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In den zur�ckliegenden Jahrzehnten hat sich die NMR-
Spektroskopie zu einem wichtigen analytischen Instrument in
der Strukturbiologie von Proteinen entwickelt, das es er-
mçglicht, kristalline[1] und vor allem nichtkristalline[2] Syste-
me strukturell zu charakterisieren. Bisher wurden lediglich
Proteinproben in der festen Phase untersucht, wogegen nur
wenige Untersuchungen an RNA oder DNA dokumentiert
sind.[3] Dies steht in keinem Verh�ltnis zur Bedeutung von
Protein-RNA-Komplexen, die eine Rolle bei grundlegenden
biochemischen Prozessen, wie der Translation, spielen. Vor
dem Zusammensetzen des eukaryotischen Ribosoms, das die
Translation der Messenger-RNA katalysiert, wird die RNA
der ribosomalen Untereinheiten modifiziert.[4] Diese Modi-
fizierungen umfassen die Umwandlung von Uridinen in
Pseudouridine sowie die Methylierung von Nukleinbasen und
2’-O-Riboseresten, die in funktional wichtigen Bereichen
auftreten.[5] Es wird angenommen, dass diese Ver�nderungen
eine wichtige Rolle bei der RNA-Faltung spielen.[6] In Eu-
karyoten wird 2’-O-Ribose ortsspezifisch mithilfe kleiner
nukleolarer RNAs (snoRNAs) methyliert.[7] Diese snoRNAs
bestehen aus zwei konservierten Sequenzelementen: der C-
Box (RUGAUG; R steht f�r ein Purin) und der D-Box
(CUGA).[8] snoRNAs sind mit spezifischen Proteinen kom-
plexiert und verbinden sich zu Ribonukleinprotein-Partikeln
(snoRNPs). In Archaeen ist das kleine Ribonukleinprotein-
Partikel (sRNP) aus einer Box-C/D-snoRNA-�hnlichen
RNA (sRNA) und drei Proteinen – L7Ae, Nop56/58 und Fi-
brillarin – aufgebaut, wobei Fibrillarin die Methyltransferase
ist.[9] Der Zusammenbau von Archaeen-sRNP wird durch die
Bindung von L7Ae an die Box-C/D-RNA initiiert, und w�h-
rend der Bindung faltet die sRNA in eine K-Turn-Struk-

tur.[9b, 10] Hier beschreiben wir einen neuen Zugang zur Cha-
rakterisierung von Protein-RNA-Schnittstellen. Dieser
beruht auf protondetektierten MAS-Festkçrper-NMR-spek-
troskopischen Experimenten (MAS = Rotation um den ma-
gischen Winkel) mit protonierten und deuterierten Proben.

Festkçrper-NMR-Spektroskopie ist grçßenunabh�ngig
und eignet sich ideal zur Untersuchung von großen makro-
molekularen Komplexen, die nicht kristallisiert werden
kçnnen.[11] Mit MAS-Frequenzen von ca. 60 kHz, die mit
handels�blichen Instrumenten erreicht werden, lassen sich
1H,1H-dipolare Kopplungsnetzwerke in protonierten Prote-
inproben nur partiell ausmitteln.[12] K�rzlich wurde f�r ver-
schiedene Proteine nachgewiesen, dass schon bei mittleren
MAS-Rotationsfrequenzen (20–24 kHz) und Feldst�rken (9–
14 T) eine hohe Empfindlichkeit und Auflçsung bei 1H-de-
tektierten Experimenten unter Verwendung perdeuterierter
Proteine, in denen labile Protonen r�ckgetauscht wurden,
erreicht werden kann.[13] In �hnlicher Weise lassen sich
nichtaustauschende Protonen unter Verwendung geeigneter
Markierungsschemata beobachten.[14]

Wir verwendeten einen �hnlichen Deuterierungsansatz,
um die Protein-RNA-Interaktion zwischen dem Archaeen-
Protein L7Ae (ca. 13.4 kDa) von Pyrococcus furiosus (PF)
und der entsprechenden Box-C/D-RNA (ca. 8.6 kDa) zu
untersuchen (Abbildung 1). Rçntgenographisch aufgekl�rt
wurde bisher die Kristallstruktur eines homologen Komple-
xes von Archaeoglobus fulgidus (AF);[9b] der PF-Komplex
konnte nicht kristallisiert werden.[3d] F�r die Festkçrper-
NMR-spektroskopischen Untersuchungen wurden zwei un-
terschiedlich markierte L7Ae-Box-C/D-RNA-Komplexe
pr�pariert, und in beiden Proben wurde das Protein gleich-
m�ßig deuteriert sowie mit dem 15N-Isotop angereichert. Die
RNA wurde aus vollst�ndig 1H,13C,15N- oder 2H,13C,15N-mar-
kierten Nucleotiden synthetisiert; die entsprechenden Proben
werden als 1H- bzw. 2H-RNA bezeichnet. In beiden Proben
wurden labile Protonen zu 10 % r�ckgetauscht.

