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Seit der Entdeckung der ersten mRNA-Riboschalter im
Jahr 2002 hat sich das Konzept, dass kleine Molek�le, zumeist
Metabolite, direkt an die naszierende RNA-Kette binden und
dadurch sich gegenseitig ausschließende Faltungswege ein-
leiten, f�r viele Bakterien, aber auch andere Organismen
best�tigt.[1] Diese Interaktion resultiert in der Hoch- oder
Niederregulierung der Expression des entsprechenden
Gens.[2] Die unterschiedliche Natur der Liganden, die an
dieser Strategie teilnehmen, reicht von Enzym-Cofaktoren
und Nukleotidvorl�ufern bis hin zu Aminos�uren und Ionen.
Dazu gehçren Adenosylcobalamin (AdoCbl), Thiaminpyro-
phosphat, Adenin, Guanin, 7-Aminomethyl-7-deazaguanin
(preQ1), S-Adenosylmethionin, S-Adenosylhomocystein,
Adenosintriphosphat, Lysin, Glycin, Glutamin, Tetra-
hydrofolat, Flavinmononukleotid, cyclisches Diguanylat,
Glucosamin-6-phosphat, Fluorid- und Magnesium-Ionen, und
wahrscheinlich viele mehr, die zuk�nftig noch entdeckt wer-
den.

Die Grçße der Metabolit-bindenden RNA-Dom�ne
reicht von 34 Nukleotiden f�r preQ1

[3] bis hin zu 200 Nukle-
otiden f�r AdoCbl.[1a] Bemerkenswerterweise konnte f�r fast
alle oben genannten Riboschalter die dreidimensionale
Struktur der Aptamerdom�ne im Ligand-gebundenen Zu-
stand mittels hochauflçsender Rçntgen-Strukturaufkl�rung
gelçst werden, was wesentlich zum Verst�ndnis der moleku-
laren Mechanismen dieser Systeme beitrug.[4] Im Gegensatz
dazu entzieht sich die am 3’-Ende angrenzende Expressions-
plattform normalerweise der Kristallisation, ebenso wie viele
apo-Formen der Aptamere. Dies spiegelt die intrinsisch dy-
namische Natur von Ligand-freien Riboschaltern wider und
geht mit der Tatsache einher, dass Expressionsplattformen
eine weit weniger konservierte Konsensussequenz als Apta-
mere aufweisen.[5] Erstere sind entstanden, um strukturelle
Voraussetzungen zu erf�llen, die f�r die unterschiedlichen
Wirkungsarten der Genexpression bençtigt werden. Dies

betrifft in erster Linie die Transkriptions- und Translations-
ebene, aber auch die Kontrolle von Spleißstellen, mRNA
Abbau und vermutlich weitere grundlegende zellul�re Pro-
zesse, deren Steuerung durch Riboschalter erst noch entdeckt
werden muss.

In dieser Hinsicht erscheint es nicht unverst�ndlich, dass
sich der grçßte bekannte und �beraus komplexe Cobalamin-
Riboschalter (der als einer der ersten seiner Art entdeckt
wurde, wenn nicht sogar als allererster)[1a,d] der dreidimen-
sionalen Strukturbestimmung und der Aufkl�rung seines
molekularen Mechanismus mehr als eine Dekade lang ent-
zog. Erst k�rzlich gelang es den Forschungsgruppen um R.
Batey[6] und A. Serganov[7] unabh�ngig voneinander, hoch-
aufgelçste Kristallstrukturen von Cobalamin-Riboschaltern
zu erhalten. Gemeinsam mit einer Anfang diesen Jahres er-
schienenen funktionellen Studie von T. Pan[8] und Mitarbei-
tern �ber den Ligand-induzierten Faltungsweg f�hren diese
Untersuchungen zu einem detaillierten molekularen Ver-
st�ndnis f�r das Cobalamin-spezifische Ansprechen von
mRNAs.

