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Molekulare Maschinen

Molekulares Bodybuilding: Wie Zellen
RNA-Proteinkomplexe herstellen

ASHWIN CHARI, UTZ FISCHER
THEODOR-BOVERI-INSTITUT, BIOZENTRUM, UNIVERSITAT WURZBURG

Viele RNAs lagern sich mit Proteinen zu komplexen funktionellen Einhei-
ten zusammen. Entgegen der lange vorherrschenden Meinung, dass sich
diese Zusammenschliisse spontan bilden, mehren sich nun Hinweise,
dass dieser Prozess haufig durch assembly-Chaperone gesteuert wird.

Many RNAs assemble with proteins to form functional units. Recent evi-
dence suggests that these processes are mediated in vivo by a group of
proteins termed assembly chaperones.

B Eine groBe Anzahl von Prozessen, die in
unseren Zellen ablaufen, wird von molekula-
ren Maschinen ermoglicht. Diese Funktions-
einheiten bestehen entweder ausschlieBlich
aus Proteinen (z. B. das Protein-abbauende
Proteasom) oder setzen sich aus Nukleinsau-
ren (hdufig RNA) und Proteinen zusammen.
Zur letzteren Klasse gehort das SpleiBosom,
eine groBe, dynamische Maschinerie, welche

die Prozessierung von pra-mRNA-Molekiilen
in translatierbare mRNA Kkatalysiert (Abb. 1,
Schritte 1-4).

Weit tiber 100 Proteine und fiinf kleine
nicht-codierende RNAs sind Bestandteil
menschlicher SpleiBosomen. Diese Bestand-
teile sind in definierte Funktionseinheiten
oder Module zusammengefasst, deren pro-
minenteste Vertreter die snRNPs U1, U2, U4/6
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und U5 sind. Hierbei handelt es sich um RNA-
Proteinkomplexe, die eine bzw. im Falle von
U4/6 zwei snRNAs und eine variable Anzahl
von Proteinen enthalten [1].

Uber den rdumlichen Aufbau der U snRNPs
ist heute einiges bekannt. So besitzen alle U
snRNPs einen Satz von sieben gemeinsamen
(Sm-)Proteinen, die man als B/B’, D1, D2, D3,
E, F und G bezeichnet. Diese evolutionar
untereinander verwandten Proteine binden
an eine definierte Region in den U snRNAs,
bestehend aus einer einzelstrangigen Uridin-
reichen Sequenz (Sm-Site), die von zwei Haar-
nadelschleifen flankiert wird. Die Sm-Protei-
ne lagern sich so an die RNA an, dass sie
einen Ring bilden, durch dessen Mitte die Sm-
Site verlauft. Die daraus resultierende Struk-
tur, das Sm-Core, bildet das Grundgertist aller
U snRNPs. Neben den gemeinsamen Protei-
nen binden an die einzelnen U snRNP-Spe-
zies weitere, Partikel-spezifische Proteine.
Diese sind hdufig an definierten Funktionen
des SpleiBprozesses beteiligt, was unter ande-

<« Abb. 1: Die Biogenese spleiBosomaler
snRNPs ist ein wichtiger Schritt in der eukaryo-
tischen Genexpression. RNA-Polymerase
(RNAPII) transkribiert DNA-codierte Gene in
pra-mRNA (1). Das SpleiBosom katalysiert das
Entfernen nicht-codierender Segemente
(Introns) und das Verkniipfen codierender Seg-
mente (Exons), um translatierbare mRNAs zu
bilden (2). Die reife mRNA wird ins Zytoplasma
exportiert (3). Die Translation von mRNAs am
Ribosom fiihrt zur Bildung von Proteinen (4). In
der ersten Stufe der Biogenese von snRNPs,
werden snRNA-Gene durch RNAPII transkribiert
(5). Die snRNA wird danach ins Zytoplasma
exportiert (6). Sm-Proteine assemblieren an die
Sm-Site der snRNA (7). Die m’G Cap-Struktur
wird zur m,G Cap-Struktur hypermethyliert (8).
Das nun fertig assemblierte snRNP-Partikel wird
nun in den Kern zuriick transloziert (9). Nach
der Zugabe Partikel-spezifischer und weiterer
spleiBosomaler Proteine kann das assemblierte
snRNP-Partikel ins SpleiBosom inkorporiert wer-
den (10).
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A Abb. 2: Modell fiir das zelluldre assembly von U snRNPs und Strukturen von Schliisselinterme-
diaten. A, Das assembly-Chaperon plCIn bindet zunéchst die Sm-Proteine D1-D2 und D3-B (1, 2).
Die Rekrutierung der Sm-Proteine E-F-G bildet den sogenannten 6S-Komplex (3). Die Ubertragung
der Sm-Proteine auf den SMN-Komplex hat gleichzeitig die Dissoziation von plCIn zur Folge (4).
Der mit Sm-Proteinen beladene SMN-Komplex rekrutiert die U-snRNA, katalysiert die SchlieBung
des Sm-Rings um die RNA und entldsst das assemblierte RNP (5). B, Elektronenmikroskopische
Strukturmodelle von Intermediaten der assembly-Reaktion. Der 6S-Komplex ist ein geschlossener
Ring (siehe A, 3), der 7S-Komplex (ein Teil des SMN-Komplexes; siehe A, 4) hélt die Sm-Proteine
als offenen Ring. Der 8S-Komplex stellt den Ubergangszustand zwischen 6S und 7S dar. Das

assemblierte Sm-Core ist auch dargestellt (Sm).

rem zu einer Arbeitsteilung der snRNPs im
SpleiBosom fiihrt [2].