Bei 1H-detektierten 1H,15N-Korrelationsexperimenten bei
moderaten MAS-Frequenzen zwischen 15 und 20 kHz
wurden alle erwarteten Signale des Proteins und der RNA
detektiert (Abbildung 2a). In Protein-RNA-Komplexen
�berlappen die jeweiligen spektralen Fenster nicht.[15] Die
Imino- und Aminospektralregionen kçnnen Signale von
Histidin- bzw. Argininseitenketten enthalten (die Prim�rse-
quenz von L7Ae enth�lt einen Histidinrest und vier Argi-
ninreste). Die durchschnittliche 1H-(15N-)Linienbreite des
Proteins betr�gt ca. 100 (ca. 60) Hz und die Linienbreite f�r
die Amino- und Iminosignale ca. 150 (ca. 140) bzw. ca. 300
(ca. 160) Hz. Chemischer Austausch, lokale Dynamik oder
Strukturheterogenit�t aufgrund von Kristallimperfektionen
kçnnten prinzipiell f�r die unterschiedlichen Linienbreiten
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f�r Protein- und RNA-Signale verantwortlich sein. Festkçr-
per- und Lçsungs-NMR-Spektren zeigen eine große �hn-
lichkeit bei vergleichbarer Auflçsung (Abbildung 2b).

Hier stellen wir eine experimentelle Strategie vor, die die
Identifizierung von Protein-RNA-Interaktionsstellen ermçg-
licht. Diese Methode beruht auf der Tatsache, dass in der 1H-
RNA-Probe Proteinbereiche in Nachbarschaft zu RNA-Pro-
tonen aufgrund dipolvermittelter Linienverbreiterung ver-
minderte Signalst�rken zeigen: Protein-Amidprotonen, die
weit von der RNA entfernt sind (> 6 �), zeigen �hnliche Si-
gnalst�rken in der 1H-RNA- wie in der 2H-RNA-Probe
(I[1H]/I[2H]� 1), w�hrend Amidsignale an der Schnittstelle
wesentlich weniger intensiv sind (I[1H]/I[2H]< 1). Da die
absoluten Intensit�ten auch von der Menge der Proben ab-
h�ngen, wurden die Intensit�ten f�r beide Proben normiert,
bevor das I[1H]/I[2H]-Verh�ltnis ermittelt wurde. F�r diesen
Zweck wurde Ala48 verwendet, das gut aufgelçst und weit
(14.7 �) von seinem n�chsten RNA-1HC-Proton entfernt ist
(Abbildung 2b). Kristallkontakte wurden bei dieser Analyse
ber�cksichtigt (Abbildung S4d der Hintergrundinformatio-
nen (SI)). F�r die Berechnung der relativen Intensit�ten
wurden ausschließlich Kontakte zwischen Protein-1HN- und
RNA-1HC-Protonen ber�cksichtigt, da austauschbare Proto-
nen zu 10% r�ckgetauscht wurden und dipolare 1HN,1HN-In-
teraktionen entsprechend vernachl�ssigbar sind.

In Abbildung 3 a ist jeweils der kleinste Abstand zwischen
einem Protein-1HN- und einem RNA-1HC-Proton in Abh�n-
gigkeit vom Proteinrest dargestellt. Die Abst�nde wurden aus
der AF-Kristallstruktur (PDB-Code: 1RLG) extrahiert.
Diese Struktur fungiert wegen ihrer starken Homologie als

Modell (Abbildung S4a (SI)). Die Proteinreste an der Pro-
tein-RNA-Schnittstelle, insbesondere Gly35, Thr36, Asp58,
Val94, Ala97 und Ser98, zeigen sehr kleine RNA-Protein-
Abst�nde (Abbildung 3a). Experimentell kann der Abstand
zwischen Proteinresten und der RNA durch den Vergleich
der normierten Intensit�ten der 1H- und der 2H-RNA-Proben
ermittelt werden. In der Abbildung werden f�r jeden Satz von
Kreuzsignalen die gleichen Konturniveaus verwendet, um
eine Vergleichbarkeit der Abbildungen zu gew�hrleisten. So

Abbildung 1. Kristallstruktur des L7Ae-Box-C/D-RNA-Komplexes von
Archaeoglobus fulgidus (PDB-Code: 1RLG). In dieser Studie wurde das
homologe L7Ae von Pyrococcus furiosus im Komplex mit der gezeigten
26meren Box C/D-RNA desselben Organismus untersucht. Die Box-C/
D-Elemente sind rot und die Proteinreste an den Interaktionsbereichen
cyan markiert (Gly35, Thr36, Asp58, Val94, Ala97, Ser98); b-Faltbl�tter
und Schleifen von L7Ae sind gold, Helices marineblau dargestellt.