Eine erste wichtige Erkenntnis der neuen Arbeiten ist,
dass AdoCbl nicht das einzige B12-Cofaktor-Derivat ist,[9] das
an diese Riboschalter-Familie mit hoher Affinit�t bindet. In
Zellversuchen entdeckten Batey und Mitarbeiter, dass einige
Cobalamin-Riboschalter aus marinen cyanobakteriellen und
çkologischen (env) Genomen von Meeresoberfl�chenproben
bedeutend hçhere Affinit�ten zu Methylcobalamin (MeCbl)
oder Aquocobalamin (AqCbl) als zu AdoCbl (Abbildung 1)
aufwiesen. Dieser Unterschied, der in direkter Relation zur
An- bzw. Abwesenheit einer peripheren Strukturerweiterung
(P8-P11; siehe unten) steht, f�hrt zur Definition von zwei
Klassen von Cobalamin-Riboschaltern (Abbildung 2).[10]

Beide Klassen besitzen einen gemeinsamen Grundkçrper,
der aus einer evolution�r konservierten Vierwege-Kreuzung
(„four-way junction“) besteht, die f�r die Erkennung des
Cobalamins verantwortlich ist. Zus�tzlich verwenden beide
Klassen eine „kissing-loop“ Interaktion zwischen der Schleife
L5 des Hauptrezeptors und der Schleife L13 der Nebenregi-
on, welche die Expressionsmaschinerie dirigiert. Bei tran-
kriptionsregulierenden Cobalamin-Riboschaltern repr�sen-
tiert L13/P13 normalerweise den Antiterminator, w�hrend
bei denen, die die Translation regulieren, L13 kritische Se-
quenzabfolgen beinhaltet, die an der Freigabe oder Seques-
trierung der ribosomalen Bindungsstelle (RBS) beteiligt sind.
Die beiden Klassen von Cobalamin-Riboschaltern unter-
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scheiden sich durch eine ausgedehnte periphere Verl�nge-
rung von P6 (mit P7, P8, P10 und P11) f�r die AdoCbl-Klasse,
und außerdem durch einen zus�tzlichen Stamm P2 zwischen
P1 und P3 (Abbildung 2). Die P6-Erweiterung und der zu-
s�tzliche Stamm P2 fehlen bei der MeCbl/AqCbl Bindungs-
klasse g�nzlich oder sind stark gek�rzt.

Fr�here Sekund�rstrukturvorhersagen, die auf bioinfor-
matischen Sequenz- und chemischen Modifizierungsuntersu-
chungen beruhten,[1a, 10, 11] sind in den 3D-Strukturen in glei-
cher Weise widergespiegelt. Zwei der neu gelçsten Strukturen
beziehen sich auf AdoCbl-bindende Riboschalter. Einer von
ihnen entstammt dem transkriptionsregulierenden System
aus Symbiobacterium thermophilum ; die untersuchte RNA
besteht aus dem Rezeptor-Grundkçrper und der peripheren
P6-Verl�ngerung, P13/L13 fehlen jedoch.[7] Diese Struktur
erg�nzt die zweite Struktur eines translationsregulierenden
Volll�ngensystems aus Thermoanaerobacter tengcongensis
(Tte), welches das ausschlaggebende Regulationselement
P13/L13 enth�lt.[6] Im Vergleich mit den Strukturen der
Klasse der viel kleineren AqCbl-bindenden Riboschaltern
(env8AqCbl), wovon wiederum eine Struktur mit und eine
ohne P13/L13 ist, wird die Art und Weise der Cobalamin/
RNA-Erkennung durch diese profunde Strukturdatenbasis
offensichtlich.[6]

Die globale Architektur aller vier Ligand-gebundenen
RNAs offenbart eine koaxiale Stapelung der St�mme P1/P3/
P6 und P4/P5/P13 (Abbildung 2). Diese beiden Anordnungen
sind in der AqCbl-Klasse direkt miteinander verbunden, und
zwar durch Wechselwirkungen zwischen L4 und L6. Die
klassenspezifischen peripheren Verl�ngerungen (P6 versus
P6–P11) grenzen an den Grundkçrper und beeinflussen die
Konformation von J6/3 signifikant, die eine Schl�sselrolle f�r
die Liganderkennung darstellt. Diese Anordnung dient der
Ausbildung einer Bindungstasche f�r Cobalamin in Form ei-
ner tiefen Kluft. Bedeutenderweise ist die van-der-Waals-

