen bilden zus�tzlich zur RNA drei
Proteine, L7Ae, Nop5 und die Methyltransferase Fibrillarin,
den Kern dieses Komplexes.

Trotz zahlreicher Versuche, die Struktur dieses Komple-
xes zu bestimmen,[5] gibt es bis dato keine verl�sslichen
Aussagen �ber die genaue Orientierung der Untereinheiten

Abbildung 1. Zwischen der Transkription und dem Einbau in das funktionelle Ribosom wird die rRNA
in einer Vielzahl von Schritten gefaltet und assembliert. Jeder dieser Schritte kann grunds�tzlich durch
die sequenzielle 2’-O-Methylierung beeinflusst werden.
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oder deren Stçchiometrie im Komplex. Tats�chlich war die
Datenlage strittig, und Ergebnisse schienen von der Analy-
senmethode, der Art der Guide-RNA und der An- oder Ab-
wesenheit der Substrat-RNA abh�ngig zu sein.

Um genau diese Fragen anzugehen, kombinierte die
Gruppe um Teresa Carlomagno zwei strukturbiologische
Methoden: NMR-Spektroskopie sowie Kleinwinkelrçntgen-
und -neutronenstreuung (SAXS bzw. SANS).[6] Mithilfe der
atomar aufgelçsten Strukturdaten aus verschiedenen NMR-
Experimenten und der Informationen �ber Grçße und Form
des Komplexes aus den SAXS- und SANS-Messungen stell-
ten sie ein Strukturmodell des fast nativen Box-C/D-RNP-
Komplexes aus Pyrococcus furiosus vor, sowohl im Apo- wie
im Holo-Zustand (Abbildung 2).[7]

Je nach Strukturmodell und Bindungsstçchiometrie be-
tr�gt die Molmasse dieses Komplexes zwischen 250 und
500 kDa; daher ist die Rekonstitution eine große technische
Herausforderung. Bei minimalen �nderungen an der RNA
und den Proteinuntereinheiten konnte ein Komplex rekon-
stituiert werden, der aus einer RNA (sR26) und drei rekom-
binant exprimierten Proteinen besteht. Untersuchungen
mittels Grçßenausschlusschromatographie (SEC), Gelelek-
trophorese und SAXS gaben erste Hinweise auf die Zusam-
mensetzung des Komplexes: Der Tr�gheitsradius und die
Molmasse (390 kDa) deuten darauf hin, dass es sich um einen
Di-RNP handelt, der Komplex also aus vier Proteintrimeren
und zwei Guide-RNAs besteht.

Zwischen den hochaufgelçsten Daten einzelner Kristall-
strukturen, die bisher bekannt waren, und der globalen
Struktur eines asymmetrischen Komplexes aus 14 Unterein-
heiten klafft jedoch eine große L�cke. Einblicke in die genaue
Positionierung der Untereinheiten gab dann eine Kombina-
tion aus zwei NMR-Methoden: Zun�chst wurden Proteine
individuell mit den Aminos�uren 13CH3-Ile, 13CH3-Leu und
13CH3-Val markiert und die Auswirkungen auf die induzierten
chemischen Verschiebungen der Teilkomplexe verglichen.[8]

Informationen �ber grçßere r�umliche Entfernungen
hinweg lieferten danach mit TEMPO-Spin-Markierungen
(TEMPO = Tetramethylpiperidinoxyl) versehene Komplexe
anhand der paramagnetischen Relaxationsverst�rkung
(PRE).[9] W�hrend SAXS globale Strukturdaten �ber ge-
samte Komplexe liefert, gibt SANS diese Daten �ber Unter-
einheiten innerhalb des Komplexes. Voraussetzung daf�r ist,
dass diese Untereinheiten selektiv deuteriert sind. In der
vorgestellten Arbeit wurden so weitere Informationen �ber
die Struktur und die Stçchiometrie der Untereinheiten ge-
sammelt. Zusammengenommen erlaubten es all diese Daten,
mithilfe von Strukturberechnungs-Software eine Modell-
struktur zu generieren, die eine in Anbetracht der Grçße des
Komplexes beeindruckende Auflçsung von 4.8 � aufweist
(Abbildung 2).