Abbildung 2. a) 1H-detektiertes 1H,15N-Korrelationsspektrum des aus-
gef�llten L7Ae-Box-C/D-RNA-Komplexes von PF unter Anwendung
einer 2H-RNA-Probe. Deutlich zu erkennen sind die charakteristischen
Protein- und RNA-Spektralbilder. Die Prozessierung wurde f�r jeden
Bereich optimiert, um die unterschiedlichen nat�rlichen Linienbreiten
beider Biomolek�le ad�quat darzustellen. Das Spektrum wurde bei
einer Feldst�rke von 16.4 T (700 MHz), 20-kHz-MAS und einer effekti-
ven Temperatur von ca. 27 8C aufgenommen. Der Iminobereich zeigt
erhçhte Empfindlichkeit und Auflçsung bei niedrigeren Temperaturen.
Deshalb wurde dieser Bereich aus einem Spektrum, das bei ca. 0 8C,
15-kHz-MAS und einer Feldst�rke von 14.1 T (600 MHz) aufgenom-
men wurde, extrahiert. Die Spektralbereiche der Nucleobasen sind ent-
sprechend der durchschnittlichen chemischen Verschiebung laut
BMRB-Datenbank angegeben. b) Proteinbereich der 1H-RNA-Probe mit
provisorischen Zuordnungen. Das NMR-Spektrum in Lçsung ist rot
dargestellt. Ser98 und Val63 (markiert mit *) sind gefaltet.
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sind z. B. die Intensit�ten von Gly35, Thr36 und Ala97 in der
1H-RNA-Probe deutlich verringert. Diese Reste befinden
sich in der N�he von RNA-1HC-Protonen (innerhalb 3.6–
4.3 �), im Unterschied zu Thr29 und Ser82, die weit entfernt
sind (> 11 �).

Zur quantitativen Beschreibung der experimentellen
I[1H]/I[2H]-Intensit�tsverh�ltnisse wurden Simulationen
unter Anwendung des SIMPSON-Softwarepaketes durchge-
f�hrt.[16] Als Basis-Spin-System wurden vier Spins herange-
zogen, entsprechend den Protein-1HN,15N- und den RNA-
1HC,13C-Kernen (Abbildung S2 (SI)). Da die Signalreduktion
in der 1HN,15N-Korrelation des Proteins in großer N�he zur
RNA durch dipolvermittelte Linienverbreiterung induziert
wird, wird erwartet, dass das simulierte I[1H]/I[2H]-Verh�ltnis
sowohl vom Abstand als auch von der relativen Orientierung
aller ber�cksichtigten Dipole abh�ngt. Deshalb wurden zwei
Winkel – b1 und b2 – einbezogen, um alle wechselseitigen
Ausrichtungen der 1HN,15N- und der 1HC,13C-Dipoltensoren zu
ber�cksichtigen. Außer den Winkeln b1 und b2 ist der 1HN,1HC-
Abstand die einzige weitere Variable. Es zeigt sich, dass die
simulierten I[1H]/I[2H]-Verh�ltnisse abh�ngig von der relati-

ven Ausrichtung der beiden Dipol-Dipol-Vektoren sind.
Diese Abh�ngigkeit nimmt mit zunehmendem Abstand ab.
Die Simulation zeigt eine vierfache Entartung im Winkel-
raum (Abbildung S2 (SI)). Um die Entartung zu reduzieren,
wurden f�r den L7Ae-Box-C/D-RNA-Komplex und f�r zwei
weitere Protein-RNA-Komplexe b1- und b2-Winkelvertei-
lungen errechnet, um den Konformationsraum w�hrend der
Anpassung einzuschr�nken (Abbildung S3 (SI)). Die simu-
lierte I[1H]/I[2H]-Datenmatrix als Funktion von 1HN,1HC-
Abstand sowie von b1 und b2 ist in Abbildung 4a gezeigt.