Oberfl�chenkomplementarit�t zwischen Cobalamin und
RNA-Bindungstasche die treibende Kraft der Interaktion.
Der Ligand bedient sich dabei nicht zur G�nze des vollen
Wasserstoffbr�ckenbindungspotentials, um mit der RNA zu
interagieren, stattdessen sind hydrophobe und elektrostati-
sche Wechselwirkungen charakteristisch. In beiden Klassen
wird Cobalamin zwischen der kleinen Furche von P3/P6 und
der aus Basenpaaren zwischen L5 und L13 geformten Helix
eingeklemmt. Die entsprechenden RNA-Kristallstrukturen,
denen P13/L13 fehlen, sind deckungsgleich mit ihren Voll-
l�ngen-Gegenst�cken und implizieren ein relativ starres Ge-
r�st der offenen Rezeptordom�ne, die sich durch Andocken
des regulativen P13/L13 Elements �ber die „kissing-loop“-

Abbildung 1. Strukturformel der Cobalamine Methylcobalamin
(R = CH3, MeCbl), Aquocobalamin (R = H2O, AqCbl) und Coenzym-B12

(R = 5’-Desoxy-5’-adenosyl, Adenosylcobalamin, AdoCbl) und verwen-
dete Symbole f�r diese Cbls.

Abbildung 2. Cobalamin-sensitive Riboschalter. Sekund�rstruktur f�r
AqCbl- und MeCbl- (A) und f�r AdoCbl- (B) Bindungsklassen; C) Dar-
stellung des AqCbl-gebundenen Riboschalters env8AqCbl; D) Darstel-
lung des AdoCbl-Riboschalters aus Tte; E,F) Ausschnitt aus der AqCbl-
Bindungstasche (E) und der AdoCbl-Bindungstasche (F).[6]
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Interaktion zu L5 schließt und so Cobalamin einh�llt. Die
Diskriminierung von AqCbl und AdoCbl erfolgt durch eine
dichte Stapelung von Purinen in den einzelstr�ngigen Ver-
bindungen (J3/4 und J6/3) von env8AqCbl, welche den Raum
einschr�nken und sterisch mit großen Substituenten an der
Cobalamin b-axialen Seite interferieren. Der Corrin-Ring ist
dabei nahezu senkrecht zu den Basen des Purinbasenstapels
orientiert.

Im Gegensatz dazu zeigt die AdoCbl-Bindungsklasse
konformationelle Unterschiede in J6/3 auf, die aufgrund der
peripheren Verl�ngerungen (P7–P11) ermçglicht werden.
Dieses komplexe Interaktionsnetzwerk ermçglicht dem
Riboschalter, den Adenosylrest von AdoCbl durch selektive
Erkennung seiner Watson-Crick-Seite an der Hoogsteen-
Kante eines konservierten Adenosinrests in einer Aushçh-
lung von J6/3 unterzubringen.

Die neuen Kristallstrukturen bieten nicht nur neue Er-
kenntnisse in die molekulare Erkennungsweise zwischen
RNA und B12-Cofaktoren, sondern zeigen auch, dass dieser
Riboschalter durch Terti�rstrukturkontakte an der Schnitt-
stelle zwischen Aptamer und Expressionsplattform seine re-
gulative Funktion aus�bt. Im Gegensatz dazu verwenden die
meisten anderen Riboschalter ausschließlich Motiv�nderun-
gen auf Sekund�rstrukturebene f�r denselben Zweck. Dies
hat entscheidende Konsequenzen, da sich RNA-Terti�r-
strukturen generell wesentlich langsamer ausbilden als lokale
Sekund�rstrukturen. Dies ist umso wichtiger f�r B12-Ribo-
schalter, die sich gegenseitig ausschließende Sekund�rstruk-
turmotive in der Expressionsplattform verwenden (z. B. An-
titerminator versus Terminator, oder ribosomale Bindung-
stellen, welche durch definierte Nukleotidwechselwirkungen
sequestriert oder freigesetzt werden). Solche Riboschalter-
RNAs w�rden das Risiko eingehen, in einem von zwei mçg-
lichen Faltungspfaden gefangen zu bleiben und dadurch das
Potenzial zur Regulation einzub�ßen.[2, 5]