Die Biogenese der U snRNPs

Eine Frage, die Zellbiologen und Biochemi-
ker gleichermaBen interessiert, ist, wie sich
RNPs in vivo zu funktionsfahigen Einheiten
zusammenlagern. Zur Beantwortung dieser
grundsatzlichen Frage hat die Untersuchung
der U snRNP-Biogenese wesentlich beigetra-
gen.

Prinzipiell gilt es, bei der RNP-Zusammen-
lagerung ein logistisches Problem zu losen:
Die RNA-Komponente wird ndamlich im Zell-
kern transkribiert, die Proteinbestandteile hin-
gegen im Zytoplasma hergestellt. Aktive Trans-
portprozesse miissen daher sicherstellen, dass
RNA und Proteine zueinanderfinden. Im Falle
der U snRNPs ist der Prozess der Zusammen-
lagerung primdr ins Zytoplasma verlagert.
Dementsprechend muss die snRNA zunéchst
voriibergehend aus dem Kern exportiert und
dort mit den Sm-Proteinen beladen werden.
Dieser Zusammenschluss ist Voraussetzung
fiir diverse Modifikationsprozesse an der RNA,
einschlieBlich der Methylierung der m’G-Cap-
struktur zum hypermethylierten Trimethyl-

guanosin(m??%7G)-Cap und dem anschlieBen-
den Import in den Kern zum Ort des Splei-
Bens. Zu welchem Zeitpunkt in der Biogenese
die spezifischen Proteine das Partikel ver-
vollstandigen ist in vielen Faillen noch nicht
klar (Abb. 1, Schritte 5-9).

Der U snRNA-Export bzw. der U snRNP-
Import wird durch jeweils spezialisierte
Transportsysteme gewéhrleistet. Die Schliis-
selfaktoren des Exports binden an den 5™-ter-
minalen Bereich der U snRNA. Der Cap-Bin-
dungskomplex (CBP20/80) bindet direkt an
das m’G-Cap der snRNA und ermdglicht so
die Rekrutierung des Adapters PHAX und des
Ran-GTP-gebundenen Exportfaktors CRM1.
Dieser snRNA-Exportkomplex transloziert ins
Zytoplasma, wo er durch Hydrolyse von GTP
und Dephosphorylierung von PHAX zerfallt
[3]. Der Kerntransport des zusammengela-
gerten U snRNPs bendotigt hingegen die
Importfaktoren Snurportin und Importin {3,
die das m,G-Cap bzw. das Sm-Core erkennen
[4]. Die Natur des Caps bestimmt daher maB-
geblich, in welches Kompartiment die RNA
transportiert werden kann: Hat sie ein
m’G-Cap, bedeutet das Export ins Zytoplas-
ma; das m,G-Cap erlaubt hingegen (zusam-

men mit dem Sm-Core) den Import des
zusammengelagerten snRNPs in den Kern.

Die oben kurz beschriebenen Transport-
prozesse flihren also die RNA und Protein-
komponenten an einem gemeinsamen Ort
zusammen und schaffen damit die unmittel-
bare Voraussetzung fiir den Zusammen-
schluss zum RNP. Wie wird nun aber dieser
assembly-Prozess gewihrleistet? Aus friihe-
ren Studien am U snRNP wusste man, dass
der Zusammenschluss in vitro spontan ablau-
fen kann. Dies bedeutet, dass die strukturel-
len Informationen fiir die Ausbildung des
RNPs in den Komponenten selbst zu finden
ist. Ahnliche selfassembly-Prozesse hatte man
in vitro zuvor auch schon fiir Ribosomen beob-
achtet, weshalb man davon ausging, dass sich
RNPs generell spontan ausbilden konnen.
Nun muss man jedoch bedenken, dass der
assembly-Prozess in vivo ganz andere Grund-
voraussetzungen hat: Obwohl keine einzelne
makromolekulare Spezies in hoher Konzen-
tration vorliegt, ist dennoch die Gesamtkon-
zentration aller Proteine, RNAs und anderer
Biomolekiile im zelluldren Milieu extrem
hoch (molecular crowding). Dies fiihrt dazu,
dass die Wahrscheinlichkeit einer produkti-
ven Interaktion von Proteinen mit den kog-
naten RNAs beim RNP-assembly geringer, die
fiir unspezifische Wechselwirkungen mit
nicht-kognaten RNAs hingegen groBer wird.
Um dieser Tatsache Rechnung zu tragen, gibt
es in der Zelle eine groBe Anzahl von assis-
tierenden Faktoren (z. B. Chaperonen), die
ungewollte Interaktionen verhindern und
gewollte ermoglichen [5].