Die Anpassung an die experimentellen Daten setzt keine
Kenntnis �ber die Struktur des Systems voraus. Im ersten
Schritt wird eine lineare Anordnung der 1HN,15N- und 1HC,13C-
Dipoltensoren angenommen. Dies f�hrt zu einer schwachen
Korrelation (Abbildung 4b, cyan). Die Einf�hrung der
Winkel b1 und b2 verbessert die Korrelation hingegen signi-
fikant (Abbildung 4b, schwarz). Wie erwartet f�hrt die Ein-
schr�nkung des Konformationsraums f�r b2 zu geringeren
Fehlern, was aber keine signifikante Ver�nderung der ermit-
telten Abst�nde zur Folge hat (Abbildung 4b, rot). Details
zur Anpassung sind in den Hintergrundinformationen zu-
sammengestellt; die ermittelten Parameter sind in Tabelle S1
(SI) zusammengefasst. Die gemessenen Abst�nde sind in
Abbildung 3a, zusammen mit den Abst�nden aus der Kris-
tallstruktur, abgebildet. Die ermittelten Abst�nde und
Winkel liegen innerhalb der Fehlertoleranzen. F�r die Ex-
perimente wurden 2H-RNA-Proben von lediglich ca. 2 mg
verwendet. Eine verbesserte Messgenauigkeit kann durch die
Erhçhung der experimentellen Empfindlichkeit beider
Proben erreicht werden.

RNA weist von Natur aus eine geringere Protonendichte
als ein Protein auf. Bei unserem Verfahren erleichtert die
geringe Protonendichte den Erhalt von Strukturparametern,
weil sich in erster N�herung jedes Protein-1HN-Proton in
Nachbarschaft zu wenigen RNA-1HC-Protonen befindet.

Wir konnten hier zeigen, dass durch die Verwendung
deuterierter Proben hochaufgelçste Spektren f�r einen Pro-
tein-RNA-Komplex erhalten werden kçnnen. Wir pr�sentie-
ren damit erstmals 1H-detektierte 1H,15N-Korrelationsspek-
tren eines Protein-RNA-Komplexes in der festen Phase. Des
Weiteren konnten mithilfe einer neuen Methode zur Be-
stimmung von Strukturparametern im Festkçrper Protein-
RNA-Interaktionsstellen identifiziert und die Abst�nde und
Orientierungen der beteiligten Kerne quantitativ bestimmt
werden.

Die Tatsache, dass die Absorption von Amid-Protein-Si-
gnalen in der 1H-RNA-Probe vom Abstand und der relativen
Ausrichtung der Atompaare abh�ngt, erçffnet neue Mçg-
lichkeiten f�r die Strukturberechnung. Zus�tzlich zum Ab-
stands-Restraint kann nun ein Winkel-Restraint f�r Systeme
erhalten werden, f�r die bislang nur sp�rliche Daten verf�g-
bar sind. Dies sollte die Genauigkeit f�r die Strukturbestim-
mung erhçhen. Diese Parameter kçnnen als Restraints in
iterative Strukturberechnungsalgorithmen eingebunden
werden. Dieser Ansatz ist auf andere Protein-RNA-, aber
auch auf Protein-Ligand-Komplexe anwendbar. Der L7Ae-
Box-C/D-RNA-Komplex fungierte hier lediglich als Modell-
system. Es ist geplant, diesen Ansatz in Zukunft auf voll-
st�ndig rekonstituierte sRNP-Komplexe[18] anzuwenden, die

Abbildung 3. a) Abstand zwischen Protein-1HN-Proton und dem
n�chstgelegenen RNA-1HC-Proton in Abh�ngigkeit von der Proteinpri-
m�rsequenz. Berechnete Abst�nde beruhen auf der Kristallstruktur des
L7Ae-Box-C/D-RNA-Komplexes von AF (PDB-Code: 1RLG; Protonen
wurden mit WHAT IF[17] erg�nzt). Experimentell bestimmte Abst�nde
sind als offene Kreise dargestellt. b) 1H,15N-Korrelationsspektren unter
Anwendung der 1H- (links) und 2H-RNA-Probe (rechts). Absolute In-
tensit�ten wurden mithilfe von Ala48 normiert. Die dargestellten Reste
(Thr29, Gly35, Thr36, Ser82, Ala97) sind in (a) Rot hervorgehoben. In
der 1H-RNA-Probe zeigen die Proteinreste, die sich nahe an der RNA
(Gly35, Thr36, Ala97) befinden, eine verringerte Intensit�t.
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das durch molekulares Taumeln (molecular tumbling) be-
dingte Molek�lgewichtslimit �berschreiten, das momentan
Lçsungs-NMR-Spektroskopie-Anwendungen einschr�nkt.