Wie die Zelle mit diesem Problem umgeht, beschrieben
Pan und Mitarbeiter, indem sie experimentell aufzeigen, dass
das Pausieren der RNA-Polymerase w�hrend der Transkrip-
tion des AdoCbl-sensitiven Riboschalters aus Escherichia coli
btuB ein fundamentales Ereignis darstellt.[8] Die Autoren
identifizierten Verweilstellen an strategischen Positionen,
welche die Faltung und strukturelle Umlagerung des Voll-
l�ngen-Riboschalters erleichtern, jedoch nur einen minima-
len Effekt auf die Faltung der isolierten Aptamerdom�ne
haben. Das Innehalten an diesen Regulationsstellen verhin-
dert die Bildung alternativer Strukturen und hat eine Cha-
peronfunktion bei dem Zusammenspiel zwischen der Faltung
des Aptamers und der Expressionsplattform. Genauer gesagt
stellt die anti-anti-RBS-Region einen Teil des Aptamers in
der Coenzym-B12-gebundenen Struktur (Gen-AUS-Struktur)
dar, welche die Paarung der anti-RBS- mit der RBS-Region
erlaubt (Abbildung 3A). In der apo-Struktur (Gen-AN-
Struktur) ist die anti-anti-RBS Region mit der anti-RBS
Region gepaart, um eine Antiaptamer-Struktur zu bilden,
dadurch ist die RBS f�r das Ribosom zug�nglich (Abbil-
dung 3B). Eine der drei identifizierten Verweilstellen (PA)
befindet sich kurz vor der Schleife L13. Das naszierende
Transkript außerhalb des RNA-Polymerase-Austrittskanals
entspricht daher genau den erfolgreich kristallisierten Do-

m�nen, denen das regulative Element P13/L13 fehlt. Dieser
Teil des Transkripts faltet in die Aptamerstruktur, und das
Aussetzen der Transkription stellt gen�gend Zeit zur Verf�-
gung, sodass der Cobalamin-Ligand, sofern in ausreichender
Konzentration vorhanden, von der RNA erkannt wird. Eine
nachfolgende Verweilstelle (PB) wurde identifiziert, welche
darauf das P13/L13-Element vom Austrittskanal freisetzt und
gen�gend Zeit f�r das Andocken und die Bildung der „kis-
sing-loop“-Terti�rinteraktion zwischen L5/L13 bereitstellt,
bevor die Polymerase mit der Transkription fortsetzt. Die
n�chste Verweilstelle (PC) scheint hauptverantwortlich f�r die
erforderliche R�ckfaltung in den Antiaptamer-Zustand zu
sein, sofern kein Cobalamin-Ligand vorliegt und der ur-
spr�ngliche Faltungsweg eingeschlagen werden muss, um die
gegens�tzliche Genregulationsantwort zu erhalten. Ein ver-
gleichbarer Polymeraseverweilzeit-Mechanismus wurde
schon experimentell f�r Flavinmononukleotid- und Thi-
aminpyrophosphat-Riboschalter[12a,b] best�tigt und f�r andere
(z. B. Purin-Riboschalter) vorgeschlagen[12c,d] und kçnnte eine
allgemeine Strategie der Zelle darstellen, um mit cotran-
skriptionellen Faltungsproblemen umzugehen.

Alle drei Studien gemeinsam liefern ein umfassendes Bild
zum molekularen Mechanismus der hochgradig komplexen
B12-Riboschalter. Die Kombination hochauflçsender Struk-
turdaten und funktioneller biochemischer Analysen offen-
bart, dass die Ligand-abh�ngige Faltung und R�ckfaltung in
einen cotranskriptionellen Prozess eingebettet ist, der von der

Abbildung 3. Sekund�rstrukturmodelle der Gen-AUS- (A) und Gen-AN-
Formen (B) f�r den AdoCbl-Riboschalter aus E. coli btuB. Drei definier-
te Verweilstellen (PA, PB, PC), die kritisch f�r Faltung, Liganderkennung
und Sekund�rstrukturumlagerung der Expressionsplattform sind, wur-
den f�r die Transkription bei geringer Ligandkonzentration identifi-
ziert.[9]
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Transkriptionsrate und definierten Pausen der RNA-Poly-
merase abh�ngt.
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