Dieses Modell verbindet zum ersten Mal bereits bekannte
Einzelergebnisse. So war postuliert worden, dass die „Coiled-
Coil“-Struktur von Nop5 eine Plattform f�r die Wechselwir-
kungen innerhalb der RNP-Untereinheiten bildet.[5a] Die
Carlomagno-Gruppe zeigte nun, dass es keine unmittelbare
Zuordnung zwischen den Proteintrimeren und der jeweiligen
Substrat-RNA gibt, sondern die einzelnen Komplexteile un-
terschiedlich dazu beitragen, die Methyltransferase relativ
zur Substrat-RNA korrekt zu positionieren. Die Art, wie die
Fibrillarin-Untereinheiten von der C-terminalen Dom�ne
von Nop5 auf der einen und L7Ae auf der anderen Seite in die
Zange genommen werden, ist nur in exakt dieser tetrameren
Anordnung �berhaupt mçglich.

Was sagt nun dieses sehr detailreiche Strukturmodell �ber
die Funktion des Komplexes aus? �berraschenderweise ist
im Apo-Komplex keines der vier aktiven Methyltransferase-
Zentren in der N�he der Substrat-RNA positioniert. Weiter-
hin zeigt die Struktur, dass immer nur jeweils die zwei dia-
gonal gegen�berliegenden Fibrillarine gleichzeitig aktiv sein
kçnnen. Diese aus der Struktur abgeleitete These konnte
durch Zutitrieren der Substrat-RNA best�tigt werden, was
zeigt, dass nur zwei und nicht vier Fibrillarine mit der Sub-
strat-RNA interagieren. Damit kçnnen stets nur zwei der vier
Substrat-RNAs, also entweder D oder D’, innerhalb eines
Holo-Komplexes gleichzeitig methyliert werden. Da diese
Sequenzen jedoch asymmetrisch sind, stellt sich die Frage, ob
die Methylierungen sequenziell erfolgen.

Mit 13C-markiertem SAM als Methylgruppendonor wurde
13C-methylierte D’-RNA erhalten, was daf�r spricht, dass D’-
Substrate auch ohne vorliegendes D-Substrat zumindest
teilweise methyliert werden. D-Substrate hingegen werden
nur methyliert, wenn gleichzeitig auch D’-Substrat vorliegt,
das dann zudem besser methyliert wird. Die Autoren folgern
hieraus, dass D-Substrate erst nach der Methylierung von D’-
Substraten methyliert werden. Diese strikt sequenzielle Mo-
difizierung bietet eine interessante Mçglichkeit, eine solche
RNA-Modifizierung zu regulieren. Es wird abzuwarten sein,
ob dieser Mechanismus eine funktionelle Bedeutung in der
Reifung von rRNA hat. Eine hypothetische Mçglichkeit w�-
re, dass die sequenzielle Methylierung nicht nur die Reihen-
folge beeinflusst, in der sich Strukturelemente der rRNA
bilden, sondern auch zur zellul�ren Qualit�tskontrolle dient.
Es wird auch interessant sein zu sehen, wie die dynamische

Abbildung 2. Struktur des Holo-Komplexes des Box-C/D-RNP. Die akti-
ven Untereinheiten sind an den RNA-Protein-Wechselwirkungen betei-
ligt, wohingegen die inaktiven Teile die Substrat-RNA nicht erreichen
kçnnen.
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Struktur des Holo-Komplexes den sequenziellen Modifizie-
rungen folgt.

Die Arbeit der Carlomagno-Gruppe ist ein beeindru-
ckendes Beispiel, wie sich Methoden verbinden lassen, mit
denen unterschiedliche, aber �berlappende Strukturgrçßen-
bereiche analysiert und daraus hochaufgelçste Strukturdaten
von großen makromolekularen Komplexen abgeleitet werden
kçnnen. Diese Studie ist außerdem eine der ersten, die – auf
der Basis detaillierter Strukturdaten – zeigt, wie RNA-Mo-
difizierungen reguliert werden kçnnen.
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