In der Tat hat man vor Kurzem eine Grup-
pe von trans-agierenden Faktoren entdeckt,
welche die Zusammenlagerung der U snRNPs
regulieren bzw. erméglichen. Uber deren
Funktionsweise konnte in den letzten Jahren
signifikante Fortschritte erzielt werden.

Die assembly-Maschinerie der
U snRNPs

Zentral fiir diesen Prozess sind mindestens
elf Proteine, die sich in zwei distinkten Kom-
plexen organisieren. Diese als PRMT5- und
SMN-Komplexe bezeichneten Einheiten wir-
ken gezielt auf die Zusammenlagerung der
Sm-Core-Doméne der U snRNPs [6-8].

Der ca. 1 MDa groBe SMN-Komplex besteht
aus dem SMN(survival motor neuron)-Protein
und sieben weiteren Faktoren, die als Gemi-
ne 2-8 bezeichnet werden. Seine Haupt-
funktion ist es, die Sm-Proteine in einer defi-
nierten Konfiguration zu binden, und so den
Transfer auf die snRNA zu ermoglichen. Die-

BlOspektrum | 05.09 | 15.Jahrgang



487

ser ,assembly-Maschinerie“ ist ein Cha-
peronsystem vorgeschaltet, welches die Aus-
bildung von RNA-freien Sm-Proteinkomple-
xen induziert. Hierbei spielt das assembly-
Chaperon pICln die wichtigste Rolle. pICln
rekrutiert fiinf der sieben Sm-Proteine und
ordnet sie in den Positionen an, wie sie auch
im Sm-Core zu finden sind. In diesem Zustand
sind die Sm-Proteine aber nicht in der Lage,
die snRNA zu binden; pICIn verhindert dies
durch eine sterische Blockade der RNA-Bin-
dungsstelle in den Sm-Proteinen. Die Assozi-
ation der Sm-Proteine mit dem assembly-Cha-
peron induziert daher eine kinetische Falle,
aus welcher Sm-Proteine allein nicht in der
Lage sind, das Sm-Core zu formieren. Um die-
se Blockade aufzuldsen und die RNA-Bindung
zu erlauben, bedarf es des SMN-Komplexes
(Abb. 2). Dieser {ibernimmt die Sm-Proteine
in der vom Chaperon angeordneten raum-
lichen Orientierung und vermittelt die Dis-
soziation des fiir die RNP-Bildung inhibitori-
schen Chaperons. Als Folge dieser Reaktion
liegen die Sm-Proteine am SMN-Komplex als
offener Ring vor. In diesem Zustand kann nun
die RNA an das Innere des Rings binden.
AnschlieBend versiegelt der SMN-Komplex
die Sm-Proteine um die Sm-Site zu der fir
snRNPs charakteristischen Ringstruktur. Der
Befund, dass der SMN-Komplex die durch
pICn verursachte kinetische Falle aufzulosen
vermag, ist konsistent mit einer Funktion des
Ersteren als Katalysator fiir den assembly-Pro-
zess (Abb. 2) [9].

Ausblick

Der humane SMN-Komplex besteht aus acht
Untereinheiten. Fiir seine katalytische Akti-
vitit im U snRNP-assembly sind allerdings
nur zwei Untereinheiten, namlich SMN und
Gemin 2, notwendig. Dieser Befund wird
dadurch untermauert, dass einige Spezies,
wie z. B. das Insekt Drosophila melanogaster,
einen SMN-Komplex mit nur diesen zwei
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Untereinheiten besitzen. Was also ist die
Funktion der weiteren sechs Untereinheiten?
Eine naheliegende und zu untersuchende
Hypothese ist, dass sie andere Prozesse wah-
rend der snRNP-Biogenese wie etwa die
Hypermethylierung der Capstruktur der
snRNA oder den Kernimport des snRNPs mit
dem assembly koppeln.

Die wichtigste Frage, die es in naher
Zukunft zu kldren gilt, ist sicherlich, wie der
SMN-Komplex den Transfer der Sm-Proteine
auf die RNA katalysiert. Um diese Frage zu
beantworten, kann man sich zunéchst die Wir-
kungsweise verwandter makromolekularer
Maschinen zu Hilfe ziehen. Wie oben
erwahnt, bilden die Sm-Proteine im Sm-Core
eine Ringstruktur. Eine topologisch dhnliche
Struktur wird durch DNA-Klemmen (clamps)
gebildet, um gering-prozessive DNA-Polyme-
rasen auf ihrem DNA-Template zu halten.
Analog zum Sm-Core, welches durch den
SMN-Komplex assembliert wird, werden
clamps aktiv durch sogenannte clamp loader-
Enzymkomplexe auf DNA geladen. Der Ring-
schluss der Klammer um die DNA erfolgt
durch eine ATP-getriebene Konformations-
anderung des clamp loader. Die Ermittlung
der Struktur des SMN-Komplexes wird in
Zukunft die Frage klaren, ob der SMN-Kom-
plex dhnlich wie ein clamp loader wirkt, um
Sm-Proteine auf snRNA zu laden. |
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