Experimentelles
Das L7Ae-Protein von P. furiosus wurde exprimiert und gereinigt wie
an anderer Stelle beschrieben; Gleiches gilt f�r die Transkription und
Reinigung der 26meren RNA.[3d] F�r die 1H- und 2H-RNA Probe
wurden u-[1H,13C,15N]- bzw. u-[2H,13C,15N]-Nucleotide verwendet.
Beide zusammengef�gten Komplexe (molares Verh�ltnis 1:1) wurden
in einer Pufferlçsung 2–4 Wochen lang mit einem H2O/D2O-Ver-
h�ltnis von 10:90 r�ckgetauscht, um vollst�ndigen H/D-Austausch zu
gew�hrleisten. Vor der Pr�zipitation betrug die Proteinkonzentration
7 mgmL�1 (in 40 mm HEPES, 14% PEG-400 und 50 mm Magnesi-
umacetat). Die Pr�zipitation des Komplexes wurde durch Dampf-
diffusion in einer SpeedVac unter 60 mbar Vakuum bei 30 8C indu-
ziert. Wie erwartet[9b] fiel der Komplex bei halbem Volumen aus. Das
so erhaltene kristalline Material (ca. 10 mg f�r den 1H-RNA- und ca.
2 mg f�r den 2H-RNA-Protein-Komplex) wurde in 3.2-mm-MAS-
Rotoren gef�llt.

Die Festkçrper-NMR-spektroskopischen Experimente wurden
mit Bruker-Biospin-Avance-Spektrometern mit 1H-Larmor-Fre-
quenzen von 600 oder 700 MHz durchgef�hrt, wobei handels�bliche
3.2-mm-Tripelresonanz-Probenkçpfe verwendet wurden. Details zur
Probentemperatur und der MAS-Rotationsfrequenz finden sich in
den Bildunterschriften. Der 1H,15N-Magnetisierungstransfer wurde
durch einen Kreuzpolarisationsschritt mit Rampe erreicht (Hart-
mann-Hahn-Bedingung, n = 1). Die Stickstoffevolution wurde 1H-
und 13C-entkoppelt aufgenommen, w�hrend in der Protonevolution
15N entkoppelt wurde. F�r alle Entkopplungen wurde WALTZ-16[19]

mit einer RF-Feldst�rke von 2 bis 3 kHz verwendet.
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Abbildung 4. a) Anpassung an die experimentell ermittelten I[1H]/I[2H]-
Intensit�tsverh�ltnisse. I[1H]/I[2H] ist als Funktion des 1HN(Protein),1Hc-
(RNA)-Abstandes r(krist.), so wie er in der Kristallstruktur des L7Ae-
Box-C/D-RNA-Komplexes (PDB-Code: 1RLG) gefunden wird, darge-
stellt. Simulierte Kurven sind grau. Angepasste Abst�nde sind in Abbil-
dung 3a gezeigt und in Tabelle S1 (SI) aufgelistet. b) Korrelation der
1HN(Protein),1Hc(RNA)-Abst�nde aus der Kristallstruktur, r(krist.), und
den simulierten Abst�nden, r(exp). F�r die Anpassung wurden drei
F�lle angenommen: 1) b12 [08, 1808] b22 [08, 3608] (schwarz); 2) b12 -
[08, 1808] b22 [708, 1008] (rot); 3) b1 = b2 =08 (cyan). F�r (2) wurde der
Winkelraum b2, wie in den Hintergrundinformationen beschrieben, ein-
geschr�nkt (Abbildung S3 (SI)). Die Anpassung wird bei Ber�cksichti-
gung der Winkel b1 und b2 signifikant verbessert und resultiert in einer
linearen Korrelation zwischen dem experimentellen und dem aus der
Rçntgenstruktur ermittelten Abstand. F�r eine lineare Funktion mit
einem Achsenabschnitt von null ergibt sich eine Steigung von ca. 1.05
f�r den nichtlinearen/nichteingeschr�nkten, ca. 1.08 f�r den nichtlinea-
ren/eingeschr�nkten und ca. 0.76 f�r den linearen Fall. Auf diese
Weise kann f�r Protein-RNA-Komplexe ein robuster Abstands-Restraint
ermittelt werden, unabh�ngig von Vorkenntnissen �ber die Struktur.
Der Fehler der experimentellen Intensit�ten wurde auf die zweifache
Standardabweichung des Rauschens festgelegt. Die Unsicherheit der
Intensit�tsverh�ltnisse wurde durch Fehlerfortpflanzung bestimmt, wo-
hingegen der Fehler der experimentellen Abst�nde durch 1000 Monte-
Carlo-Simulationen abgesch�tzt wurde.
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